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madeira polida, como carvao, como restos de naufragio, presentes da onda... Tudo
estd na palavra... Uma idéia inteira muda porque uma palavra mudou de lugar ou
porque outra se sentou como uma rainha dentro de uma frase que ndo a esperava e
que a obedeceu... Tem sombra, transparéncia, peso, plumas, pélos, tém tudo o que,
se lhes foi agregando de tanto vagar pelo rio, de tanto transmigrar de patria, de tanto
ser raizes... Sdo antiqiiissimas e recentissimas. Vivem no féretro escondido e na flor
apenas desabrochada... Que bom idioma o meu, que boa lingua herdamos dos
conquistadores torvos... Estes andavam a passos largos pelas tremendas cordilheiras,
pelas. Américas encrespadas, buscando batatas, feijoezinhos, tabaco negro, ouro,
milho, ovos fritos, com aquele apetite voraz que nunca mais, se viu no mundo...
Tragavam tudo: religides, piramides, tribos, idolatrias iguais as que eles traziam em
suas grandes bolsas... Por onde passavam a terra ficava arrasada... Mas caiam das
botas dos barbaros, das barbas, dos elmos, das ferraduras. Como pedrinhas, as
palavras luminosas que permaneceram aqui resplandecentes... O idioma. Saimos
perdendo... Saimos ganhando... Levaram o ouro e nos deixaram o ouro... Levaram
tudo e nos deixaram tudo... Deixaram-nos as palavras.
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RESUMO
GARCIA, Juberlan Silva. Avaliacdo bioquimica, hematolégica e

histopatologica de ratos wistar (Rattus  norvegicus) Infectados
Experimentalmente Por Echinostoma paraensei (Trematoda:
Echinostomatidae). 2010. 118p. Dissertacio (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.
2010.

O trematdédeo Echinostoma paraensei ¢ um parasito de intestino delgado de
roedores, sendo seu hospedeiro definitivo natural Nectomys squamipes. No presente
estudo, foram utilizadas 50 fémeas adultas de Rattus norvegicus (Wistar), 35
animais infectados individualmente com 150 metacercarias de E. paraensei
(linhagem Sumidouro) e 15 animais nao infectados (controle). Semanalmente, sete
animais infectados e trés animais controle foram submetidos a eutanasia com CO,.
O sangue foi coletado para analise hematoldgica, e o soro obtido por centrifugacao,
para as determinagdes de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), gamaglutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina
(ALKP), bilirrubina, glicose, proteinas totais e fragdes. Fragmentos de figado foram
coletados para a determinagdo de glicogénio e para a andlise histopatologica.
Vermes adultos foram recuperados até a terceira semana de infec¢ao, sendo o maior
nimro de vermes recuperados na primeira semana. Os hepatocitos apresentavam-se
com bordos arredondados e alguns sinais de comprometimento nuclear, infiltracao
por polimorfonucleares nos sinusdides, vacuolizacdo, discreta infiltragdo
linfoplasmocitaria perivascular e periportal com poucas células mononucleares
presentes na luz do ducto biliar, alguns hepatécitos estavam hipotrofiados. As
analises hematologicas revelaram o desenvolvimento de uma anemia normocitica
normocrdmica, com anisocitose. Nao foram observadas alteragdes significativas na
série branca, havendo apenas uma leucopenia na terceira semana de infeccdo. Os

resultados obtidos sdo discutidos.
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Palavras chaves: Echinostoma paraensei, Rattus norvegicus, hematologia,
bioquimica

ABSTRACT

GARCIA, Juberlan Silva. Biochemical, haematological and histopathological
evaluation of rats (Rattus norvegicus) experimentally infected with
Echinostoma paraensei (Trematoda: Echinostomatidae). 2010. 118p.
Dissertation (Master Degree, Veterinary Science), Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2010.

The trematode Echinostoma paraensei parasitizes the small intestine of rodents,
being its natural definitive host Nectomys squamipes. In spite of the great
importance of echinostomatides, there are few studies on morphology, biology and
physiology of E. paraensei and its interaction with their intermediate and definitive
hosts. In the present study 50 Rattus norvegicus (Wistar),adult females were used,
35 were individually infected with 150 E. paraensei metacercariae (Sumidouro
strain) and 15 were maintained uninfected, as control group. Weekly, seven infected
and three uninfected rodents were euthanized using CO,.The blood was collected to
hematological analysis, and serum obtained by centrifugation and used to aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase
(ALKP), gamma-glutamyl transferase (GGT), bilirubin, glucose, total proteins and
fractions determinations. Fragments of liver were collected to glycogen
determination and histophatological analysis. Adult worms were loaded until third
week of infection, being the higher number of worms loaded at first week of
inection. The hepatocytes had rounded edges, with signs of impaired nuclear, mild
infiltration of polymorphonuclear and sinusoids slightly expanded. The hepatocytes
were vacuolated with discrete perivascular and periportal lymphocytic infiltration.
The serum biochemical parameters analyzed were increased at the first week of
infection, varying onward. Hematological analysis revealed the development of
normocytic and normocromic anaemia with anisocytic alteration. In the white blood
cells, only a leukopenia was observed at the third week of infection. The present

results are discussed.
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Key words: Echinostoma paraensei, Rattus norvegicus, hematological,
biochemical
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1. INTRODUCAO
1.1. As trematodiases de origem alimentar

As doencas adquiridas por infec¢do passiva com trematddeos, através da
ingestao de alimentos, tém sido relatadas em varios paises do mundo e causam um
complexo de diferentes patologias influenciando a economia das populagdes locais
e constituindo-se em um problema de saude publica. No passado essas doencas
estavam restritas a populacdes bem definidas e determinadas por hébitos e costumes
locais. Recentemente, os limites geograficos das populacdes em risco estdo se
expandindo e mudando em associagdo com a degradagdo ambiental e o aumento das
rotas de comércio internacional, aumento dos deslocamentos das populacdes
decorrentes do turismo ou comércio. A incorporagdo de habitos alimentares
provenientes de areas endémicas. Consequentemente essas infec¢des colocam em
risco as populagdes de areas urbanas em todas as classes sociais (FRIED et al.,
2004).

Aproximadamente, 50 milhdes de pessoas no mundo estdo expostas a
infeccdo por trematdodeos (ABDUSSALAM et al.,, 1995). As trematodiases sdo
endémicas em varias partes do mundo principalmente no sudoeste da Asia e alguns
paises da América Central e do Sul (DIXON; FLOHR, 1997). Cerca de 10% da
populagdo mundial esta exposta ao risco de contrair uma dessas parasitoses
(ABDUSSALAM et al., 1995).

Virios fatores estdo ligados a transmissdo dessas parasitoses (helmintoses),
variaveis ecologicas e ambientais determina sua ocorréncia, sendo fortemente
influenciadas pela auséncia de educacdo publica, as condi¢cdes de pobreza,
crescimento populacional e ineficiéncia de servicos de satde publica (DIXON;
FLOHR, 1997). Entretanto, existem indicacdes que o numero de infeccdes esteja
aumentando nos ultimos anos, principalmente, pelo aumento da producao de peixes
e crustaceos em locais com condic¢des de higiene precarias e o aumento do consumo
de carne crua ou mal cozida em varios locais do mundo nos ultimos anos
(ABDUSSALAM et al., 1995). Adicionalmente com o aumento das viagens
internacionais faz com que se torne importante o conhecimento, o diagnostico € o
tratamento das trematodiases ¢ importante em areas que a infec¢do € comum
(SLIKFO et al., 2000).

Aproximadamente 70 espécies de trematddeos intestinais foram relatados
infectando o homem no mundo (YU; MOTT, 1994). Quase a metade dessas
espécies sao das familias Heterophyidae e Echinostomatidae.

1.2. Equinostomiase

A equinostomiase humana tem sido relacionada a no minimo 16 espécies de
trematodeos intestinais. Entre os paises em que o parasitismo ¢ endémico estdo a
China, India, Coréia, Malésia, Filipinas e Indonésia. Nas areas endémicas, a
transmissao do parasito ocorre de forma focal e estd associada a determinadas
praticas socio-econdmicas e culturais. A infec¢do ocorre através da ingestdo de
moluscos, peixes, crustaceos e anfibios crus ou mal cozidos nos quais as
metacercarias se encontram encistadas (GRACZYK; FRIED, 1998). Ainda que nao



tenha sido relatado nenhum caso de infeccao humana, no Brasil o parasito apresenta
potencial zoonotico (MALDONADO JR; LANFREDI, 2008).

1.2.1. Echinostoma paraensei

Echinostoma paraensei Lie & Basch, 1967 ¢ uma espécie brasileira de
echinostoma descrita através do ciclo experimental, apd6s o encontro de

Biomphalaria glabrata (SAY, 1818) naturalmente infectada, sendo o roedor
silvestre Nectomys squamipes (Brants, 1827) posteriormente assinalado como seu
hospedeiro definitivo natural (MALDONADO JR et al., 2001a). O verme adulto,
localiza-se no trato gastrintestinal (duodeno) do hospedeiro definitivo onde atinge a
maturidade sexual (NOLLEN, 1996) e, eventualmente, ¢ capaz de migrar para o
ducto biliar (MALDONADO et al., 2005).

Echinostoma paraensei tem sido usado como modelo experimental, tendo
como abordagem a relacdo parasito-hospedeiro (MALDONADO et al., 2001b).
Apesar do avanco do conhecimento na area da patologia produzida pela infec¢ao
experimental (TOLEDO; FRIED, 2005), pouco ¢ conhecido sobre as alteragdes
bioquimicas, histopatologicas e hematologicas resultantes da infeccao.

1.3. O roedor Nectomys squamipes

Nectomys squamipes (Figs. 1 e 2) ¢ uma espécie de roedor pertencente a
ordem Rodentia, subfamilia Sigmodontinae. N. squamipes esta presente nas bacias
hidrograficas da Mata Atlantica, na bacia hidrografica do Rio Sdo Francisco e
Parand, e nas pequenas bacias independentes do Leste do Brasil, ao Sul de Sao
Lourengco da Mata (PE), o que abrange os estados do Sul, Sudeste e parte do
Nordeste (da Bahia até Pernambuco) (BONVICINO et al., 2002).

Esta espécie de roedor mede quando adulto, em média 25cm de
comprimento (cabeca e corpo), € pesa entre 140 e 400g (D’ANDREA et al., 2000).
E um roedor de habitos crepusculares e semi-aquéticos, ¢ solitario, vive proximo a
rios, riachos, corpos d’agua, reservatorios de agua ou areas brejosas, margens
umidas e encharcadas (EMMONS; FEERS, 1997), onde constroem seus ninhos em
troncos de arvores e vegetacoes proximas da agua (ERNEST; MARES, 1986;
D’ANDREA; LAGAMBA, 1987). Como adaptagdao ao nado, possui membranas
interdigitais desenvolvidas nas patas traseiras, além de uma espécie de “quilha” na
por¢dao ventral da cauda, formadas por pelos (ERNEST, 1986). Esta espécie ¢
onivora, alimentando-se de frutos, sementes, artropodes, fungos, moluscos, larvas,
insetos e pequenos vertebrados (ERNEST; MARES, 1986). Devido a seus habitos
alimentares, torna-se altamente exposto a infeccao.



Figura 1. Espécimes de Nectomys squamipes, hospedeiro definitivo natural do
Echinostoma paraensei. Fonte: Laboratorio de Biologia e Parasitologia de
Mamiferos Silvestres Reservatorios, IOC, FIOCRUZ, RJ (LBPMR).

Figura 2. Espécime de Nectomys squamipes dentro de uma armadilha do tipo
tomahawk. LBPMR, 10C, FIOCRUZ



2. O Filo Platyhelminthes

Os helmintos compdem um grupo muito heterogéneo de parasitos
metazoarios, incluindo trés filos: Platyhelminthes, Acanthocephala e Nematoda.

Os platelmintos sdo caracterizados por apresentarem corpo achatado
dorsoventralmente, simetria bilateral e aparelho digestério incompleto, quando
presente. A superficie corporal ¢ revestida por um tegumento de organizagdo
sincicial. Estes organismos ndo apresentam celoma, tendo um corpo macigo, sem
cavidades e preenchido por um parénquima, por isso, as trocas gasosas € a
circulagdo sdo feitas por difusdo, estando estes aparelhos ausentes. A excrecao
destes organismos ¢ feita por protonefridios com células-flama e o sistema nervoso
¢ ganglionar.

A maioria dos platelmintos ¢ mondica, contudo existem espécies didicas.

De acordo com Roberts e Janovy Jr. (1996), o Phylum Platyhelminthes esta
subdividido conforme pode ser observado na Figura 3. Porém, Gibson (2002) em
sua classificagdo dos platelmintos elevaram a sub-classe Trematoda ao status de
classe.

Segundo Gibson (2002), uma das classes pertencentes ao Filo
Platyhelminthes ¢ a Classe Trematoda Rudolphi, 1808. Nesta, encontram-se
organismos que sao parasitos de 6rgaos internos, primariamente de moluscos, onde
se desenvolvem estadios larvais assexuados e ocasionalmente, estdgios adultos
sexuados, e vertebrados que albergam estagios adultos sexuados. Os adultos
apresentam dois 6rgdos de fixagdo, apresentando tegumento de natureza sincicial,
onde encontram-se especializagdes, tais como, espinhos e papilas. Aparelho
digestorio presente, com uma abertura oral, normalmente localizada no interior de
um orgao de fixagdo, pré-faringe, faringe muscular e intestino composto por cecos
bifurcados, os quais, geralmente, terminam em fundo cego. Sao hermafroditas, com
raras excecoes.



| Filo Platyhelminthes |

| SubfioCatenulida | | Subfilo Euplatyhelminthes |
|
[ |
| Superclasse Acoelomorpha | | Superclasse Rhabditophora | | Superclasse Cercomeria |
|
[ [ |
| Classe Temnocephalidea || Classe Udonelidae || Classe Cercomeridea |
|
[ |
| Suclasse Trematoda | | Suclasse Cercomeromorphae |
| |
[ | [ |
|InfraclasseAspidobothrea| | Infraclasse Digenea | | Infraclasse Monogenea | | Infraclasse Cestodaria |
|
[ |
| Cohorte Gyrocotylidea || Cohorte Cestoidea

]
|Subcohorte Amphilinidea| | Subcohorte Eucestoda

Figura 3. Classificacdo dos trematddeos digenéticos, segundo Roberts e Janovy Jr. (1996).



