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Resumo

Angiostrongylus cantonensis € um nematédeo da familia Angiostrongylidae.
Em humanos, podem causar meningite eosinofilica. Apesar de o parasito ter sido
descrito em 1935, pouco se sabe dos mecanismos de adaptacdo aos seus hospedeiros. A.
cantonensis possui moléculas que o auxilia na evasdo do sistema imune do hospedeiro,
dentre estas estdo SOD, catalase e HSP70. O objetivo principal deste trabalho foi
estudar o perfil de HSPs 70, SOD e CAT de L5 produzidas em diferentes hospedeiros e
analisar o potencial diagnostico dos extratos. Para a obtencdo das larvas de quinto
estagio (L5), ratos e camundongos foram infectados com 104 e 50 larvas de terceiro
estagio, respectivamente, e eutanasiados apdés 21 dias. As L5 foram recuperadas do
cérebro dos animais e homogeneizadas em diferentes tampdes para obtencdo dos
extratos protéicos. A quantificacdo de proteinas totais sugere ndo haver diferencas
significativas entre os extratos. Para a identificagdo de HSP70 foram realizados dot blot
e Western blot, mostrando que em ambas as amostras HSP70 estavam presentes.
Ensaios de ELISA foram utilizados para a quantificacdo de HPS70 e para analisar a
ligacdo antigeno anticorpo com soros de individuos com diagnostico confirmado para a
angiostrongiliase, sendo que L5 provenientes de hospedeiros habituais apresentam
reconhecimento pelos soros com titulos superiores as L5 provenientes de hospedeiros
habituais. Os niveis das proteinas de estresse HSP70, SOD (339U versus 0,08U de
SOD/mg de proteina) e catalase (184,4 versus 75,6 pmole de CAT mg-1 proteinas)
foram superiores p<0,05, em larvas de A. cantonensis provenientes de hospedeiros
habituais em comparacdo com as larvas obtidas de hospedeiros acidentais. Estes dados
sugerem que os niveis de proteinas de estresse podem estar associados a adaptacdo do
A. cantonensis aos hospedeiros habituais.

Palavras-chave: Angiostrongylus cantonensis, HSP70, catalase, SOD, meningite

eosinofilica



Abstract
Study of HSP70, SOD and catalase of Angiostrongylus cantonensis in normal and
accidental hosts

Angiostrongylus cantonensis is a nematode of the Angiostrongylidae family. In
humans, they can cause eosinophilic meningitis. Although the parasite have been
described in 1935, little is known about the mechanisms of adaptation to its hosts. A.
cantonensis owns molecules that help the parasite in the evasion of the host’s immune
system, among these are SOD, catalase and HSP70. The main goal of this work was to
study the profiles of HSP70, SOD and CAT of L5 produced in different hosts and
analyze the diagnostic potential of the extracts. For the obtainment of fifth stage larvae
(L5), rats and mice were infeceted with 104 and 50 third stage larvae, respectively, and
euthanized after 21 days. The L5 were recovered from the brain of the animals and
homogenized in different buffers to obtain the protein extracts. The quantification of the
total protein suggests no significant difference between extracts. For the identification
of HSP70, it was performed dot blot and Western blot, showing that in both samples
HSP70 were present. ELISA assays were used for the quantification of HSP70 and
analyze antigen-antibody binding with from individuals with confirmed diagnosis for
angiostrongyliasis. L5 from usual hosts were recognized by the sera showing superior
titles to the L5 from the accidental hosts. Levels of stress proteins HSP70, SOD (339U
versus 0.08U of SOD/mg of protein) and catalase (184.4 versus 75.6 pmol of CAT mg-1
proteins) were higher p<0.05, in A. cantonensis larvae from usual hosts in comparison
to the larvae obtained from accidental hosts. These data suggest that the levels of stress
proteins may be associated to the adaptation of A. cantonensis to the usual hosts.