3. Ciclo de vida geral dos trematodeos digenéticos.

Os trematddeos digenéticos estdo entre os vermes parasitos mais comuns e
abundantes, seguindo os nematoides. Eles sdo parasitos de todas as classes de vertebrados
e, quando adultos, podem se localizar em varios 6rgaos do corpo do hospedeiro vertebrado.
Este grupo de helmintos € caracterizado por ter seu desenvolvimento ocorrendo em, ao
menos, dois hospedeiros.

No interior do ovo do helminto desenha-se uma larva ciliada, denominada
miracidio, a qual pode eclodir, e através de um padrao de transmissao ativa, deixando o ovo
e nadando livremente em busca de seu primeiro hospedeiro intermediario, no qual deve
penetrar para dar prosseguimento ao seu desenvolvimento, ou pode permanecer dentro do
ovo, através de um processo de infeccdo passiva, sendo ingerido pelo hospedeiro, da
mesma forma evoluindo a infecgao.

O primeiro hospedeiro, ou hospedeiro intermediario, ¢ um molusco e algumas
espécies possuem um segundo, ou até mesmo um terceiro, hospedeiro intermediario em seu
ciclo de vida. Neste primeiro hospedeiro, ocorrem as fases de reprodugdo assexuada do
parasito, com a ocorréncia dos estdgios larvais: esporocisto, rédia e cercaria. A perda de
um destes estagios larvais pode ser observada em determinadas espécies de trematodeos,
como o Schistosoma mansoni (Sambon, 1908) e Eurytrema coelomaticum (Giard et Billet,
1892) Looss, 1907 que ndo apresentam rédias em seu desenvolvimento larval intramolusco.

Observa-se em algumas espécies de trematodeos digenéticos, a formacdo de uma
forma cistica denominada metacercaria, onde as cercarias deixam o molusco hospedeiro ¢
encistam sobre um substrato, como rocha e vegetacdo, ou penetram em outro hospedeiro,
que pode ser um molusco, peixe, larva de inseto.

A penetragdo da cercaria em seu hospedeiro vertebrado, também chamado
hospedeiro definitivo, ou a ingestdo da metacercaria pelo mesmo, permite o término do
desenvolvimento do trematddeo, o qual atinge o estagio adulto, iniciando a oviposicao e
dando continuidade ao seu ciclo de vida.

3.1. Ciclo biolégico do Echinostoma paraensei

O ciclo biolégico natural do Echinostoma paraensei foi inteiramente descrito
recentemente (Fig. 4). Sabe-se que Biomphalaria glabrata representa tanto seu primeiro
como o segundo hospedeiro invertebrado, uma vez que o helminto foi isolado e descrito a
partir dessa espécie naturalmente infectada. No laboratério, Lie e Basch (1967) utilizaram
como hospedeiros definitivos rato, camundongo, hamster. Porém, foram Maldonado Jr et
al., (2001a) que descreveram o Nectomys squamipes como o hospedeiro definitivo natural
do E. paraensei no Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Os ovos do parasito podem ser encontrados nas fezes de hamster e de camundongo
a partir de 11 dias apos a ingestdo das metacercarias infectantes e 14 dias em ratos (LIE;
BASCH, 1967).



1) Ovo operculado;

a) Nectomys squamipes;
2) Miracidio;

b) Lymnaea cofumella;
3) Rédia; Physa marmorata;

4) Cercaria: c) Biomphalaria glabrata.
5) Metacercaria;
6) Verme adulto.

Figura 4. Esquema do ciclo bioldgico do Echinostoma paraensei Lie & Basch, 1967.
Fonte: Maldonado Jr, Lanfredi (2008).



3.1.2. Hospedeiros intermediarios

Os ovos mantidos em agua nao clorada a 28°C comecam a eclodir decorridos 11
dias de incubados. A eclosdo ocorre preferencialmente estimulada pela luz. Os miracidios
possuem fototropismo positivo e penetram ativamente nas partes moles do molusco. A
penetragdo completa ocorre em cerca de 30 minutos.

O desenvolvimento até esporocisto geralmente ocorre dentro da cavidade
pericardica, podendo também ocorrer ao redor da aorta ou nos tecidos circunvizinhos a
cavidade pulmonar. As primeiras rédias sao observadas a partir do sexto dia de infeccao,
sendo liberadas do interior dos esporocistos, migram para varios tecidos do molusco, tendo
preferéncia pelo ovoteste e glandula digestiva (LIE; BASCH, 1967).

As cercarias emergem do interior das rédias a partir do 25° dia de infec¢do e
apresentam fototropismo negativo, nadam ativamente e apresentam uma expectativa de
vida em torno de seis horas até encontrarem o segundo hospedeiro intermediério (outros
moluscos ou anfibios). A cercaria atinge a cavidade pericardica do molusco através do
ureter, rins, (ducto ciliado renopericardico). Seu encistamento pode ocorrer em
Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea (Dunker, 1848), Biomphalaria
tenagophila (Orbigny, 1835), Lymnaea columella (Say, 1817) e Physa marmorata
(Guilding, 1828) (MALDONADO Jr et al., 2001b).

3.1.3. Hospedeiro definitivo

Com a ingestdo dos moluscos infectados, contendo as metacercarias, pelo
hospedeiro vertebrado (um mamifero), as larvas sdo liberadas dos tecidos do molusco, no
estomago do animal, o ambiente 4cido confere o estimulo necessario para o excistamento.
Apoés passarem pelo estdmago, as metacercarias alcancam o intestino delgado, onde se
alojam e alcancam a maturidade sexual, atingindo o estagio adulto (Fig. 5). Os adultos
podem viver mais de cinco meses e a infecgdo com elevado nimero de metacercarias causa
elevada mortalidade do animal (MALDONADO JR; LANFREDI, 2008).



Figura. 5 - Echinostoma paraensei Lie & Basch, 1967, isolado do Rio de Janeiro (Barra de
escala=100um exceto para o adulto, cuja barra ¢ igual a Imm) a - verme adulto com 28
dias; b — colar de espinhos; ¢ — bolsa do cirro (c) com a superficie sem espinhos, vesicula
seminal (sv), glandula prostatica (pg) e utero terminal com ovos. Fonte: Maldonado et al.
(2001). Parasitol. Res. 87:840-848.



4. Equindstomas como modelo de estudo

Os equinostomatideos possuem extensa distribuicdo geografica, infectam grande
numero de animais silvestres ¢ domésticos, inclusive o homem, portanto, apresentam
importancia médica e veterinaria (MALDONADO Jr; LANFREDI, 2008). As espécies de
Echinostoma sdo faceis de serem mantidas em condi¢des experimentais, requer poucos
equipamentos, o que resulta em custo reduzido e tem sido utilizado nos estudos da relagao
parasito-hospedeiro com pesquisas na area da biologia, fisiologia, bioquimica, imunologia,
patologia, e estudos de biologia molecular. Além disso, a utilizagdo desse modelo
experimental pode facilitar o entendimento acerca da resisténcia dos hospedeiros com
relag@o aos helmintos intestinais (TOLEDO; FRIED, 2005).

No Brasil os equinostomatideos tém sido encontrados parasitando animais de
interesse comercial tais como: porco doméstico, galinha, pato e animais de companhia
(cdo), além da sua ocorréncia em roedores silvestres, Nectomys squamipes
(MALDONADO JR et al., 2006) e Akodon montensis encontrados na Mata Atlantica do
estado do Rio de Janeiro (MALDONADO JR; LANFREDI, 2008). A ocorréncia de
animais silvestres, particularmente pequenos mamiferos, naturalmente infectados em areas
endémicas, apresenta-se como um fator complicador no controle das zoonoses (NIELSEN,
1995).

Camundongos infectados com E. caproni, demonstraram uma elevada
suscetibilidade a infec¢do permanecendo infectados por um periodo de até vinte e nove
semanas (ODAIBO et al., 1989). Os camundongos infectados apresentaram atrofia nas
vilosidades intestinais, erosdo do tecido intestinal, hiperplasia das criptas intestinais € uma
reducdo da atividade da fosfatase alcalina (WEINSTEIN; FRIED, 1991; FUJINO; FRIED,
1993).

Hamsters infectados com Echinostoma caproni, apresentaram um elevado grau de
compatibilidade permanecendo infectados até vinte semanas, neste modelo se observou
lesdes no tecido intestinal com erosdo nas vilosidades intestinais e hemorragia
(ISAACSON et al., 1989).

Ratos infectados com E. caproni apresentaram baixa suscetibilidade a infeccao e os
helmintos foram expelidos até dez semanas apds a infec¢do, onde se observou nos animais
infectados eosinofilia (HANSEN et al., 1991).

Vérios parametros imunoldgicos sdo dependentes e especificos da espécie
hospedeira. Hamsters infectados com E. caproni apresentaram sorologia positiva entre 14 e
21 dias apo6s a infecgdo, isto pode ser explicado porque os vermes adultos secretam
antigenos que podem atravessar a mucosa intestinal e chegar ao sistema circulatorio
causando uma forte resposta inflamatéria no local da infecgdo. Em contraste em ratos
infectados também com E. caproni apresentaram baixos niveis séricos de antigenos
(TOLEDO et al., 2004a).

Os efeitos patoldgicos da infecgdo por E. caproni em ratos continuam sendo
estudados, mas as diferencas entre os niveis sé€ricos de antigenos encontrados nos hamsters
e nos ratos, sugerem refletir sobre a influéncia direta nas reagdes inflamatorias locais e na
determinacdo da infec¢do cronica no hamster e aguda nos ratos (TOLEDO et al., 2004a).

A absor¢do intestinal dos antigenos de E. caproni poderia induzir a resposta
imunologica por anticorpos devido aos estimulos das células B, resultando na resposta
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humoral em hamster. Todos esses fatores tornam evidente o desenvolvimento de respostas
diferentes para uma mesma espécie de parasito em relacdo a suscetibilidade dos
hospedeiros (TOLEDO et al., 2004b).

Huffman et al (1988a) observaram em hamsters infectados com E. revolutum a
presenca de helmintos na vesicula biliar, no figado e no ducto pancreatico, aumento na
concentracdo de bilirrubina, lesdes secundarias provocadas por bactérias no figado com
presenca de granuloma, fibrose e necrose biliar.

Em estudo realizado onde investigou a co-infec¢do por E. revolutum e E. liei em
hamsters foi verificado apos a infeccdo o aumento nas concentragdes de hemoglobina e no
volume corpuscular médio (VCM), (HUFFMAN et al., 1988b).

No Brasil, ovos de Echinostoma sp. foram encontrados em fezes obtidas de corpo
humano parcialmente mumificados datadas entre 600 e 1200 anos passados (SIANTO et
al., 2005). Entretanto, nenhum caso de infeccio humana foi assinalado recentemente,
apesar de terem sido encontrados parasitando animais de interesse comercial tais como:
porco doméstico, galinha, pato e animais de companhia (cao), além de aves (LUTZ, 1924) e
roedores silvestres, indicando grande potencial zoon6tico (MALDONADO Jr et al., 2006;
MALDONADO Jr; LANFREDIL., 2008).

5. Parasitismo

O grande numero e a enorme diversidade de seres vivos existentes em nosso mundo
proporcionam a existéncia de uma infinita variedade de formas de interagdes entre estes
seres vivos e destes com o ambiente onde se inserem. Uma das formas de interagdo entre
os seres vivos ¢ o parasitismo, cuja definicdo ¢ complexa e amplamente discutida.
Segundo Markell et al. (1992), “se uma defini¢ao ¢ util na compreensdo de um processo
bioldgico, ela ¢ valiosa, mas ela nunca deve canalizar ou limitar as ideias de alguém”.

Thomas et al. (2000) em sua revisao sobre os pros e contras de ser parasitado, torna
ainda mais polémico e dificil definir as relagdes parasitarias. Segundo estes autores, a
forma pela qual os parasitos reduzem a capacidade de sobrevivéncia de seus hospedeiros,
indicando claramente que os parasitos podem ser considerados como agentes diretos de
selecdo. Além disso, os parasitos podem ser prejudiciais ao hospedeiro em um ambiente,
entretanto benéficos em outros e sendo o parasitismo, ainda, de considerdvel importancia
para a compreensdo da dindmica de co-evolucdo de populagdes estruturadas
geograficamente e que se desenvolvem sob pressdes ecoldgicas distintas.

Segundo Graczyk e Fried (2001), o parasitismo, como uma interagdo entre dois
organismos, hospedeiro e parasito, ¢ exclusivamente dependente do grau de integragdo
fisiologica entre estes organismos e a sincronia fisioldgica de seus ciclos biologicos. Assim,
a defini¢do de parasitismo de Olsen (1977) nos parece adequada ao enfoque dado a relagao
parasitaria abordada no presente trabalho. Segundo este autor, o parasitismo ¢ aquela
relacdo na qual o parasito ¢ fisiologicamente dependente do hospedeiro.

Entre a infinidade de organismos parasitos em nosso mundo, os helmintos possuem
adaptagdes fisiologicas unicas como resultado de seu hébito de vida parasitario,
consequéncia direta de muito tempo de co-evolucdo com os seus hospedeiros. Trail (1980)
citou uma série de formas de interagdes comportamentais entre parasitos e hospedeiros,
onde os parasitos sao capazes de induzir mudangas no comportamento do hospedeiro que
resultem em economia de energia. O hospedeiro pode ser induzido a gastar menos energia
nos padrdes de comportamento agressivo, de corte e de reprodugdo, poupando esta energia
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de forma que esta possa ser disponibilizada para garantir o desenvolvimento do parasito
(MINCHELLA, 1980).

6. Alteracoes bioquimicas na relacio helminto-hospedeiro definitivo (vertebrado)

O figado desenpenha varias funcdes vitais tais como: sintese protéica, captagao,
metabolismo, armazenamento e distribuicdo de nutrientes, transformag¢do e excrecao de
metabolitos endocrinos, drogas e poluentes. Varias enzimas intracelulares sdo responsaveis
por grande parte da atividade bioquimica em situagdes patologicas (lesdo celular e/ou
alteracdo na permeabilidade da membrana plasmatica) quando entdo estas enzimas
transvazam para o plasma. A enzimologia clinica (estudo das alteragdes na atividade sérica
de enzimas clinicamente relevantes) contribui para o diagnostico, estadiamento e
acompanhamento da evolu¢ao de doencas (ANDRIOLO; BORGES, 1989).

Todas as centenas de diferentes enzimas presentes no organismo humano sao
biossintetizadas dentro de células, e a maioria delas executa suas fungdes nas proprias
células onde sdo formadas. Contudo certas enzimas sdo secretadas numa forma inativa, e
apds um processo de ativacdo, exercem a¢ao nos liquidos extracelulares. Os exemplos mais
comuns desse processo sdo as proteases e outras hidrolases secretadas no tubo digestorio,
algumas das quais (por exemplo, a amilase pancreatica) podem adentrar na corrente
sanguinea. Outros exemplos de enzimas secretadas sao as que participam do mecanismo da
coagulacdo sanguinea e do sistema do complemento, e as relacionadas com o processo de
fibrinolise, que se tornam funcionalmente ativas no plasma; estas sdo chamadas de enzimas
especificas do plasma.

A bioquimica clinica interessa-se principalmente das alteragdes nos niveis
plasmaticos ou soro, das enzimas normalmente presentes no compartimento intracelular e
que normalmente estdo presentes, somente em niveis baixos. As alteragdes na atividade
dessas enzimas podem levar a conclusdes sobre a localizagdo e a natureza das alteragdes
patologicas teciduais. Portanto sendo necessario compreender os fatores que modificam a
taxa de liberacdo de uma determinada enzima a partir de suas células de origem e a taxa
pela qual sdo depuradas da circulagdo, para que as alteragcdes patologicas possam ser
corretamente interpretadas.

Os niveis de uma enzima no sangue sdo o resultado do equilibrio entre a taxa de
liberagdo da enzima ¢ liberada na circulagdo a partir das células de origem e a taxa de
inativagdo ou remocao deste meio. Os fatores mais importantes que afetam os niveis
enzimaticos no soro ou plasma sdo aqueles que influenciam a taxa pela qual a enzima entra
na circulagdo a partir das células. Estes fatores podem ser divididos em duas principais
categorias: os que afetam as taxas nas quais as enzimas saem das células secretoras, e os
que refletem as alteragdes na taxa de producdo enzimatica, devido a um aumento da sintese
de uma dada enzima por tipos celulares individuais, ou em decorréncia da proliferagdo de
um tipo particular de célula produtora da enzima (TIETZ, 1995; LEHNINGER, 2000).

6.1. Extravazamento das enzimas das células

As enzimas sao retiradas de dentro de suas células de origem, sendo transportadas
pela membrana citoplasmatica que circunda a célula. Esta membrana ¢ uma parte
metabolicamente ativa da célula. Qualquer processo que reduza a eficiéncia da produgdo de
energia, por privar a célula de substratos oxidaveis ou restringir o acesso do oxigénio
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necessario a producdo de energia, promovera a degeneracdo da membrana da célula. A
membrana terd sua permeabilidade aumentada e, se a lesdo celular for irreversivel, a célula
morrerd. As moléculas pequenas sdo as que primeiro saem das células lesadas ou mortas,
seguidas de moléculas maiores, tais como as enzimas, e, por ultimo, os demais contetidos
das células necrdticas sdo extravasados.

A agressdo direta das membranas celulares por agentes tais como virus ou
substancias organicas, ¢ uma causa obvia de liberacao de enzimas, principalmente em nivel
hepatico (MOSS; HENDERSON, 1994).

6.2. Producio enzimatica alterada

As pequenas quantidades de enzimas intracelulares, presentes no plasma, podem ser
consideradas como resultado de reciclagem das células ou como fluxo aumentado de
enzimas de células sadias. Esta contribui¢do de enzimas para o sangue circulante pode
diminuir em decorréncia de uma deficiéncia genética na producao enzimatica ¢ deprimida
em virtude de uma doenga. Contudo, os casos nos quais a produgdo enzimatica estd
aumentada s3o de maior interesse na enzimologia diagnostica (MOSS; HENDERSON,
1994).

6.3. Depuracao das enzimas

Ha atualmente algumas evidéncias disponiveis acerca do modo pelo qual as enzimas
sdo depuradas da circulagdo. Pouquissimas moléculas de enzimas sdo bastante pequenas
para atravessar o glomérulo renal sadio, por isso a excre¢ao urinaria nao € a principal via da
eliminagdo das enzimas da circulagdo. Uma excegdo ¢ a amilase. Niveis aumentados desta
enzima no sangue sdo acompanhados de excregdo urindria elevada. Evidéncias atuais
sugerem que a inativagcdo das enzimas comeca no plasma, e que as enzimas inativadas sao
rapidamente removidas, provavelmente pelo sistema reticuloendotelial. O mecanismo
parece ser a endocitose por receptor.

A existéncia de inibidores ou ativadores enzimdticos tem pouco efeito nos niveis
medidos em laboratorio. Como estes inibidores sdo de natureza reversivel, as dilui¢des
relativamente altas usadas no soro, na maioria das determinagdes enzimaticas modernas,
sao suficientes para eliminar quaisquer efeitos possiveis desta causa (MOSS;
HENDERSON, 1994).

6.4. Enzimas de maior significado no diagnostico das hepatopatias

No Brasil, as hepatopatias, em sua grande maioria, sdo causadas por virus
(principalmente os virus A, B ¢ NANB das hepatites), alcoolismo, parasitose (S. mansoni e
malaria) e drogas de uso terapéutico. Na rotina clinico-laboratorial as enzimas tuteis para
avaliar estas hepatopatias sdo: as aminotransferases (ALT e AST), a fosfatase alcalina
(ALKP) e a gama-glutamil transferase (GGT). De um modo geral as aminotransferases
informam sobre lesdo hepatocelular e a ALKP e GGT sobre colestase ou indugdo
enzimatica, estes testes laboratoriais sao muito sensiveis (detectam lesdes minimas), mas
pouco especificos (ndo definem etiologia).

Na hepatite por virus e outras formas de doenca hepdtica associada a necrose
hepatica, os niveis de AST e ALT no soro mostram-se elevados mesmo antes de surgirem
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os sinais e sintomas clinicos da doenca, niveis moderadamente elevados da atividade
podem ser observados na colestase extra-hepatica (ANDRIOLO; BORGES, 1989).

As determinagdes das isoenzimas da ALKP no soro sdo de particular interesse na
investigacdo da doenca hepatobiliar e doenga 0ssea associada a uma atividade osteobléstica
aumentada, a elevacdo tende a ser mais marcante na obstru¢do extra-hepatica do que a
obstrucdo intra-hepatica, sera tanto maior quanto mais completa for a obstrucao.

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

7. Alteracdes nos niveis de substratos séricos em hepatopatias

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

O principal local de consumo de glicose didrio em humanos (75%) € o cérebro,
através da via aerObica. A maior parte da energia restante ¢ utilizada por eritrdcitos,
musculo esquelético e cardiaco. O corpo obtém glicose através da dieta ou da via da
gliconeogénese. A glicose obtida apartir destas duas fontes primdrias permanece solivel
nos fluidos do corpo ou ¢ estocada na forma polimérica denominada glicogénio. O
glicogénio ¢ considerado a principal forma de deposito de glicose e ¢ encontrado,
principalmente, no figado e no musculo e, secundariamente, nos rins e intestinos. Com mais
de 10% do peso constituido de glicogénio, o figado tem a maior concentragdo especifica
deste composto estocado.

O musculo tem menor quantidade de glicogénio por unidade de massa de tecido,
mas, considerando-se que a massa do musculo ¢ muito maior do que a do figado, o
glicogénio total do musculo ¢ cerca de duas vezes maior que a do figado. O estoque de
glicogénio no figado ¢ considerado o principal tampao de niveis de glicose no sangue.

A degradagdo dos estoques de glicogénio (glicogendlise) ocorre através da agao da
glicogénio fosforilase. A agdo desta enzima ¢ remover fosforoliticamente um residuo de
glicose através da quebra de uma ligacdo a-(1,4) nas ramificagdes da molécula de
glicogénio. O produto desta reagdo ¢ a glicose-1-fosfato. As vantagens desta reagdo através
de um passo fosforolitico sao:

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

- A concentra¢do Pi nas células ¢ alta o suficiente para dirigir o equilibrio da reagdo no
sentido favoravel (LEHNINGER, 2000).

7.1. Proteinas totais e fracoes

As proteinas sdo compostos essenciais a todas células vivas e estdo relacionadas,
praticamente, a todas as fungdes fisiologicas, além de desempenharem papéis importantes
na estrutura celular. Sdo polimeros de alto peso molecular, cujas unidades basicas, os
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aminoacidos, sdo unidas entre si por ligagdes peptidicas. Dentre suas fungdes bioldgicas
que sdo influenciadas por sua estrutura e sequéncia de aminoacido, destacam-se catalise
enzimatica, transporte, capacidade de contragdo ou de movimento, suporte ¢ estrutura,
imunoprotecdo e defesa, coagulagdo sanguinea, reguladores do crescimento e diferenciagdo
celular (LEHNINGER, 2000; SILVERMAN; CHRISTENSON, 1998).

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

A albumina, também conhecida como soroalbumina, € a mais abundante das
proteinas séricas (3,5 a 5,5 g/dL), sendo sintetizada no figado a uma taxa de
aproximadamente 12g/dia, o que representa 25% da sintese protéica total do figado e a
metade de toda a proteina exportada pelo o6rgdo. A fracdo globulinica ¢ uma mistura muito
complexa, sendo dividida em 05 subfragdes: alfa 1, alfa 2, beta 1, beta 2 e gamaglobulinas.
Dentre as globulinas a fragdo de migragdo eletroforética mais rapida ¢ a alfa 1 e a mais
vagarosa ¢ gama globulina que, geralmente, ¢ sintetizada pelas células do sistema
macrofagico, principalmente pelos linfocitos B (NAOUM, 1990).

As proteinas plasmaticas sdo ainda classificadas como proteinas de fase aguda uma
vez que embora presentes naturalmente no sangue, apresentam sua sintese alterada pelas
células parenquimais do figado em resposta a uma variedade de estresses como
inflamagoes, infeccdo bacteriana, radiagdes, toxinas, isquemia, choque térmico, entre
outros.

Importantes progressos tém sido acumulados a partir do significado clinico das
possiveis patologias associadas as proteinas plasmaticas, entre eles, o estudo da relagao
albumina/globulina em doengas hepaticas e renais (MURATSUBAKI et al., 2002).

7.2. Bilirrubina

A bilirrubina € o principal produto do metabolismo do heme da hemoglobina. Cerca
de 70% a 80% da bilirrubina sdo provenientes da destruicdo dos eritrocitos e hemacias,
velhas, 15% de fontes hepaticas, e o restante ¢ proveniente da destrui¢do de hemacias
defeituosas na medula dssea e nos citocromos.

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

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

7.2.1. Os tipos de bilirrubina

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

7.2.2. Significado diagnostico

A bilirrubina eleva-se no soro na presencga de lesdes hepaticas, obstrug¢do biliar ou
quando a velocidade de destruicdo dos globulos vermelhos estd aumentada. O aumento da
bilirrubina indireta é observado na sindrome hemolitica, na ictericia neonatal, na sindrome
de Cliger-Najjar e na doenca de Gilbert. A bilirrubina direta esta aumentada nas hepatites
agudas e cronicas, nas reagdes toxicas a varias drogas e nas obstru¢des do trato biliar
(BLACK; BILLING,1969).

8. Hematologia

E o estudo do sangue e suas doengas. Do ponto de vista didatico, podemos dividir a
hematologia em duas areas: a hematologia propriamente dita, que ¢ o estudo das doengas
do sangue como entiidades clinicas, e o diagnostico hematologico, que ¢ a identificagdo,
nao s6 das doengas primarias das células do sangue, mas, e isso ¢ bem mais frequente
também daquelas doencas ocorridas em outros tecidos e orgdos e que se refletem nos
parimetros sanguineos. E comum em animais, por exemplo, parasitoses gastrointestinais
levarem o paciente a um grau de anemia que chega a determinar a sua morte. Neste caso, o
diagnostico hematoldgico €, embora importantissimo, apenas complementar; enquanto nao
for tratada a enfermidade primaria, neste caso a parasitose, o tratamento da alteracdo
hematoldgica, a anemia sera apenas paliativo (BECK, 1977).

8.1. Anemia

As doengas dos eritrocitos se manifestam através de uma alteragdo quantitativa da
massa eritrocitaria e, consequentemente, da hemoglobina circulante e da capacidade de
transporte de oxigénio aos tecidos. Essas alteragdes podem ser divididas em dois grupos: as
anemias e as policitemias ou poliglobulias. Nas primeiras, a quantidade de hemoglobina
circulante estd diminuida, enquanto que nas policitemias ha um aumento da massa
eritrocitaria com relagdo aos niveis normais da espéciec (MONTENEGRO; FRANCO,
1992).
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8.1.1. Sinais Clinicos da Anemia

Na anemia ocorrem trés fendmenos interligados: diminui¢do da volemia, hipoxia
tecidual e compensagdo do organismo. Inicialmente, hd uma diminui¢do do volume de
sangue circulante (queda da volemia). Esta, por sua vez, produz uma diminui¢ao do aporte
de oxigénio aos tecidos (hipoxia tecidual), a qual pde em funcionamento um mecanismo de
compensacao do organismo. Cada um destes fendOmenos se caracteriza por sinais clinicos
bem definidos que, no seu conjunto, fazem os sintomas da anemia.