Keywords: Angiostrongylus cantonensis, HSP70, catalase, SOD, eosinophilic

meningitis



1. Introducéo
1.1 Parasitismo

O parasitismo pode ser definido segundo Rey (1991) como “Toda relagdo
ecologica, desenvolvida entre individuos de espécies diferentes em que se observa além
de associagdo intima e duradoura uma dependéncia metabodlica de grau varidvel”. Para
que o parasito se estabeleca, e evolua no hospedeiro, uma série de condi¢des precisam
estar adequadas em ambos 0s organismos, como, o pH das secrecOes liberadas, a
composicdo quimica, a temperatura e a resposta imunoldgica, ndo ocorrendo essas
condigdes o processos de adaptagdo do parasito ao hospedeiro pode ser dificultado ou
mesmo nédo ocorrer. Ocorrendo a interagédo e posterior adaptacdo parasito-hospedeiro, 0s
parasitos podem ter uma sobrevida longa em seus hospedeiros, pois parasitos possuem
mecanismos de adaptacdo ao hospedeiro, e esses mecanismos estdo baseados nas regras
de adaptagdo ao meio ambiente, como condi¢fes de sobrevivéncia da espécie,
entretanto, os hospedeiros também desenvolvem mecanismos de adaptacdo ao parasito
(Ferreira, 1973).

Como mecanismos de adaptacdo ao hospedeiro, os parasitos podem liberar
moléculas que os auxiliam na defesa do parasito contra o sistema imune do hospedeiro,
dentre essas moléculas, estdo enzimas antioxidantes, que protegeriam os parasitos de
espécies reativas de oxigénio (ROS) liberadas pelos hospedeiros (Dzik, 2006). Um
estudo recente verificou a presenca de moléculas de defesa de A. cantonensis, presentes
em extratos somaticos (TE) e também em produtos de excre¢do e secrecdo (ES) do
parasito. Além disso, outras moléculas como inibidores de proteases, glutationa
transferases, peptidases, galectinas, HSP70 e HSP90, responsaveis pelo equilibrio e
homeostase também foram identificadas (Morassutti et al., 2010; 2011; 2012). Com
base nesses estudos o presente trabalho busca identificar, e quantificar proteinas de

estresse presentes nos parasitos obtidos de hospedeiros habituais e acidentais.

1.2 Parasito

A familia Angiostrongylidae possui duas espécies de nematddeos, parasitos
proprios de roedores, Angiostrongylus cantonensis descrito por Chen, 1935 e
Angiostrongylus costaricensis descritos por Morera e Céspede, 1971.
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1.2.1 Angiostrongylus cantonensis

O nematddeo Angiostrongylus cantonensis (Fig.1 e 2), foi descoberto em ratos
domeésticos provenientes do sul da China, os vermes estavam localizados nas artérias
pulmonares dos ratos. O parasito estd associado a meningite eosinofilica em
hospedeiros acidentais, sendo que, a forma jovem adulta do verme (larvas de quinto
estagio L5) (Fig.3), foi recuperada pela primeira vez no liquido cefalorraquidiano
(liquor) de um homem com sintomas de meningite eosinofilica, em Taiwan no ano de
1944, (Nomura & Lin, 1945). Vermes machos medem de 14-15 mm de comprimento e,

ja a fémeas medem de 24-26 mm de comprimento (Lindo, et al. 2002)

A — B Y /

Figura 1 — Verme de Angiostrongylus cantonensis. A- verme fémea com o intestino e tubo
reprodutor espiralado, barra de escala 1mm; B- verme macho, mostrando em detalhe o espiculo,
barra de escala 85um (Fonte: Lindo, et al. 2002).
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Figura 2- Vermes de ngiostrongylus cantonensis no pulmao de roedores, aumento de 10x
(Fonte: Grupo de Biologia Parasitaria- PUCRS)

Figura 3- L5 de Angiostrongylus. Cantonensis (Fonte: Grupo de
Biologia Parasitaria- PUCRS)
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1.2.2 Ciclo de vida

Angiostrongylus cantonensis possui ciclo de vida heteroxénico, necessita de
moluscos como hospedeiro intermediario, dentre eles caramujos Bradybaena similares
e lesmas dos géneros Veronicella, Limax e Deroceras, e como hospedeiros definitivos
roedores, Rattus rattus e Rattus norvegicus, sdo 0s mais comumente infectados,
entretanto j& foram encontrados vermes adultos em cabras e porcos (Alicata 1963,
1964). O hospedeiro intermediario ingere as larvas de primeiro estagio (L1), contidas
nas fezes do hospedeiro definitivo infectado. Nos moluscos, em 18 dias as larvas
passam por duas mudas e tornam-se larvas de terceiro estdgio (L3) infectantes ao
vertebrado. Os roedores se infectam ao ingerir moluscos infectados, onde as L3 migram
para o cérebro, amadurecem e migram para as artérias pulmonares onde se reproduzem
liberando ovos larvados. Os ovos eclodem e liberam as L1, estas, penetram na cavidade
aérea do pulmédo, migram para o trato respiratério, sdo deglutidas e eliminadas nas fezes
do hospedeiro mantendo assim o ciclo de vida do parasito. (Fig. 3).