Os sinais clinicos relacionados com a queda da volemia sdao palidez das mucosas e
conjuntivas e a descoloracao (palidez) dos 6rgdos e tecidos. Esses sinais podem ser muito
evidentes nos animais, principalmente no de pigmentacdo escura (MONTENEGRO;
FRANCO, 1992).

8.1.2. Diagnéstico Laboratorial da Anemia

Os sinais clinicos ddo apenas um indicio da existéncia de uma anemia, cuja
confirmagdo deve ser, obrigatoriamente, feita através do laboratorio. Sdo trés os exames de
laboratorio utilizados no diagndstico da anemia: o hematdcrito, a taxa de hemoglobina e o
numero de eritrocitos por mm?* de sangue. O mais simples e rapido dos trés ¢ o hematdcrito
que, na anemia, pode estar abaixo do normal. A taxa de hemoglobina circulante acompanha
o valor do hematdcrito, permanecendo igualmente baixa na anemia. Quanto a contagem de
eritrocito por mm?® de sangue estd diminuida ou ndo. A contagem encontra-se diminuida nas
anemias nao regenerativas ou aplésicas, que ocorem por diminui¢do da producdo de
eritrocitos pela medula 6ssea, mas pode permanecer no limite normal inferior no caso das
anemias regenerativas, que ocorrem por perda aumentada de eritrocitos, através de
hemorragia ou hemolise, quando eritrocitos aparecem em nimero normal ou perto do
normal, mas com quantidade de hemoglobina por eritrdcito abaixo do normal, devido a
falta de reposi¢do de ferro na medula 6ssea (ALMEIDA, 1987).

8.1.3. Classificacdo das Anemias

Modernamente, as anemias sdo classificadas em regenerativas e ndo regenerativas.
As anemias regenerativas ocorrem devido a uma perda aumentada de eritrocitos, mantendo-
se normal a sua produ¢do. Nas anemias ndo regenerativas ocorre o inverso, isto €, ha uma
diminuicao da produgao dessas células, associada a uma perda das mesmas em quantidades
normais (SEARCY, 1976).

8.1.3.1. Anemias regenerativas

Estas sdo causadas por uma perda aumentada de eritrdcitos e compreendem dois
grupos: as anemias hemorragicas e as hemoliticas. As primeiras sdo causadas por
hemorragias cronicas, € as outras, por um aumento na taxa de hemodlise. Em ambas, a
producao de eritrécitos pela medula 6ssea permanece normal, havendo mesmo uma
aceleracdo da produgdo ¢ da liberagdo de eritrocitos, este fendmeno ¢é chamado de
regeneragdo. Sdo conhecidas como anemias ferroprivas, pois o ferro existente nos
eritrocitos perdidos ndo se apresenta disponivel para a formacdo de nova hemoglobina,
como ocorre num individuo normal. Nessas anemias, o numero de reticuldcitos circulantes
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estd aumentado, funcionando esses eritrocitos jovens como os indicadores de regeneragao
medular. Do ponto de vista morfologico sdo chamadas anemias microciticas hipocromicas,
ou seja, os eritrocitos circulantes sdo micrdcitos (eritrocitos menores que o normal)
hipocromicos (eritrocitos com uma quantidade de hemoglobina menor que o normal). Isso
faz com que nessas anemias, o volume globular médio ou VGM e a concentracdo de
hemoglobina globular média ou CHGM permanece abaixo do normal, devido a diminuigao
da hemoglobina existente nas hemacias (SEARCY, 1976; VERRASTRO et al., 2002).

8.1.3.2. Anemias regenerativas hemorragicas

Sdo de dois tipos: as causadas por hemorragias agudas e as causadas por
hemorragias cronicas. Frequentemente, sobretudo nos casos de traumas ou acidentes
hemostaticos, a hemorragia tem uma fase inicial aguda. Nessa fase, a anemia € normocitica
e normocromica, € ndo regenerativa. O hematrocrito se permanece normal, ja que a perda
de eritrdcitos € simultanea e proporcional a do plasma. Apds algumas horas, o hematdcrito
comega a cair, com o inicio da passagem do liquido intersticial para o interior do espaco
vascular, no sentido de compensar a perda de plasma. Aproximadamente 72 horas apds o
inicio da hemorragia comega a regeneracdo medular e a anemia passa a apresentar um
aumento de reticuldcitos circulantes. Ao mesmo tempo, os eritrdcitos vao ficando menores
e mais palidos, devido a falta de ferro para produzir nova hemoglobina. A anemia vai, desta
forma, assumindo a sua forma microcitica e hipocromica, e seu carater regenerativo. Ha
casos, entretanto, nos quais a anemia nao apresenta uma fase aguda inicial. Ela se instala de
forma incipiente, seja através de um parasitismo por parasitos hematofagos, como os
carrapatos ou alguns helmintos gastrintestinas, ou através do sangramento de mucosas
provocado por ulceragdes ou coagulacdo deficiente. Essas anemias geralmente sao
descobertas ja na sua fase regenerativa e o seu comportamento ¢ igual ao das anemias
hemorragicas cronicas vistas de cima (SEARCY, 1976; VERRASTRO et al., 2002).

8.1.3.3. Anemias regenerativas hemoliticas

Sdo anemias que ocorrem quando o processo de hemolise excede aquele da
reposicao normal de destruicao dos eritrocitos velhos pelas células do sistema monocitico
fagocitario (SMF). Eventualmente, pode haver um aumento da taxa de hemolise atingindo
inclusive os eritrocitos normais e resultando numa anemia hemolitica. Nas anemias
hemoliticas a hemolise pode ser intra ou extra-vascular. No primeiro caso, 0s eritrocitos sao
destruidos dentro dos vasos, com liberagdo de hemoglobina livre (fora dos eritrocitos) no
plasma, fenomeno conhecido hemoglobinemia que por sua vez, resulta em hemoglobinuria,
ou presenca de hemoglobina na urina. No segundo caso, mais frequente, os eritrocitos
apresentam anormalidades de superficie causadas por parasitos ou alteracdes de membrana
de origem imunologica e sdo fagocitados, sobretudo no bacgo, pelas células do SMF. Esse
aumento na destrui¢do dos eritrocitos resulta num aumento da taxa de bilirrubina circulante
(pigmento resultante do desmembramento da hemoglobina). Como a bilirrubina ¢ amarela,
seu aumento na circulagdo produz uma pigmentagdo amarelada da pele e das mucosas,
estado clinico conhecido como ictericia. As principais anemias hemoliticas dos animais
domésticos sdo de trés tipos: as de origem parasitaria, as causadas por disturbios
imunologicos (SEARCY, 1976; VERRASTRO et al., 2002).
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8.1.3.4. Anemias nio regenetrativas

Sdo também chamadas anemias aplasticas e sdo causadas por uma hipoplasia
eritrocitaria, que ¢ uma queda da producao de eritrocitos com uma diminui¢do do nimero
de precursores nucleados dos eritrocitos na medula 6ssea. Do ponto de vista morfoldgico,
sdo normociticas € normocromicas, € seu indice de reticulocitos € zero. Nos animais
domésticos, as anemias nao regenerativas sao bem menos frequentes que as regenerativas,
mas seu tratamento ¢ geralmente, mais dificil. Quanto a sua etiologia, podemos dividi-las
em primadrias, cuja origem estd numa disfung¢do primdria da medula 6ssea, e secundarias,
cuja origem se encontra em outro 6rgao ou sistema, com consequéncias sobre a eritropoese
(SEARCY, 1976; VERRASTRO et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista a escassez de informagdes sobre diferentes aspectos da relagao
parasito/hospedeiro em infecgao experimental com Echinostoma spp., sobretudo no modelo
E. paraensei/rato Wistar, o presente estudo teve como objetivos:
¢ Estudar a carga parasitaria e tempo de infec¢dao de E. paraensei em Rattus norvegicus
(Wistar).
¢ Investigar alteragdes bioquimicas, hematoldgicas e histopatoldgicas em Rattus norvegicus
(Wistar), provocadas pela infec¢do com E. paraensei.
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3. CAPITULO I

Alteracoes bioquimicas e histopatoldgicas em Rattus norvegicus (Wistar)
experimentalmente infectados com Echinostoma paraensei (Trematoda:
Echinostomatidae)
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Alteragdes bioquimicas e histopatoldgicas em Rattus norvegicus (Wistar)
experimentalmente infectados com Echinostoma paraensei (Trematoda:
Echinostomatidac)

RESUMO

Um ensaio foi realizado para avaliar as alteragdes bioquimicas em Rattus norvegicus apos a
infecgdo com o trematodeo intestinal Echinostoma paraensei. Os roedores receberam 150
metacercarias, o soro foi coletado e a carga parasitaria quantificada, semanalmente, até a
quinta semana de infec¢do. Foram determinados os niveis de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALKP), gama-
glutamiltransferase (GGT), bilirrubina, glicose, proteinas totais e fragdes e do glicogénio
hepatico. Todos os animais inoculados com as metacercéarias estavam parasitados na 1*
semana, sendo recuperadas as formas adultas até a terceira semana apos a infeccdo. Os
niveis de AST, ALT, GGT, bilirrubina, globulina estavam elevados na 1* e/ou 2* semana,
decrescendo em seguida a niveis proximos ao controle. Ao exame histopatologico os
hepatdcitos se apresentavam com bordos arredondados e alguns sinais de comprometimento
nuclear (ntcleos picndticos, cariorrexia e caridlise), discreta infiltragdo por
polimorfonucleares nos sinusodides que se encontravam ligeiramente expandidos. Os
hepatocitos se apresentavam vacuolizados com discreta infiltragdo linfoplasmocitaria
perivascular e periportal e poucas células mononucleares presentes na luz do ducto biliar,
alguns hepatdcitos estavam hipotrofiados. Diferentemente, o contetido de proteinas totais
no plasma mostrou redugdo significativa na 1* semana enquanto a atividade da ALKP
apresentou reducdo a partir da 4* e 5* semanas em relagdo ao grupo controle. Nao houve
diferenca significativa nos niveis de albumina, glicogénio e de glicose. A infeccdo por E.
paraensei promove em R. norvegicus alteragdes na fungdo hepatica possivelmente
decorrente da colestase produzida pela obstrugdo parcial do ducto biliar pelos helmintos.
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ABSTRACT

Tests were performed to evaluate the biochemical alterations in Rattus norvegicus after
infection by the intestinal trematode Echinostoma paraensei. The rodents received 150
metacercariae each, serum samples were collected and the parasite load was quantified
weekly until the fifth week of infection. The levels of aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALKP), gamma-glutamyl
transferase (GGT), bilirubin, glucose, total proteins and fractions and hepatic glycogen
were determined. All the animals exposed to the metacercariae were infected in the first
week and worms were recovered up to the third week after infection. The hepatocytes had
rounded edges, with signs of impaired nuclear (pyknotic nuclei, karyorrhexis and
karyolysis), mild infiltration of polymorphonuclear and sinusoids slightly expanded. The
hepatocytes were vacuolated with discrete perivascular and periportal lymphocytic
infiltration. The levels of AST, ALT, GGT, bilirubin and globulin rose in the first and/or
second week and declined thereafter to levels near those of the control group. In contrast,
the level of total proteins in the plasma fell significantly in the first week while the ALKP
activity went down only in the fourth and fifth weeks in relation to the control group. There
was no significant difference in the levels of albumin, glycogen and glucose. Infection by
E. paraensei in R. norvegicus causes changes in the hepatic function, possibly resulting
from the cholestasis produced by the partial obstruction of the bile duct by the helminths.
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1. Introducao

Os equinostomatideos possuem extensa distribui¢do geografica e infectam grande
numero de animais silvestres e domésticos, inclusive o homem, portanto apresentam
importancia médica e veterinaria (FRIED; GRACZYK, 2000).

A equinostomiase humana tem sido relacionada a, no minimo, 16 espécies de
trematddeos intestinais. Entre os paises em que o parasitismo ¢ endémico estdo a China,
india, Coréia, Malasia, Filipinas e Indonésia. Nas areas endémicas, a transmissao do
parasito ocorre de forma focal e estd associada a determinadas praticas sdcio-econdmicas e
culturais. A infeccdo ocorre através da ingestdo de moluscos, peixes, crustaceos e anfibios
crus ou mal cozidos nos quais as metacercarias se encontram encistadas (GRACZYK;
FRIED, 1998).

No Brasil, ovos de Echinostoma sp. foram encontrados em fezes obtidas de corpo
humano parcialmente mumificados datadas entre 600 e 1200 anos passados (SIANTO et
al., 2005). Entretanto, nenhum caso de infeccio humana foi assinalado recentemente,
apesar de terem sido encontrados parasitando animais de interesse comercial tais como:
porco doméstico, galinha, pato e animais de companhia (cao), além de aves (LUTZ, 1924) e
roedores silvestres, indicando grande potencial zoondtico (MALDONADO JR;
LANFREDI, 2008).

Echinostoma paraensei Lie e Basch, 1967 ¢ uma espécie brasileira de Echinostoma
descrita através do ciclo experimental, apds o encontro de Biomphalaria glabrata
naturalmente infectada, sendo o roedor silvestre Nectomys squamipes posteriormente
assinalado como seu hospedeiro natural definitivo (MALDONADO et al., 2001a). O
helminto adulto localiza-se no trato gastrintestinal (duodeno) do hospedeiro definitivo onde
atinge a maturidade sexual (NOLLEN, 1996) e eventualmente ¢ capaz de migrar para o
ducto biliar (MALDONADO et al., 2005).

Echinostoma paraensei tem sido usado como modelo experimental, tendo como
abordagem a relagdo parasito-hospedeiro (MALDONADO et al., 2001b). Apesar do avanco
do conhecimento na area da patologia produzida pela infec¢do experimental (TOLEDO;
FRIED, 2005), pouco ¢ conhecido sobre as modificagdes bioquimicas resultantes da
infeccao.