Em hospedeiros acidentais, tal como acontece com Mus musculus,
camundongos, 0 A. cantonensis ndo completa seu ciclo de vida. Ao serem ingeridas, as
L3 penetram nos vasos sanguineos do trato intestinal e sdo transportadas para as
meninges, onde sofrem duas mudas para L4 (larvas de quarto estagio) e L5 (larvas de
quinto estagio), causando uma forte reacdo inflamatoria (Alicata, 1965; Yoshimura et
al., 1994). (Fig.4).
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Figura 4- Ciclo de vida do Angiostrongylus cantonensis (Fonte: Wang et.al., 2008)

1.2.3 Angiostrongiliase cerebral

Hospedeiros acidentais podem ingerir as L3 por meio de alimentos crus ou mal
lavados que contenham as larvas, ou por meio da ingestdo do hospedeiro intermediario
infectado.

A movimentagdo das larvas e a reacdo inflamatoria no hospedeiro acidental o
grau da patogenia, que tem como principais sintomas: dores de cabeca (95%), rigidez do
pescoco (46%), vomito (38%) e nauseas (28%) (Wang et al., 2008). N&o existe até o
momento tratamento anti-helmintico especifico para a infeccéo, e a eficacia da morte do

verme ainda néo foi comprovada.



1.2.4 Distribuicéo

A distribuicdo mundial do parasito vem aumentando ao longo do tempo, de
acordo com um estudo feito por Wang e colaboradores (2008) mais de 2820 casos ja
foram relatados em diversos paises (Fig.5), dentre esses casos o0 estudo ressalta
infecgBes humanas descritas na Asia (Indonésia, Malasia, Tailandia, Vietnd, Taiwan,
Hong Kong e Jap&o), Taiti, Nova Caleddnia, Papua Nova Guiné, Australia, EUA, Cuba,
India, Malasia, Franca, Egito, Sri Lanka, Camboja, Costa Rica, Alemanha, Jamaica,
Italia (Wang, 2008). A distribuicdo mundial do parasito vem crescendo ao passar dos
anos, segundo Graeff-Teixeira (2007), hospedeiros intermediarios ou definitivos

infectados, podem ter vindo de regides endémicas, por navios cargueiros, disseminando

assim o parasito.

. ¢ O Countries withcut endemic regions

¢ B Countries with reported endemic regions

M » * SporadichumanA cantonensis infections
+ HumanA contonensis outbreaks

Figura 5: Distribuicdo mundial de Angiostrongylus cantonensis (Fonte:Wang et al., 2008)
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No Brasil o primeiro relato de larvas do parasito em hospedeiros intermediérios,
e em humanos foi no estado do Espirito Santo por Caldeira et al. (2007), seguido de
dois casos em Pernambuco (Lima et al., 2009). Diversas formas do parasito incluindo
larvas, exemplares adultos e DNA ja foram detectados em hospedeiros na costa
brasileira (Carvalho et al., 2012), e nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Santa
Catarina, Para e Rio Grande do Sul. (Teles et al., 1997; Neuhauss et al., 2007; Simdes et
al., 2011; Maldonado et al., 2010; Moreira et al., 2012; Cognato et al., 2012, Thiengo et
al, 2008) (Fig. 6).
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Figura 6: Distribuicdo de Angiostrongylus cantonensis no Brasil. Pontos verde - casos
de doenca humana, pontos rosa- hospedeiros intermediarios ou definitivos contendo o parasito.
(Fonte: Grupo de Biologia Parasitaria da PUCRS, 2012).
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1.3 Proteinas de Choque Térmico (heat shock proteins- HSPs)

As HSPs foram descritas inicialmente por Ritossa em 1962, quando observou
que a exposicdo de células de glandulas salivares de Drosophila busckii em resposta ao
choque térmico e outros estressores como dinitrofenolou e salicilicatos, induzia uma
mudanca no padrdo de expressdo genética e posterior sintese de uma classe de proteinas.