Na clinica laboratorial em humanos as enzimas de referéncia na avaliacdo das
hepatopatias sdao as aminotransferases, alanina amino transferase e aspartato amino
transferase (ALT e AST), a fosfatase alcalina (ALKP) e a gama-glutamil transferase
(GGT). De um modo geral as aminotransferases informam sobre a ocorréncia de lesao
hepatocelular e a ALKP ¢ GGT sobre colestase ou indugdo enzimatica (ANDRIOLO;
BORGES, 1989).

O estudo teve como objetivo determinar os parametros bioquimicos e
histopatoldgicos hepaticos na infeccdo aguda experimental por Echinostoma paraensei em
Rattus norvegicus (Wistar).
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2. Material e Métodos
2.1. Obtengao dos Parasitos e Infec¢do Experimental

As metacercarias utilizadas para a infec¢ao foram obtidas de Biomphalaria glabrata
(isolado de Sumidouro, RJ), criadas em laboratério e infectadas experimentalmente. O
isolado de E. paraensei utilizado foi obtido do roedor silvestre Nectomys squamipes
naturalmente infectado, proveniente do municipio de Sumidouro, RJ (22°02'46" S,
42°41'21" W) e o ciclo vem sendo mantido no Laboratorio de Biologia e Parasitologia de
Mamiferos Silvestres Reservatorios, [OC, FIOCRUZ, RJ através de passagens em hamster
Mesocricettus auratus como hospedeiro definitivo e B. glabrata como 1% e 2° hospedeiros
intermediarios.

Hamsters adultos infectados com E. paraensei foram submetidos a eutanasia em
camara enriquecida com CO,, segundo protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA L-074/08), e os vermes adultos coletados do intestino delgado e
transferidos para placas de Petri contendo solugdo salina fisioldgica a 0,9%. O tutero do
helminto foi dissecado para liberagdo dos ovos, os quais foram lavados e incubados em
agua desclorada, a 26°C, por 14 dias. Apds este periodo, os ovos foram expostos a luz de
uma lampada de 100W para estimular a eclosao dos miracidios.

Duzentas B. glabrata foram submetidas individualmente a infeccdo com 10
miracidios de E. paraensei e apos 26 dias expostas a luz artificial para o estimulo a
emergéncia de cercdrias. As cercdrias assim obtidas foram colocadas em contato com
outros moluscos da mesma espécie para a obtencao das metacercarias.

2.2. Delineamento experimental

Foram utilizadas 50 fémeas adultas de Rattus norvegicus (Wistar) divididos
em dois grupos: um com 35 animais infectados individualmente com 150 metacercarias de
E. paraensei e o outro grupo controle ndo infectado com 15 animais. Os animais foram
mantidos no biotério do Pavilhdo Arthur Neiva, IOC, FIOCRUZ, RJ, onde as salas sdo
equipadas com sistema de insuflagcdo e exaustdo de ar, devidamente dimensionados, sendo
que o ar insuflado sofre uma bateria de filtragem (de acordo com a ABNT e com filtros
bactericidas), os pardmetros temperatura e umidade relativa do ar sdo constantemente
monitorados e o sistema de iluminagdo ¢ controlado eletronicamente com ciclos de luz e
escuro programados conforme a necessidade.

Os animais foram acondicionados em caixas plasticas, transparentes e de dimensdes
padronizadas (41x34x16 cm). As tampas, de grade de arame galvanizado e possuem
espassamento de 7 mm, suporte para bebedouro e diviséria escamoteavel interna separando
o bebedouro da ra¢do. Os ratos foram mantidos em grupos com um nimero maximo de 5
animais por caixa. A ragdo utilizada na alimentacdo dos ratos e camundongos ¢ do tipo
peletizada comercial. Oferecida a vontade por meio de comedouro suspenso (tampa da
caixa de animais), fabricante Nuvilab®.

A hidratacdo foi por meio de bebedouros do tipo mamadeira e a agua oferecida ¢
filtrada. As caixas dos animais, tampas e bebedouros sdo higienizados manualmente (apds
retirada e descarte da cama usada) com detergente liquido e hipoclorito de sodio a 10%. As
caixas lavadas e a maravalha (cama) sdo autoclavadas. A anti-sepsia das dependéncias do
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Laboratorio de Experimentacdo Animal e Biotério sdo feitos utilizando-se Amonex T A ®,
a base de cloreto de benzalconio 30%.

Semanalmente, sete animais infectados e trés animais controle foram submetidos a
eutanasia por exposicao a atmosfera enriquecida com COs,.

2.2.1. Determinagdo bioquimica

Através de pungdo cardiaca, no momento do sacrificio foram coletadas amostras de
sangue, as quais foram colocadas em tubos de 2,5mL contendo gel separador (Microtainer
— Becton & Dickson) e centrifugados por 10 minutos a 1200g, obtendo-se assim o soro em
seguida o material foi colocado em microtubos e acondicionado em freezer a -20°C. O
volume de sangue coletado variou de acordo com o animal.

Para as dosagens de glicogénio foi coletado 1g de figado sempre do mesmo lobulo
hepéatico em todos os animais e acondicionado em freezer at¢ o momento da anélise.

2.2.2. Histopatologia

Para as analises histopatoldgicas o figado foi coletado e fixado em solucdo de Dubosq-
Brasil durante 24 horas. Decorrido este tempo, o material foi transferido para alcool 70% e
conservados até o momento do processamento segundo técnica histologica de rotina,
inclusdo em parafina e realizacao de cortes seriados (S5um de espessura) para coloragdo em
hematoxilina-eosina (Humason, 1979). As imagens foram obtidas usando Nikon Coolpix
4300.

As determinagdes bioquimicas da fungdo hepatica laboratorial incluiu a deteccao da
aspartato aminotransferase (AST) EC2.6.1.1, alanina aminotransferase (ALT) EC2.6.1.2,
fosfatase alcalina (ALKP) EC3.1.3.1, bilirrubina, glicose, proteinas totais e fragcdes através
de sistema automatizado no Laboratorio de Controle de Qualidade do Centro de Criacdo de
Animais de laboratério (CECAL — FIOCRUZ) e o kit para diagnéstico Doles” para
determinacdes da atividade da gama-glutamiltransferase (GGT) EC2.3.2.2. O glicogénio
hepatico foi extraido e determinado pela técnica do 3.5 DNS, segundo Pinheiro & Gomes
(1994).

2.3. Anadlise Estatistica

Foi realizada analise de varidncia (ANOVA one-way) para determinar as diferencas
entre os grupos e o teste de Tukey-Kramer para comparagao entre as médias dos pares por
cada semana, utilizando o programa Graph Pad Prism, Prism Inc, V.5.00.288. Valores
menores do que (P < 0.05) foram considerados significantes.

3. Resultados

Todos os animais expostos a infec¢do estavam parasitados apos a 1* semana. Foram
encontrados helmintos até a terceira semana de infec¢do (Tabela 1). O percentual de
parasitos recuperados na primeira semana correspondeu a 63.70% do total de metacercarias
administradas, este indice foi significativamente maior que os observados nas semanas
subsequentes. Os vermes foram progressivamente eliminados da 1* a 3* semana apos a
infecgdo, com valores de 23.1% e 13.2%, respectivamente. O numero de vermes
recuperados na 1* semana de infec¢do variou de 29 a 91.
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Tabela 1. Média e desvio padrao de vermes adultos (Echinostoma paraensei) recuperados
de Rattus norvegicus (Wistar) durante cinco semanas de infec¢ao.

Periodo de infecgao 1 2% 32 4* 5
(Semanas)

Vermes recuperados 59.87+£22.14  21.75+£31.65 1237+£21.12 0 O
(X + SD)

Os hepatdcitos apresentavam-se com bordos arredondados e alguns sinais de
comprometimento nuclear (nicleos picndticos, cariorrexia e caridlise), discreta infiltracao
por polimorfonucleares nos sinusdides que se encontravam ligeiramente expandidos. Os
hepatocitos apresentavam vacuolizagdo, discreta infiltragao linfoplasmocitaria perivascular
e periportal com poucas células mononucleares presentes na luz do ducto biliar, alguns
hepatocitos estavam hipotrofiados (Fig. 6).
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Figura 6. Alteracdes histologicas no figado de Rattus norvegicus infectados com Echinostoma
paraensei. A e B — Espago porta com infiltrado mononuclear periportal, hepatocitos com discreta
infiltragdo por polimorfonucleares nos sinusoéides ligeiramente expandido. C e D — Espaco porta
com estase venosa, células inflamatdrias na luz do vaso. E e F — Hepatocitos com citoplasma
vacuolizados, tumefeitos, nucleos picnoticos e infiltrado mononuclear perivascular, cariorrexia e
caridlise. Coloracdo: HE. A, E e F — Barra de escala = 50um; B e D — barra de escala = 30um, C —
barra de escala = 10um.
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A atividade da AST mostrou-se significativamente aumentada na primeira semana
apos a infeccdo, com elevacdo de 81.97% em relagdo ao grupo controle (q = 4.457,
P<0.01). A atividade desta enzima apresentou valor similar ao observado para o grupo
controle na 2* semana ap0s a infeccdo, reduzindo em seguida a niveis inferiores em 25,3%
na 3* semana, em relacdo ao observado no grupo controle (Fig. 7), elevando-se dai por
diante.

175 AST
B y=146,7 - 1,52x

b
b 3 2o
150+ { ab [

- | ac r
) 125 r
1004 ;
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) v v v v | ]
0 1 2 3 4 5
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Figura 7. Média dos niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST) ao longo de 5
semanas de infec¢ao por Echinostoma paraensei em Rattus norvegicus (Wistar).

A atividade da ALT sofreu crescente elevacdo de 78.4% na 1* semana de infeccdo
em relacdo ao grupo controle e de 94.7% na 2* semana de infecgdo, ambos
significativamente maiores que o grupo controle. Apos a segunda semana de infecgdo, a
atividade da ALT decresceu, apresentando tendéncia a assumir valores proximos ao
observado para o grupo controle (Fig. 8).
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Figura 8. Média dos niveis séricos de Alanina aminotransferase (ALT) ao longo de 5
semanas de infeccdo por Echinostoma paraensei em Rattus norvegicus (Wistar).

A atividade da ALKP apresentou reducao de 30.4% e 33.6% em relagdo ao grupo
controle somente na 4* e 5* semanas apds a infeccdo (q = 4.776 e q = 5.270; P<0.01,
respectivamente) (Fig. 9).
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Figura 9. Média dos niveis séricos de Fosfatase alcalina (ALKP) ao longo de 5 semanas de
infeccao por Echinostoma paraensei em Rattus norvegicus (Wistar).

Os niveis séricos de GGT apresentaram elevagdo significativa na 1* semana apos a
infeccao, com aumento de 127.9% em relacdo ao grupo controle. A partir deste periodo foi
observado decréscimo do nivel de atividade da GGT com percentuais de 49.4%, 27.1% e
8.7% acima do valor médio do grupo controle. Entretanto, na 4* semana apos a infeccao
observou-se aumento de 37.9% nos niveis de GGT (Fig. 10).
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Figura 10. Média dos niveis séricos de Gama-glutamiltransferase (GGT) ao longo de 5
semanas de infeccdo por E chinostoma paraensei em Rattus norvegicus (Wistar).

Os niveis de bilirrubina foram significativamente elevados na primeira semana de
infeccao (q= 5.687; P<0.01), apresentando uma elevacao de 108,3% em relacdo ao grupo
controle (Fig. 11).
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Figura 11. Média dos niveis séricos de Bilirrubina ao longo de 5 semanas de infec¢ao por
Echinostoma paraensei em Rattus norvegicus (Wistar).

Na primeira semana apds a infec¢do, o conteudo de proteinas totais no plasma
mostrou reducdo significativa de -21.9% em relagdo ao grupo controle. Da segunda semana
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em diante, os valores observados foram superiores aquele observado para o grupo controle,
contudo nao mostrando variagdes significativas. O nivel de globulina sérica apresentou
elevacao de 62.5% em relacdo ao grupo infectado na 1* semana apo6s a infec¢do. A partir da
2% semana até o término do estudo os niveis de globulina situaram-se proximos aos
observados nos animais ndo infectados. Nao houve diferenga significativa nos niveis de
albumina, glicogénio e de glicose entre o grupo infectado e o controle (Tabela 2).
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Tabela 2 — Média e desvio padrao e variacao de proteinas totais (PROT), albumina (ALB), globulina (GLOB), glicogénio (GLIC) e glicose
(GLU) no soro de Rattus norvegicus (Wistar) experimentalmente infectedo com Echinostoma paraensei.

Valores Periodo de infeccdo (Semanas)
Controle 1 2 3 4 5
X+SD v X+SD v X+SD v X+SD v X+SD v X+SD v
PROT(g/dl) 4,5+0,3" 4,1-4,8 3,2+ 1,2° 2,3-4,6 5,0+0,6" 4,2-5,7 4,6+0,3" 3,9-5,2 4,9+0,1° 4,7-5,2 5,2+ 0,776" 4,2-6,0
ALB (g/dl) 29+0,5" 2,2-4,3 2,5+02° 2,3-2,8 3,1+£0,8" 2,7-5,0 3,4+ 1,6° 2,6-6,5 3,6+ 1,2° 2,7-6,5 3,1+ 0,3 2,8-3,7
GLOB (g/dl) 1,6 +0,2° 1,2-1,9 0,6 +1,1° 0-2,1 1,9+0,9*° 0,2-2,7 1,7+04° 0,9-2,0 1,6 +0,5" 1-2,3 2,1+0,6 1,4-2,7
GLIC (mg/dl) 15,1450 8,9-21,6 20,5+3,9° 13,6-25,9 14,4+1,3° 12,8-16,7 17,4+6,0° 9,9-24,9 18,8+4,0° 13,7-23,9 19,3+6,2°  12,8-28,16
GLU (mg/dl) 197,4+21,4" 158-228 195,1 £27,3" 144-219 228,9 £28,1° 199-276 195,4 £27,1°  153-227 195,1+27,4° 159-234 213,4+20,4*  192-255

X £ SD = media + desvio-padrao; IV = intervalo de variacao.
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.
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6. Discussao

Estudos experimentais avaliando as alteragdes metabdlicas no curso da infeccao
utilizando o modelo Echinostoma-roedor ainda s3o incompletos e ndo permitem
generalizagdes dos fenomenos envolvidos na relagdo helminto intestinal e hospedeiro
vertebrado. Tém sido demonstrados experimentalmente que Rattus norvegicus apresenta
baixa suscetibilidade a infeccdo por Echinostoma spp. Desenvolvendo apenas a fase aguda
da doenga (HANSEN et al., 1991; TOLEDO et al., 2004 a,b; TOLEDO et al., 2006).

Toledo et al. (2004*) demonstraram que na infec¢do experimental de R. norvegicus
por Echinostoma caproni a eliminagdo do helmintos ocorria a partir da quarta semana de
infec¢do, sendo constatado que todos os helmintos foram eliminados até oitava semana
apds a exposicdo as metacercarias. Caracteristica semelhante foi observada na infeccao
experimental de R. norvegicus por Echinostoma fried, na qual o parasitismo se manteve
sem decréscimo da carga parasitaria até a quarta semana apos a infeccao (TOLEDO et al.,
2006). Diferentemente, no presente estudo constatou-se que a partir da segunda semana os
helmintos ja comegaram a ser eliminado sendo que na quarta semana ja nao havia roedores
infectados pelo helminto, sugerindo que R. norvegicus apresenta menor suscetibilidade ao
E. paraensei quando comparado as outras duas espécies ja estudadas. A suscetibilidade a
infec¢do por E. paraensei no R. norvegicus foi semelhante ao observado na infeccao
experimental do hospedeiro natural N. squamipes (MALDONADO Jr et al., 2005), o que
sugere a boa adequacao do modelo para o estudo da equinostomiase.

O aumento significativo nos niveis de ALT, AST, GGT e bilirrubina no soro dos
animais infectados durante a fase inicial da infec¢do (1* semana), pode estar relacionado a
colestase extra-hepatica (MOSS; HENDERSON, 1994) pois ap6s a necrdpsia e observagao
macroscopica dos animais infectados ndo foi encontrada nenhuma lesdo no figado que
pudesse estar relacionada ao aumento dos niveis séricos destas enzimas. Todos os vermes
recuperados se encontravam localizados na primeira por¢do do intestino delgado
(duodeno), proximo a ampola de Vater, sugerindo que provavelmente os vermes sejam
responsaveis pela obstru¢dao temporaria do ducto biliar. Estudos realizados por Maldonado
Jr et al. (2001; 2005) mostraram que em R. norvegicus (Wistar), assim como em
camundongos (Swiss webster), infectados com E. paraensei ocorre a migracdo dos
helmintos do intestino delgado para o ducto biliar a partir da primeira semana de infec¢ao.

As aminotransferases ALT e AST normalmente estdo presentes no soro em baixa
concentracdo (KAPLAN, 1987), e embora sejam enzimas sugestivas de hepatopatias nao
sdo produzidas unicamente no tecido hepatico apresentando distribui¢do em diferentes
orgdos (ANDRIOLO; BORGES, 1989). O aumento das aminotransferases pode ser
ocasionado por diversos fatores, devido a grande sensibilidade destas enzimas a um amplo
gama de fatores que possam promover alteracao hepatica ou extra-hepatica. O aumento das
aminotransferases pode também decorrer da liberagdo de produtos de excregdo-secrecao
que levariam ao aumento da permeabilidade da membrana dos hepatdcitos causando o
extravasamento destas enzimas na circulagdo sanguinea (KAPLAN, 1987; REJ, 1971). A
reducdo destas enzimas a niveis proximos do observado para o grupo controle ocorreu a
partir da segunda semana de infec¢do periodo concomitante a eliminacdo dos helmintos
pelo hospedeiro. Semelhantemente, Dement’ev et al. (1978) também observaram aumento
da aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) em ovinos
infectados com 1.000 metacercarias de Dicrocoelium dendriticum, trematodeo parasito do
ducto biliar.
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A isoenzima ALKP estd presente em praticamente todos os tecidos do organismo,
especialmente nas membranas celulares, e ocorre em niveis elevados em alguns tecidos,
particularmente, no epitélio intestinal ¢ no figado (MOSS; HENDERSON, 1998). A
elevacdo sérica desta enzima ¢ observada principalmente quando héd obstrucdo extra-
hepatica (ANDRIOLO; BORGES, 1989). Diferentemente, na infec¢do por E. paraensei os
niveis desta enzima se manteve significativamente menor ao longo do tempo de infecgao
quando comparado ao grupo controle, o que pode ser devido a presenca macica dos
helmintos na mucosa intestinal causando erosdo das vilosidades e lesionando o epitélio
intestinal interferindo desta forma na produ¢do da enzima pelos enterdcitos. Camundongos
infectados com E. caproni apresentaram atrofia nas vilosidades intestinais, erosao do tecido
intestinal, hiperplasia das criptas intestinais ¢ uma reducdo da atividade da ALKP
(WEINSTEIN; FRIED, 1991; FUJINO et al., 1993).

A GGT presente no plasma tem sua origem no sistema hepatobiliar, sendo uma
enzima empregada no diagnostico da colestase e nos processos obstrutivos da arvore biliar
(ANDRIOLO; BORGES, 1989). O aumento desta protease pode estar relacionado
diretamente a obstru¢ao do ducto biliar provocada pela presenca do helminto.

A ocorréncia de colestase extra-hepatica pode levar a diminui¢ao do extravasamento
da bilirrubina no intestino (NOGUCHI et al., 2002), podendo acarretar o aumento da
atividade sérica desta enzima, o que concordaria com o aumento observado desta enzima na
infeccao de R. norvegicus com E. paraensei.

O aumento nos niveis de proteinas totais e globulinas séricas podem decorrer da
resposta do sistema imunologico do hospedeiro (SCOTT, 2005). Nao houve aumento
significativo dos niveis de albumina. Casos de hipoalbuminemia, geralmente causada por
lesio no parénquima hepatico, concorrente com a diminuigdo da relacdo
albumina/globulina, sdo estes achados comuns em casos de fasciolose subaguda ou cronica
(SCOTT et al., 2005). Nao foram observadas variagdes significativas nos niveis de glicose
no soro e glicogénio no figado dos animais infectados. Manga-Gonzélez et al. (2004) nao
observaram alteragdes nos valores de proteinas totais e glicose e assim como pequeno
aumento nos niveis de albumina em animais infectados com D. dendriticum.

Pode-se concluir que o estabelecimento da infeccdo por E. paraensei em R.
novergicus causa a elevagao dos niveis séricos de ALT, AST, GGT, bilirrubina e ALKP na
primeira semana de infeccdo. Em resposta a infec¢ao foram observadas alteragdes no tecido
hepatico, provavelmente, devido a uma obstrucdo do ducto biliar. Os niveis séricos de
proteinas totais e globulinas foram reduzidos na primeira semana de infec¢do, elevando-se
dai por diante e atingindo valores préximos aos normais (grupo controle — nao infectado).
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Anemia na infec¢do aguda provocada por Echinostoma paraensei (TREMATODA:
ECHINOSTOMATIDAE) em Rattus norvegicus (Wistar)

RESUMO

Ratos Wistar (Rattus norvegicus) foram infectados com Echinostoma paraensei
(Trematoda: Echinostomatidae). Cada roedor foi inoculado com 150 metacercarias, o
sangue foi coletado semanalmente, até a quinta semana apds infeccao. Os globulos
vermelhos, o hematdcrito e os niveis de hemoglobina nos animais infectados evidenciaram
valores significativamente mais baixos do que o grupo controle ndo infectados na primeira
semana, sugerindo o desenvolvimento de uma anemia normocitica € normocromica com
alteracdo anisiocitica. Nao foi observado entre os grupos aumento no numero de
eosindfilos. A desnutricao resultante de alteragdes metabolicas, ma absor¢ao, hemorragia
associada com danos as vilosidades intestinais e diminui¢do de ferro podem estar
envolvidos com o desenvolvimento da anemia em ratos. Efeitos patoldgicos das infecg¢des
por echinostomas nos animais pode variar em fun¢do da carga parasitaria.
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ABSTRACT

Laboratory rats (Rattus norvegicus) were infected with Echinostoma paraensei (Trematoda:
Echinostomatidae). The rodents received 150 metacercariae each, serum samples were
collected weekly until the fifth week of infection. Red blood cells, the haematocrit and the
haemoglobin levels in infected animals at the first week evidenced values significantly
lower than the control uninfected, suggesting the development of a normocytic and
normocromic anaemia with anisocytic alteration. No increase in number of eosinophils was
noted among the groups. Malnutrition resulting from metabolic changes, malabsorption,
hemorrhage associated with damage to the intestinal villi and depletion of iron can be
involved to the development of anaemia in rats. Pathological effects of echinostome
infections in animals varies depending on the worm burden.
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1. Introducao

Os equinostomatideos possuem extensa distribui¢do geografica e infectam grande
numero de animais silvestres e domésticos, inclusive o homem, portanto apresentam
importancia médica e veterinaria (FRIED; GRACZYK, 2000). A equinostomose humana
tem sido relacionada a, no minimo, 16 espécies de trematddeos intestinais. Entre os paises
em que este parasitismo ¢ endémico estdo a China, india, Coréia, Malasia, Filipinas e
Indonésia. Nas areas endémicas, a transmissdo do parasito ocorre de forma focal e esta
associada a determinadas praticas socio-econdmicas e culturais. A infeccdo ocorre através
da ingestdo de moluscos, peixes, crustaceos € anfibios crus ou mal cozidos nos quais as
metacercarias se encontram encistadas (GRACZYK; FRIED, 1998).

No Brasil, ovos de Echinostoma sp. Foram relatados em fezes obtidas de corpos
humanos parcialmente mumificados datadas entre 600 e 1200 anos passados (SIANTO et
al., 2005). Entretanto, nenhum caso de infeccio humana foi assinalado recentemente,
apesar de terem sido encontrados parasitando animais de interesse comercial tais como:
porco doméstico, galinha, pato e animais de companhia (cao), além de aves (LUTZ, 1924) e
roedores silvestres, indicando grande potencial zoondtico (MALDONADO Jr et al., 2005;
MALDONADO Jr; LANFREDI, 2008).

Echinostoma paraensei Lie & Basch, 1967 ¢ uma espécie brasileira de
equinéstomas descrita através do ciclo experimental, apds o encontro de Biomphalaria
glabrata naturalmente infectada, sendo o roedor silvestre Nectomys squamipes
posteriormente assinalado como seu hospedeiro definitivo natural (MALDONADO Jr et al.,
2001b). O verme adulto localiza-se no trato gastrintestinal (duodeno) do hospedeiro
definitivo onde atinge a maturidade sexual (NOLLEN, 1996) e eventualmente ¢ capaz de
migrar para o ducto biliar (MALDONADO Jr et al., 2005).

Echinostoma paraensei tem sido usado como modelo experimental, tendo como
abordagem a relagdo parasito-hospedeiro (MALDONADO Jr et al., 2001b). Apesar do
avanco do conhecimento na area da patologia produzida pela infeccdo experimental
(TOLEDO; FRIED, 2005), pouco ¢ conhecido sobre as modificacdes bioquimicas
resultantes da infeccao.

O presente estudo teve como objetivo determinar os parametros hematologicos na
infec¢do aguda experimental por E. paraensei em Rattus norvegicus (Wistar).
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2. Material e Métodos

2.1. Obtengao dos Parasitos e Infec¢do Experimental

As metacercarias utilizadas para a infec¢ao foram obtidas de Biomphalaria glabrata
(isolado de Sumidouro, RJ), criadas em laboratério e infectadas experimentalmente. O
isolado de E. paraensei utilizado foi obtido do roedor silvestre Nectomys squamipes
naturalmente infectado, proveniente do municipio de Sumidouro, RJ (22°02°46’" S,
42°41°21°° W) e o ciclo vem sendo mantido no Laboratério de Biologia e Parasitologia de
Mamiferos Silvestres Reservatorios, [OC, FIOCRUZ, RJ através de passagens em hamster
Mesocricettus auratus como hospedeiro definitivo e B. glabrata como 1% e 2° hospedeiros
intermediarios.

Hamsters adultos infectados com E. paraensei foram submetidos a eutanasia em
cAmara enriquecida com CO,, segundo protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA L-074/08), e os vermes adultos coletados do intestino delgado e
transferidos para placas de Petri contendo solugdo salina fisioldgica a 0,9%. O tutero do
helminto foi dissecado para liberacdo dos ovos, os quais foram lavados e incubados em
agua desclorada, a 26°C, por 14 dias. Apds este periodo, os ovos foram expostos a luz de
uma lampada de 100W para estimular a eclosao dos miracidios.

Duzentas B. glabrata foram submetidas individualmente a infeccdo com 10
miracidios de E. paraensei e apos 26 dias expostas a luz artificial para o estimulo a
emergéncia de ollusks . As cercaria,s assim obtidas, foram colocadas em contato com
outros moluscos da mesma espécie para a obtencao das metacercarias.

2.2. Delineamento experimental

Foram utilizadas 50 fémeas adultas de Rattus norvegicus (Wistar) divididas em dois
grupos: um com 35 animais infectados individualmente com 150 metacercarias de E.
paraensei e o outro grupo controle nao infectado com 15 animais. Semanalmente, sete
animais infectados e trés animais controle foram submetidos a eutanasia por exposi¢ao a
atmosfera enriquecida com CO, e o sangue coletado através de pung¢ado cardiaca.