A expressdo das HSPs é regulada por fatores de transcrigdo de choque térmico
(do inglés heat shock fator, HSFs), que agem em resposta a varios estimulos, tais como
mudanga brusca na temperatura, estresse oxidativo, metais pesados, infeccOes
bacterianas e virais, esses HSFs foram descobertos em vertebrados e plantas em
resposta a diferentes estressores (Jaatteld & Wissing, 1992, Welch, 1993).

Em condicGes estressantes as células de todos os organismos respondem
rapidamente através de uma transcricao e traducdo de proteinas denominadas proteinas
de estresse (Locke et al., 1990), essas proteinas, estdo associadas principalmente a
processos fundamentais de manutencdo celular em diversas condigdes de estresse e
compreendem uma classe de proteinas mais conservadas ao longo ao longo da evolugéo
(Peetermans, 1995, Ellis & van der Vies, 1991), como o nivel de identidade de
aminoacidos observado entre todas as HSP70 de procariotos se aproxima de 50%
(Gupta, 1998).

HSPs foram descritas inicialmente como uma classe de proteinas que era
expressa apenas em condicdes estressantes para 0s organismos, entretanto estudos
posteriores mostraram que essas proteinas atuam como chaperonas, auxiliando no
dobramento adequado de proteinas recém-sintetizadas, essa associacdo ajuda a
estabilizar a conformacdo da proteina para sua forma nativa, mantendo assim a
homeostase celular (Lindquist & Craig,1988, Craig 1993).

As HSPs estdo agrupadas em familias de acordo seu peso molecular: HSP-20,
HSP40, HSP60, HPS70, HSP90, E HSP100 (Jaatteld & Wissing, 1992), sendo as de
peso molecular 72 kDa,73 kDa e 90kDa, as que correspondem as classes de proteinas de
estresse mais frequentemente expressas pelos organismos (Welch, 1993).

Proteinas da familia HSP70 sdo as mais conservadas filogenéticamente (Gething
& Sambrook, 1992), um estudo feito por analises de bioinformatica com alinhamentos
multiplos entre aminoacidos dessa proteina em diferentes animais, sugere que existe um
alto grau de silmilaridade entre animais genéticamente diferentes (Silva & Gabriel,
2011).
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HSP70 auxiliam em uma gama de processos bioldgicos, incluindo o
dobramento e montagem de proteinas recém-sintetizadas, redobramento de proteinas
agregadas, translocacdo de membrana organelar, secrecéo de proteinas, e no controle da
atividade de regulacdo protéica (Bukau et al., 2000, Mayer & Bukau, 2005). Estudos
mostraram que HSP70 auxiliam no redobramento de 10-20 % de todas as proteinas
bacterianas (Bukau et al., 2000, Hartl & Hayer-Hartl, 2002).

1.4 Superoxido Dismutase

A enzima de estresse oxidativo, superdxido dismutase (SOD) foi isolada pela
primeira por Mann & Kleilin em 1938, acreditava-se que essa enzima tratava-se de uma
proteina armazenadora de cobre. Entretanto em 1969 Mc Cord & Fridovich descobriram
a funcdo catalitica dessa enzima, desde entdo a SOD € conhecida por catalisar a
dismutacdo do superdxido em perdéxido de hidrogénio e oxigénio:

O, "+ 2H"™* H,0, + Oy

As SODs foram isoladas em diversos organismos e sdo agrupadas de acordo
com seus grupos prostéticos metais: Cu/Zn, Fe, Mn (Fridovich, 1974 e 1975) e
cambialisticas, SODs que utilizam tanto ferro como manganés no seu sitio ativo, de
acordo com a disponibilidade do metal. (Martin, 1986). Essas enzimas desempenham
um papel de defesa antioxidante nos organismos, essa importancia foi mostrada em um
estudo com o nematddeo Caenorhabditis elegans, os dados sugerem que os radicais de
oxigénio podem estar envolvidos no mecanismo normal de envelhecimento do parasito
e a presenca de SOD auxiliaria no retardo do envelhecimento. (Ishii, et al., 1990).

Estudos mostram que a distribuicdo das diferentes SODs esta de acordo com o
padrdo evolutivo dos organismos e das organelas celulares (Bordo, et al., 1990). Como
padrdo Cu/Zn SOD esta presente apenas em eucariotos, enquanto que a FeSOD esta
presente apenas em procariotos e a MnSOD, esté presente tanto em procariotos quanto
em eucariotos (Bannister et al., 1987).

A atividade das SODs nas células esta diretamente envolvida na resposta a
fatores estressores, estudos mostram que cada uma das SODs atua independentemente e
sdo reguladas de acordo com o grau de estresse oxidativo ao qual o organismo esta
exposto (Bowler et al., 1992), SODs também podem estar envolvidas na adesdo celular

e sinalizagcdo molecular em plantas (Price, et al., 1994).
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1.5 Catalase

A catalase foi uma das primeiras enzimas estudadas, em 1923, Warburg sugeriu
que a catalase continha ferro, através de um estudo de observacdo de um complexo
enzima — substrato. Posteriormente descobriu-se que a catalase decompde o peroxido de
hidrogénio, um produto téxico ao organismo, em agua e oxigénio molecular (Boveris &
Chance, 1973), além de evitar o acimulo de metahemoglobina (Gaetani, et al., 1989),
essa enzima também pode auxiliar os organismos a lidar com mudancas metabdlicas,
como a falta de nutrientes, essa hipdtese foi proposta em um estudo feito com catalase
citosolica de larvas de Caenorhabditis elegans. (Taub, et al., 1999)

Ao estudar a relagdo parasito-hospedeiro, estudos sugerem que a catalase pode
desenvolver um papel na defesa do parasita contra o peréxido de hidrogénio produzido
pelos fagocitos do hospedeiro, durante a resposta a infeccdo por nematddeo (Kotze &
Mc Clure, 2001). Entretanto nem todos parasitos possuem niveis de catalase
detectaveis, como Trichinella spiralis (Kazura & Meshnick, 1984), Hymenolepis
diminuta, Moniezia expansa (Paul & Barrett, 1980), nesse estudo o0s autores propdem
gue uma peroxidase poderia atuar como substituta a catalase, degradando o peroxido de

hidrogénio.
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2. Justificativa

As HSPs estdo associadas a resposta a diferentes estimulos de estresse em
nematodeos. Foi mostrado, por exemplo, um estudo onde as HSP70 e HSP60 podem ter
um papel citoprotetor de larvas de primeiro estagio de Trichinella spp. quando
submetidas a uma mudanca de temperatura brusca de 37 para 4°C (Martinez, et al.,
2001). Além disso, em planérias Dugesia japonica, quando a agdo de HSP 90 foi
suprimida por RNA de interferéncia, ocasionou a diminuicdo de massa corporal e morte
do invertebrado quando submetido a diferentes condigcdes de estresse (Conte et al.,
2011).

Um estudo demonstrou que em caracois suscetiveis e ndo-suscetiveis ao
helminto Schistosoma mansoni o estresse em resposta ao choque térmico, acarreta uma
inducdo de HSP 70 e isso estaria associado a infeccdo pelo parasito Schistosoma
mansoni (Ittiprasert, et al., 2009).

As razdes pelas quais os vermes do género Angiostrongylus se desenvolvem e
evoluem a vermes adultos nos hospedeiros adaptados e ndo atingem a fase adulta em
hospedeiros ndo adaptados ndo esta clara. Geiger e colaboradores, (2001) mostraram
diferencas em relacdo & morbidade e mortalidade entre duas linhagens de animais de
experimentacao evidenciando divergéncia de respostas imunes e no padrdo de citocinas
em cada linhagem em animais ndo suscetiveis a parasitose houve um aumento de Thl
(IL-2, IFN), o que pode contribuir para patogénese e o aumento da morbidade
evidenciando diferencas na suscetibilidade e resposta de cada hospedeiro. Em outro
estudo foi mostrado que as microglias, células do SNC que podem regular o sistema
imune cerebral, de ratos e camundongos, respondem de maneira diferente a exposicao
de antigenos de larvas de quarto estagio de A. cantonensis. Sendo que em camundongos
as microglias produzem mais citocinas pro- inflamatérias que as microglias de ratos
apos a exposicao (Wie J. et al., 2013).