2.3. Analises hematologicas

O sangue foi coletado em microtubos de 500MI heparinizados, e as analises
constaram do estudo das série vermelha (eritrograma) e branca (leucograma). No
eritrograma foi feita a dosagem de hematocrito, hemoglobina, plaquetas, hemacias, do
VCM - volume corpuscular médio, da HCM — hemoglobina corpuscular média e da
CHCM - concentracdo da hemoglobina corpuscular média. No leucograma contaram-se os
leucocitos e fez-se a contagem da diferenciagdo celular utilizando Capiject — dipotassico-
EDTA tubos de coleta de sangue capilar e analisadas por um sistema totalmente
automatizado para hematologia veterinaria ABX ABC Vet ( Horiba ABX, Franca
Montpellier). Para a contagem de leucdcitos, uma parte das amostras de sangue foram
preparados e tratadas para May-Grunwald Giemsa.

2.4. Analise Estatistica

Foi realizada anélise de variancia (ANOVA one-way) para determinar as diferencas
entre os grupos e o teste de Tukey-Kramer para comparacao entre as médias dos pares por
cada semana, utilizando o programa Graph Pad Prism, Prism Inc, V.5.00.288. Valores
menores do que (P < 0.05) foram considerados significantes.
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3. Resultados

Todos os animais expostos a metacercarias estavam infectados na primeira semana,
e os helmintos foram recuperados até o final da terceira semana de infecgao.

Os parametros hematologicos dos ratos infectados com E. Paraensei € o grupo
controle estdo resumidos na Tabela 1, indicando que o nimero de eritrocitos do sangue, o
hematocrito e os niveis de hemoglobina nos animais infectados na primeira semana
evidenciaram valores significativamente inferiores ao controle (P <0,05). Estes parametros
sugerem o desenvolvimento de uma anemia normocitica € normocrémica com alteracao
anisocitica. Quando o volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e plaquetas dos
animais infectados e ndo infectados foram comparados ndao foi observada diferenga
significativa.
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Tabela 1. Andlises hematologicas— Média e desvio-padrdo, de Rattus norvegicus (Wistar) experimentalmente infectados com

Echinostoma paraensei.

Parametros

Controle

Periodo de infec¢do (Semanas)

la

221

3 a

4a

521

Eritrocitos (/mm?)
Hematocrito (%)
Hemoglobina (g/dL)
VCM (fin’)

HCM (pgL)

CHCM (g/dL)

Plaquetas (/mm?®)

6.751+ 0.973 *
40,810 + 5,097 °
14,790 + 1,898 *
60,70 + 1,90 *
21,980 + 0,909 *°
36,290 + 1,159

714,10 £ 112,21°

5.538+0.973°
33,713 +4,372°
12,088 + 1,334 °
60,625 + 1,302 *
21,850 + 0,733 *°
35,950 + 1,358 °

641,13 +243,02°

6.240 + 0.529™
38,263 +2,682 *°
14,025 + 1,038 *°
61,500 + 2,268
22,400 + 1,344 *°
36,700 + 2,124 °

747,50 + 87,13

5.916 + 0.470™

34,975 + 2,636 *°
13,813 + 0,822 *°
59,250 + 1,389 *°
23,438 + 1,528 *°
39,575 +2,229*°

747,13 +£122,92°

5.704 + 1.436™
33,063 +8,314°°
13,425 + 1,961 *°
58,000 + 0,926 °
24,113 +3.316°
41,588 +5,849°

652,38 + 66,72

6.986 +0.408"
39,763 + 1,894 *°
14,838 + 0,853
57,000 +1,195°
21,250 + 0,798 °
37,338 + 1,208 °

726,25 +104,25*

VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular média.

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P <0,05).
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As andlises da série branca do sangue ndo revelaram alteracdes significativas no
numero de eosindfilos, linfocitos, monocitos e neutrofilos dos animais infectados e ndo
infectados. Entretanto, houve uma diferenca significativa nos leucécitos na terceira semana
apos a infeccdo em relacdo aos outros grupos. Os basoéfilos tiveram aumento signicativo na
segunda semana em relagdo a primeira semana, quarta e quinta, embora quando
comparados ao grupo controle ndo foi detectada diferenca significativa (Tabela 2).
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Tabela 2 . Analises hematologicas (WBC) em Rattus norvegicus (Wistar) experimentalmente infectados com Echinostoma paraensei.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P <0,05).

Parametros

Controle

121

Periodo de infec¢do (Semanas)

221

321

42

Sa

Leucocitos (mm?)
Linfocitos (%)
Mondocitos (%)
Eosinofilos (%)

Neutrofilos ( (%)

Basofilos (%)

0,800 + 0,240 *
66,700 +9,810°
0,170 +£0,134*
0,100 +£0,115*
19,470 + 8,905°

0,180 + 0,175 *°

0,725 + 0,266 °
74,125+ 11,180
1,500 + 3,843
0,0125 +0,035°
13,375+ 12,690

0,063 + 0,074 °

0,738 + 0,226 °
72,250 +5,574°
0,225+0,219*
0,0375 +0,074°
10,750 +9,658°

0,438 +0,316°

0,588+ 0,173 °
72,000 + 8,928 *
0,150 +0,120°
0,000 + 0,000 *
12,500 + 9,881 °

0,325 + 0,349 *°

0,688 + 0,259 °
60,000 + 19,669 *
0,250 +0,302°
0,088 + 0,099
24,788 +20,031°

0,100 + 0,076 *

0,850 + 0,200 *
64,750 + 11,659
0,250 +0,233°
0,100 +0,169°
18,375 + 6,479°

0,100 + 0,107 *
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4. Discusio

Os estudos experimentais realizados para avaliar as alteracdes metabolicas durante o
curso da infeccdo com o “modelo Echinostoma” em roedores sdo ainda incompletos e nao
permitem generalizagdes sobre a relacdo entre os helmintos intestinais e hospedeiros
vertebrados. Tem sido demonstrado experimentalmente que R. Norvegicus apresenta baixa
suscetibilidade a infeccdo por Echinostoma spp, apenas desenvolvendo a fase aguda da
doenca. (HANSEN et al., 1991., TOLEDO et al., 2004*., TOLEDO et al., 2006).

Esta ¢ a primeira vez que os parametros hematoldgicas em ratos infectados
experimentalmente com E. Paraensei foram observados.

A anemia ¢ um estado moérbido, onde pode haver uma diminuicao da quantidade de
hemoglobina circulante. Raramente, a anemia ¢ um disturbio primario, aparecendo mais
como uma manifestagdo secundaria de uma doenga em algum outro 6rgao ou sistema. Para
o diagnostico da anemia se faz necessario a realizacdo de exames laboratoriais, como a
verificagdo do hematdcrito, a taxa de hemoglobina € o nimero de eritrocitos por mm? de
sangue (LORENZI, 1992)

A redugdo ocorrida no hematdcrito, hemdcias, hemoglobina sdo parametros
utilizados para confirmar a ocorréncia da anemia na primeira semana de infec¢ao, Valero et
al. (2008) observaram o mesmo em roedores infectados com Fasciola hepatica.
Diferentemente, Huffman et al., (1988") observaram em hamsters infectados com E.
Revolutum e E. Liei um aumento na concentra¢do de hemoglobina. A desnutri¢do resultante
de alteragdes metabolicas e a deficiéncia na absor¢ao de nutrientes podem estar envolvidos
na promoc¢ao da anemia. Além disso, a hemorragia associada com danos as vilosidades
intestinais causadas pelos hemintos (HUFFMAN et al., 1988b), mais as rapidas mudangas
sugere que outros fatores possam contribuir para a diminuicdo de globulos vermelhos.
(KAUSAR et al., 1985).

Bindseil e Christensen (1984) mostraram que os efeitos patologicos das infec¢des
por Echinostoma no hospedeiro vertebrado pode variar de acordo com a carga parasitaria.
No caso de infec¢dao por nematdides Stear (1995), Rahaman e Collins (1990) atribuiram a
reducdo dos parametros hematoldgicos a hemorragia provocada nos locais onde esses
vermes ficam fixados, e a deple¢do de ferro (SILVERMAN, 1970). No entanto, ¢ dificil
explicar como essas mudangas foram mostradas em um periodo tao curto de tempo.

Eosinofilia ¢ uma caracteristica comum nas infeccdes por helmintos e esta
envolvida diretamente com a resposta imune (ROTH; LEVY, 1980; MATANOVIE et al.,
2007). Entretanto, no presente estudo ndo foi observado, provavelmente devido ao longo
periodo necessario para este trematddeo estimular a resposta imune. Huffman et al. (1988)
também nao observaram aumento nos eosinofilos em hamsters infectados com E. Trivolvis.

O fato do helminto ndo fazer migragdes fora do aparelho digestorio, o torna menos
agressivo para o hospedeiro, sensibilizando menos o roedor.

Embora, E. Paraensei seja um parasito gastrointestinal, ele foi capaz de produzir
alteracdes hematoldgicas em R. Norvegicus causando anemia. Este sistema pode ser,
portanto, um modelo util para estudar os efeitos diretos e indiretos de uma infeccao
gastrointestinal.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

1 — No periodo inicial (1* e 2* semana) da infec¢do por E. paraensei ocorreram alteragdes
no tecido hepatico, acarretando elevacdes nos niveis séricos de ALT, AST, GGT,
bilirrubina e ALKP, enquanto que os niveis de proteinas totais e globulinas foram
reduzidos.

2 — Os roedores (R. norvegicus) infectados por E. paraensei desenvolveram anemia, a qual
foi classificada como normocitica normocromica, apresentando anisocitose. Esta
infec¢do ndo provocou alteracdes na série branca (WBC) do sangue dos hospedeiros.
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ANEXO

BIOCHEMICAL AND HISTOLOGICAL RESPONSES OF Rattus norvegicus
(WISTAR) INFECTED BY Echinostoma paraensei (Trematoda: Echinostomatidae)
J.S. Garcia, C.S. Hooper, R.O. Simdes, M.A.J. dos Santos, A. Maldonado Jr, J.
Pinheiro
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Tests were performed to evaluate the biochemical alterations in Rotiws norvegicus after
infection by the intestinal trematode Fchinostoma pargensei. The rodents received 150
metacercariae each, serum samples were collected and the parasite load was quantified
weekly until the fifth week of infection. The levels of aspartate aminotransferase (AST), ala-
nine aminotransferase {ALT), alkaline phosphatase (ALKP), gamma-glutamyl transferase

J;:m'nt:'d:u o (GGT), bilirubin, glucose, total proteins and fractions and hepatic glycogen were deter-
.!ml;:am::mnnsfntgns mined. All the animals exposed to the metacercariae were infected in the first week and
ALKD wiorms were recovered up to the third week after infection. The levels of AST, ALT, GGT,
Bilirabin bilirubin and globulin rose in the first and/or second week and declined thereafter to lewv-
Globalin els near those of the control group. In contrast, the level of total proteins in the plasma
Alhumin fell significantly in the first week while the ALKP activity went down only in the fourth
and fifth weeks in relation to the control group. There was no significant difference in the
levels of albumin, glycogen and glucose. Infection by E. perzensei in R norvegicus causes
changes in the hepatic function, possibly resulting from the cholestasis produced by the

partial obstruction of the bile duct by the helminths.
© 2011 Elsevier B.Y. All rights reserved.
1. Introduction where these parasites are endemic are China, India, Korea,

The echinostomatidae are widely distributed geograph-
ically and infect a large number of wild and domestic
animals, along with humans. Therefore, they are of
areat medical and veterinary interest (Fried and Grazyk,
2000).

Human echinostomiasis has been related to at least
16 species of intestinal trematodes, Among the countries

* COmesponming author, Tel.: +55 21 26814625 fax; +55 21 26E1I12L.
E-mail mdtress: jps@utrrbr (1 Finheim)

0304-4017 /$ - see front matter & 3011 Elsevier BV. All rights reserved.
ooi: 10101 & vetpar 20010.12.040

Malaysia, Philippines and indonesia. in endemic areas, the
parasite is usually focally transmitted and is associated
with certain socicecopomic and cultural practices, The
infection occurs from eating raw or poorly cooked snails,
fish, crustaceans and amphibians in which the metacer-
cariae are encysted (Graczyk and Fried, 1998).

In Brazil, eggs of Echinostoma sp, were reported in
faeces obtained from partially mummified human bodies
dated to between 600 and 1200 years ago (Sianto et al,,
2005). However, no case of human infection has been
reported recently, although Lutz ( 1924) recorded commer-
cial animals found infected, such as pigs. chickens and

NOVErgics
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ducks, along with dogs, wild birds and rodents, indicat-
ing significant zoonotic potential (Maldonado and Lanfredi,
2008),

Echinostoma paraensei Lie and Basch { 1967)is a Brazilian
species of echinostoma, described through an experimen-
tal life cycle, after finding naturally infected Biomphalaria
glabrata. Further, the water rat Nectomys squamipes was
indicated as its definitive natural host (Maldonado et al.
2001a). The adult worms were dispersed in the gastroin-
testinal tract (duodenum) of the definitive host, where
it reaches sexual marurity (Nollen, 1996), after which
S0IMe Worms can migrate to the bile duct (Maldonado
et al., 2001b).Despite the advances in knowledge of the
pathologies produced by experimental infection (Toledo
and Fried, 2005} little is known about the biochemical
changes resulting from infection by echinostomatides.in
climical laboratory studies of humans, the enzymes used
to evaluate hepatopathies are alanine aminotransferase
(ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phos-
phatase (ALKP} and gamma-glutamyl transferase {GGT)L
In general, the increase of these aminotransferases lev-
els indicates the occurrence of hepatocellular lesions and
increases of ALKP and GGT indicates the occurrence of
cholestasis or enzymatic induction (Andriolo and Borges,
1989).The aim of this study was to determine the histo-
logical and biochemical parameters in Raffus morvegicus
{wistar) experimentally infected by Echinostoma paraen-
sel.