Estudos sobre a relacdo parasito-hospedeiro mostraram que 0s parasitos
precisam ter a0 menos uma enzima antioxidante, que serve como defesa contra o
metabolismo dos hospedeiros (Callahan et al., 1988). No nematddeo parasito do
intestino de roedores Heligmosomoides polygyrus, a CAT, e a SOD, desempenham um
papel protetor contra a resposta imune do hospedeiro (Ben-Smith et al., 2002).

Com base nos dados apresentados € possivel inferir que, uma diferenciacéo entre
o perfil de expresséo de HSP70, SOD e CAT de A. cantonensis em hospedeiros

adaptados e ndo adaptados a parasitose poderia ter um papel no desenvolvimento e
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manutengéo do parasito no hospedeiro habitual, R. rattus, e no acidental, M. musculus,
ja que estas moléculas exercerem um possivel papel na protecdo dos parasitos em favor
de seu desenvolvimento, evadindo o sistema imune do hospedeiro. O presente estudo

utilizou L5, pois este é o Gltimo estagio evolutivo presente em ambos 0s hospedeiros.

22



3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Estudar proteinas relacionadas aos processos adaptativos envolvidos na relagédo
parasito-hospedeiro em Rattus rattus, hospedeiro habitual, e Mus musculus,
hospedeiro acidental.

3.2 Objetivos especificos:

- Caracterizar as HSPs 70, 90, SOD e CAT em extrato bruto de larvas de quinto
estagio de Angiostrongylus cantonensis provenientes de Rattus rattus e em Mus
musculus, hospedeiros habitual e acidental;

- Analisar o reconhecimento por soros de individuos infectados, com extratos
brutos de larvas de quinto estadgio de Angiostrongylus cantonensis provenientes
Rattus rattus e em Mus musculus, hospedeiros habitual e acidental;

- Analisar o perfil protéico de larvas de quinto estadgio de Angiostrongylus
cantonensis provenientes Rattus rattus e em Mus musculus, hospedeiros habitual

e acidental.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Local de execucao

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Parasitaria da
PUCRS, Laboratério de Parasitologia Molecular do Instituto de Pesquisas Biomédicas,
Hospital Sdo Lucas da PUCRS e no Laboratério de Fisiologia da Conservagdo da
PUCRS.

4.2 Obtencao de material bioldgico

A manutencéo do ciclo de vida de Angiostongylus cantonensis no laboratorio ja esta
estabelecida. Como hospedeiros experimentais, quatro ratos machos jovens e quatro
camundongos machos jovens foram infectados por gavagem com 104 L3 (ratazanas) e
50 L3 (camundongos) obtidas dos hospedeiros intermediarios, Biomphalaria glabrata.,
infectados com A. cantonensis, 0s moluscos foram macerados manualmente com a
ajuda de pistilo e digeridos em pepsina 0,7% e HCL 0,3%, para que ocorra a liberacédo
das L3. O numero de animais para a producdo de L5 estd baseado em célculos de
rendimento de extracdo protéica total necessarios para os testes de 2D e Western blot,
previamente estabelecidos por Morassutti et al., 2011; 2012. Uma vez que as L5 se
localizam na regido cerebral dos roedores, foi necessario realizar eutanasia para a
obtencdo das mesmas. Para tanto, os animais foram anestesiados por inalacdo com
Isoflurano 5% por 2min, e eutanasiados em camara de CO, com fluxo continuo por
5min aos 21 dias apos a infecgdo. Os animais foram mantidos de acordo com as normas
brasileiras, lei 11794 de 08/10/2008, decreto 6899 de 15/07/2009, com as
recomendacdes seguidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONEA), e com protocolo aprovado pelo Comité de Etica da PUCRS,
resolugéo n°® 07/2006.

4.3 Extracgdo de proteinas

A extracdo de proteinas foi realizada pela maceragdo de L5 com nitrogénio liquido e
sonicacdo de 3 pulsos de 15segundos com 20 de amplitude. O macerado foi
homogeneizado em diferentes tampdes:
4.3.1 Tampéo de extragdo para dosagem de SOD e CAT- PBS 500ul, Triton-X100
0,05%, PMSF 5%, E64 5% e EDTA 7,5%, pH 7,4, centrifugacdo por 40min a 12.800xg

em centrifuga refrigerada a 4°C.
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4.3.2 Tampdo de extracdo para deteccdo de HSPs- Uréia 7M, Tiuréia 2M, Chaps 4%,
DTT 66mM/ 10mL H,O, centrifugacdo por 15min a 12.800xg em temperatura
ambiente.

As proteinas foram quantificadas pelo Qubit - Invitrogen, um fluordmetro que gera

dados de concentracdo com base na relagéo entre trés padrdes utilizados na calibracéo.

4.4 Dot Blot

O extrato proteico de L5 de A. cantonensis de diferentes hospedeiros 5ug, foi
aplicado diretamente sobre a membrana de nitrocelulose, este procedimento foi feito
duas vezes, ap6s a membrana foi bloqueada por 2h com PBS- Tween 0,05% e leite em
po desnatado 5% em agitacdo. A membrana fois lavada 5x por 1min com PBS- Tween
0,05%, o anticorpo primario anti- HSP70, na concentracdo de 1:2000 diluido em PBS-
Tween 0,05% e leite em po6 desnatado 5% , foi incubados sobre a membrana por 1h a
temperatura ambiente sob agitacdo. Apds a membrana foi lavada 5x por 1min, o
anticorpo secundario foi aplicado, na concentracdo de 1:10000, sobre a membrana por
1h a temperatura ambiente sob agitagdo. A membrana foi lavada 5x por 1 min, em
seguida acrescentou-se a solugéo reveladora contendo Diaminobenzidina 0,5%, PBS1x
30mL e H,0,0,015% Como controle positivo foi utilizado extrato total de vermes de A.
cantonensis, e como controle negativo ndo foi adicionado amostra na membrana apenas

0S anticorpos.

4.5 Eletroforese Bidimensional

As amostras de L5 de A. cantonensis obtidas de diferentes hospedeiros na
concentracdo de 155ug foram aplicadas a tiras de 7 cm de pH imobilizado (IPG, GE
Healthcare, Piscataway, NJ) com intervalo de pH 3-10. A focalizacdo isoelétrica foi
feita com a utilizacdo do equipamento Multiphor Il (GE, USA) nas condicGes de 60V
por 30min, 340V por 60min, 1200V por 90min e 3500V por 45min segundo Morassultti
etal. ,2012.

As tiras foram equilibradas com tampéo contendo glicerol 30 %, uréia 6 M, DTT 1
% e SDS 20 %, por 10 minutos a temperatura ambiente e depois com 0 mesmo tampé&o
com a adicdo de 4 % de iodacetamida por 10 minutos para a eletroforese. Apos o
equilibrio das tiras as proteinas foram separadas por eletroforese de acordo com suas
massas moleculares, utilizando um gel 12% de poliacrilamida e um gel de

empacotamento 5%. A eletroforese foi realizada com tampao de corrida (Tris base 15%,
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Glicina 94%, SDS20% e dH,0), a 75volts nos primeiros 30min e ap6s 100 volts. Ao
final da corrida, o gel foi corado com azul de Comassie onde permaneceu em banho-
maria a 37 °C por 30min, apos o corante foi desprezado e foi aplicada uma solucdo
descorante (Metanol 25%, Acido acético 7%, dH,0)
4.6 Western Blot

As proteinas j& separadas por eletroforese uni e/fou bidimensional foram
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose, em tampéao de transferéncia
(0,25M de TRIS, 1,91M de glicina e metanol 20%), por 1h e 45min, a 100v e 40Ma.

A membrana foi bloqueada overnigth em PBS- Tween 0,05% e leite em pos
desnatado 5% . Posteriormente foram repetidos os procedimentos do Dot Blot.

Soros de pacientes infectados por A. cantonensis foram utilizados como controles

positivo e como fator de calibracdo.

4.7 ELISA

O método de ELISA foi realizado para detectar a concentracdo de proteinas HSP70
nas amostras com L5 de A. cantonensis, e para comparar o reconhecimento da ligacao
antigeno-anticorpo utilizando soros de paciente positivos para a angiostrongiliase
cerebral.