2. Materials and methods
2.1. Parasite and experimental infection

The isolate of E. paroensel used was obtained from
specimens of N. squamipes that were naturally infected,
captured in the municipality of Sumidouro, Rio de Janeiro
state (22=02"46"5, 42=41'21"W}, after which the cycle was
maintained in the Laboratdrio de Biologia e Parasitologia
de Mamiferos Silvestres Reservatdrios (10C) FIDCRUZ-Rio
de Janeiro (Brazil), by passages in hamsters { MesocTiceius
aguratus) as the definitive host and B. glabrata as the first and
second intermediate hosts. The metacercariae utilized for
infection were obtained from B. glabrata (Sumidouro iso-
late), raised in the laboratory and experimentally infected.

Adult hamsters infected with E. paroense! were eutha-
nized in a C0; chamber, according to the protocol approved
by the Animal Use Ethics Committee (CEUA L-074/08), The
adult worms were collected from the small intestine and
transferred to Petri dishes containing a 0.9% physiologi-
cal saline solution. The helminthes uterus was dissected
to release the eggs, which were washed and incubated in
dechlorinated water at 26=C for 14 days. After this period,
the eggs were exposed to light under 2 100-W incandescent
lamp to stimulate hatching of the miracidia.

Two hundred B. glabrafa specimens were individually
infected with 10 E. paroensei miracidia each and after 26
dayswere exposed to artificial light to stimulate emergence
of the cercariae, The cercariae were then placed in contact
with other snails of the same species to encyst and obtain
the metacercariae.

22, Experimental design

A total of 50 adult female rats (Wistar) were divided
into two groups; the treatment group, infected individually
with 150 E pargensel metacercariae, and the control group,
free of infection. Seven infected and three control animals
were euthanized weekly, until the fifth week of infection,
as described above, The experimental infection was made
in duplicate {n=100].

The blood was collected by cardiac puncture and the
serum was separated by centrifuging at 1200 « g, For the
histopathological analyses, the liver was fixed in Dubosg-
Brasil solution for 24h, after which the material was
transferred to 70% alcohol and preserved for future use,

To measure the glycogen levels, 1 g of liver tissue was
collected, always from the same hepatic lobe of all the ani-
mals.

2.3. Liver histopathology

Fragments of livers from the necropsied animals were
dehydrated in an ethanol crescent series with xylol and
imbedded in paraffin. The thin section were obtained using
Spm and stained with hematoxylin-eosin (Humason,
1979), These images were obtained using MNikon Coolpix
4300,

24. Biochemical determination

The biochemical determination of laboratory hepatic
function incleded the detection of AST EC2.6.1.1, ALT
EC2.6.1.2, ALKP EC3.1.3.1, bilirubin, glucose and total and
fractional proteins using an automated system at the Lab-
oratério de Controle de Qualidade do Centro de Criagao
de Animais de Laboratdrio (CECAL — FioCruz), A commer-
cial diagnostic kit (Doles Reagents, Ltda,, Brazil) was used
to determine the activity of gamma-glutamyl transferase
(GGT) EC2.3.2.2. The hepatic glycogen was extracted by
the technique described by Pinheiro and Gomes( 1994} and
determined by the 3.5 DNS technigue ( Pinheiro and Amato,
1994),

2.5, Stattstical analysis

Variance analysis (one-way ANOVA) was used to
determine the differences between the groups and the
Tukey-Kramer test was employed to compare the pairwise
differences in means each week, using the Graph Pad Prism
program (V.5.00.288, Prism Inc., USA). Values with P<0.05
were considered significant,

3. Results

All the animals exposed to the Metacercariae were
infected in the first week, and worms were found up to
the end of the third week of infection (Table 1), The per-
centage of worms recovered in the first week was 63.70%
of the number of metacercariae administered, a signifi-
cantly higher rate than in the following weeks, The worms
were progressively eliminated starting in the first week
after infection, with rates of 23.1% and 13.2% in the second

doiz10.101 G{j.vetpar.2010,12.040

ﬁmﬁmﬂmmﬂemmmmmﬁﬂ_nmmm
(wistar) infected by Echinostoma paraensei (Trematoda: Echinostomatidae).

responses of Roftus
mmmﬁ.tmu

60



v - el a g ." £ = B | | .....-_'l':. = .\' |
LS. Garcia et al./ Veterinary Parasitology oo (201 1} om- 150 3
Table 1
Mean and standard dewiation of adult worms (Ecfiinostoma paroensst) loaded from Raftus norvegioes {Wistar) through 5 weeks of infection.
Perind of infection (weeks] 1 2 3 4 5
Worms loaded (X +50) S9ET+3214 21.75+31.65 1237+21.12 ] a

Fig. 1. Histological changesin liver Rattus nonvegioss infected with Echingstoma paraense. (2 and b) The hepatocytes with inftration of polymaorphansciear.
[£ 2nd d) Portal space with estasis and inflammatary cells in the lumen of the wesse]. (2 and 1) Hepatocytes had roumded edges, pyknotic nucles, karyorrhexis
and karyolysis, méld infiltration of pelymorphonuclear and sinusoids slightly expanded. The hepatorytes were vacoolated with discrete perivascular and
periportal lymphocytic inflration expanded. Staining: HE. (3, e and 1) Scale bar =50 um; (b} scale bar= 30 w; (o) scale bar= 10 m.

and third weeks post infection, respectively. The number
of worms recovered in the first week of infection ranged
from 29 to 91.The hepatocytes had rounded edges, with
signs of impaired nuclear {pyknotic nuclei, karyorrhexis

and karyolysis), mild infiltration of polymorphonuclear and
sinusoids slightly expanded. The hepatocytes were vacuo-
lated with discrete perivascular and periportal lymphocytic
infiltration {Fig, 1a-fL.
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Fig- 2. Binchemical lterations in the serum of Rofius norvegicus {Wistar) experimentzlly infected with Echinostoma paraensel. (3]} Mean values af aspartabe

aminatransferase (AST]. () Mean valwes of alanine aminotransferases (ALT)L {C) Mean valoes of alkaling phosphatase (ALKF). (d) Mean values of v-glatamyl
translerase (GGT). *B=Different betters indicate significant diferences DeWeen values (e=5%].

The AST activity significantly increased in the first week
after infection, with a level 81.97% higher than in the con-
trol group (g=4.457: P<0.01), The activity of this enzyme
was similar to that chservedin the control group in the sec-
ond week post infection, and then fell to levels lower than
25,3% in the third, fourth and fifth weeks in relation to the
control group (Fig, 2a),

The ALT activity increased by 78 4% in the first week of
infection in relation to the control group, and by 94 7% in
the second week, in both cases significantly higher than
in the control group. After the second week of infection,
the ALT activity declined. ranging values observed in the
control group (Fig, 2b),

The ALKP activity declined by 30.4% and 33.6% in rela-
tion to the control group in the fourth and fifth weeks
after infection {g=4.776 and g=5.270; P<0.01, respec-
tively) (Fig. 2c).

The serum levels of GGT rose significantly in the first
week after infection, with an increase of 127.9% in rela-
tion to the control group. Thereafter it decreased, with
percentages of 40.4%, 27.1% and 87% above the average
level of the control group. However, in the fifth week post
infection there was an increase of 37,9% in the GGT level
(Fig. 2d).

In the first week after infection the level of total proteins
in the plasmawas significantly, reduced by 21.9% From the
second week on the levels were greater than that observed
in the control group, but the variations were not statis-
tically significant, The level of serum globulin increased
62,5% in relation to the control group in the first week after
infection. From the second week to the end of the experi-
ment the globulin levels were near those observed in the
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Fig. 3. Alterations in the bilirubin content in serum of ROfUs norvegicus
(Wistar) experimentally infected with Echipostoma pargensel, **Different
letters indicate significant differences between values {z= 5%).

uninfected animals, There was no significant difference in
the levels of albumin, glycogen and glucose between the
infected and control groups (Table 2],

Finally, the bilirubin levels were significantly higher in
the first week of infection (g=5.687; P<0,01), with a rise
of 108.3% in relation to the control group (Fig, 30,

4. Discussion

Experimental studies to evaluate the metabolic changes
during the course of infection using the Echinostoma-
rodent model are still incomplete and do not allow
generalizations about the relation between intestinal
helminths and vertebrate hosts, It has been demonstrated
experimentally that Rattus norvegicus has low susceptibil-
ity to infection by Echinostoma spp.. only developing the

Please cite this article in press as; mmﬂinmmmmﬂm
mw.nmummﬁm Echinostomatidae). Vet Parasitol, (2011),
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acute phase ofthe disease (Hansenetal,, 1991: Toledo et al.,
20043, 2006).

In experimental infection of R norvegicus by Echinos-
tomma caprond, the elimination of the helminths occurred as
of the fourth week of infection, and that all of them had
been eliminated by the eighth week after exposure to the
metacercariae (Odaibo et al., 1989). A similar characteris-
tic was observed in experimental infection of B norvegicus
by Echinostoma fried, in which the parasite load remained
stable until the fourth week after infection {Toledo et al,
2004b, 2006). In contrast, in the present study we observed
that the helminths started to be eliminated in the second
week and in the fourth no more rodents were infected by
helminths. This suggests that R, norvegicus is less suscepti-
ble to E. paraensel than these two other species studied,
In another study, the susceptibility of R. morvegicus to
infection by E. paraensel was similar to that cbserved in
experimental infection of the natural host N. sqguamipes
{Maldonado et al,, 2006), suggesting the model is suitable
to study echinostomiasis.

The significant increases in the levels of ALT, AST. GGT
and bilirubin in the serum of the infected animals during
the initial phase of infection (first week) may be related to
extrahepatic cholestasis (Burtis et al,, 2006). All the worms
recovered were located in the first portion of the small
intestine {duodenum), near the ampulla of Vater, suggest-
ing that the worms probably cause temporary cbstruction
of the bile duct. studies by Maldonado et al. {20015, 2005)
showed that in B norveglous (Wistar) and in mice {Swiss
Webster) infected with E. paraenset, the worms migrate
from the small intestine to the bile duct starting in the first
week of infection.

The aminotransferases ALT and AST are normally
present in low concentrations in the serum (Kaplan, 1987 ),
Although they are enzymes suggestive of hepatopathies,
they are not produced sclely in the hepatic tissue, but
instead are distributed in other organs (Andriclo and
Borges, 1989), The increase of these aminotransferases
levels can be caused by various factors, due to the high
sensitivity of these enzymes to a wide range of fac-
tors that can cause hepatic or extrahepatic changes. This
increase of aminotransferases can also result from release
of excretion-secretion products, leading to increased per-
meability of the hepatocyte membrane, allowing these
enzymes to enter the bloodstream (Kaplan. 1987: Rej,
197 1), The reduction of these enzymes to levels near those
observed in the control group occurred starting in the sec-
ond week of infection, in the same period the helminths
were being eliminated by the host. Likewise, Dement'ev
et al, (1978} also observed an increase of AST and ALT in
sheep infected with 1,000 metacercariae of Dicrocoelium
dendriticum, a trematode parasite of the bile duct.

The isoenzyme ALKP is present in practically all tis-
sues of living organisms, especially in cell membranes,
and it cccurs in high levels in some tissues, particularly
the intestinal epithelium and liver (Burtis et al., 2006),
The elevaticn of the level of this emzyme in the serum is
mainly cbserved when there is extrahepatic chstruction
{Andriolo and Borges, 1989), In contrast, in the infection
by E. paraenset in this study, the levels of this emzyme
remained significantly lower during the infection period

novergicus (Wistar) infected by Echinostoma
dioi; 10.1016/j.vetpar.2010,12.040
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in the treatment group than in the control group, This can
be due to the presence of large numbers of helminths in
theintestinal mucosa, causing erosion of the villosities and
injury to the intestinal epithelium, thus interfering in the
production of the enzyme by the enterocytes. Mice infected
by E. caproni presented atrophied intestinal villosities, £ro-
sion of the intestinal tissue, yperplasia of the intestinal
crypts and a reduction of ALKP activity (Weinstein and
Fried, 1991; Fujino et al,, 1993],

The absence of adult worms in the intestine of ratsat the
fourth and fifth weeks after metacercariae inoculation may
explain the recovery of the parameters analyzed, except
ALKP, because at this time the animals were no longer
infected. Beside this, from the second week of metac-
ercariae inoculation onward, the most of parameters of
infected animals were not significantly different from those
observed to uninfected (control) group, reflecting the high
capacity of liver regeneration and hepatic reserve in mam-
mals. Indeed, the data cbserved at fourth and Afth weeks
post metacercaniae inoculation already reflect the recovery
of liver function after the worms® elimination, 5o, it is pos-
sible to infer that the results obtained in the present study,
at fourth and fifth weeks, reflect a temporal recovery of the
hepatic function after worm expulsion. The GGT present in
the plasma originates from the hepatobiliary system, and
can be used to diagnose cholestasis and obstructions of
the biliary tree (Andriolo and Borges, 1989). The increase
of this protease can be related directly to the obstruction
of the bile duct caused by the helminth's presence. The
occurrence of extrahepatic cholestasis can lead to a reduc-
tion in bilirubin extravasation into the intestine (Moguchi
et al,, 2002), causing an increase in the serum activity of
this emzyme, This can explain the increase of this enzyme
activity observed in the infection of R norvegicus by E.
paraensel,

An increase in the levels of total proteins and serum
globulins can result from the response of the host's
immunological system {Scott et al., 2005). In the present
study, there was no significant increase in the levels of albu-
min. We did not observe any significant variations in the
levels of glucose in the serum or glycogen in the liver of
the infected animals. Manga-Gonzalez et al. (2004) did no
observe alterations in the levels of total proteins and glu-
cose, and only a small increase in the levels of albumin, in
lambs infected by D. dendriticum.

The increases in the ALT, AST, ALKP and GGT activities
and bilirubin content occur at the first week of infection,
when the highest worm load was observed, These results
suggest that in the beginning of infection by E, paraensel
it can cause obstruction of the bile duct and impairment of
the intestinal villosities, altering the levels of ALT, AST, GGT,
bilirubin and ALKP, but not causing changes in the hep-
atic tissue and levels of albumin, glucose and glycogen, This
infection can also stimulate the activity of the immunolog-
ical system, with a resulting increase in the levels of total
proteins and globulin,
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