4.7.1 ELISA com soro de individuos positivos para angiostrongiliase

As amostras contendo 1ug de extrato de L5 de A. cantonensis obtidas de ratos e
1ug de extrato de L5 de A. cantonensis obtidas de camundongos foram incubadas em
tampdo de revestimento (Na,CO3 0,16%, NaHCO3 0,34%, dH,0, pH 9,6) nos pocos em
duplicata overnight a 4°C. A placa foi lavada 3x com PBS Tween 0,05%. Soro de
individuos positivos para a angiostrongiliase foram utilizados na titulacdo 1:200
utilizado no Laboratorio de Biologia Parasitaria da PUCRS, em leite em pé desnatado
5%, foram incubados por 2h. Novamente a placa foi lavada 3x com PBS Tween 0,05%,
e 0 anticorpo 2° anti-igG humano e leite em p6 desnatado 5% 1:2000 foi incubado por
2h. A membrana foi lavada 3x com PBS Tween 0,05%, em seguida a solucgéo
reveladora com OPD (1mg OPD, 25mL de tampao citrato pH 5, 100ul Peroxido de
Hidrogénio) foi adicionada nos pocos da placa, por 15min, apés a reagéo foi parada com
HCL 2N. As leituras foram realizadas em leitor de ELISA a 492nm.
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4.7.2 ELISA para dosar HSP70

O anticorpo 1° anti HSP70 e leite em p6 desnatado 5% 1:2000 foi incubado com
tampé&o de extracao de proteinas especifico para HSP70 overnight a 4°C. Apds a placa
foi bloqueada por 3h com a solucdo contendo PBS- Tween 0,05% e leite em po
desnatado 5%, em seguida a placa foi lavada 3x com com PBS Tween 0,05%. As
amostras contendo 5ug de extrato de L5 de A. cantonensis obtidas de ratos e 5ug de
extrato de L5 de A. cantonensis obtidas de camundongos foram incubadas nos pocos em
triplicata por 1h a temperatura ambiente.

O anticorpo 1° anti HSP70 foi incubado por duas horas, em seguida a placa foi
lavada 3x com com PBS Tween 0,05%, apds o anticorpo 2° foi incubado por mais
duas horas, e ap6s a placa foi lavada 3x com com PBS Tween 0,05%, ap0s a solugédo
reveladora com OPD (1mg OPD, 25mL de tampdo citrato pH 5, 100ul peroxido de
hidrogénio) foi adicionada nos pocos da placa, por 15min, apds a reacdo foi parada com
HCL 2N. As leituras foram realizadas em leitor de ELISA a 492nm.

Como controle positivo e fator de calibracdo foi utilizado apenas a ligagdo o

anticorpo 1°- anticorpo 2°.

4.8 Dosagem de atividade de Superdxido Dismutase

As dosagens de SOD total foram feitas em colaboracdo com o Laboratorio de
Fisiologia da Conservacdo da PUCRS, esta técnica esta baseada na inibicdo da reacao
do radical superdxido com a adrenalina, quando ocorre a oxidacdo da adrenalina, um
adrenocromo é formado, e este é detectado pelo espectrofotdmetro em 480nm com
tempo total de 35seg e intervalo de tempo de 7seg. Uma unidade de SOD equivale a
quantidade de enzima que inibe 50% a velocidade de oxidacdo da adrenalina
(Beauchamp & Fridovich, 1971).

Ap0s a calibracdo do equipamento, em uma cubeta de quartzo foi acrescentado 500
pl de tampédo glicina (Glicina 1M, dH,O 1L, pH 10), o aparelho foi zerado e foi
acrescentado 8,5ul adrenalina ImM. Para primeira leitura, foi inserido 475ul de tampéo
glicina + 25 ul de amostra, esta contendo 2ug de proteina, apds 10seg foi adicionado
8,5ul de adrenalina 1mM. Para a segunda leitura foi inserido 487,5ul de tampdo glicina
+ 12,5ul de amostra, esta contendo 1ug de proteina, apos 10seg foi adicionado 8,5ul de
adrenalina 1mM. Para a terceira leitura foi inserido 495ul de tampéo glicina + 5ul de
amostra, esta contendo 0,5ug de proteina, apds 10seg foi adicionado 8,5ul de adrenalina

1mM. Os experimentos foram feitos em duplicata.
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4.9 Gel de Atividade de Superoxido Dismutase

Os géis de atividade de SOD foram feitos utilizando 30pg totais de proteinas de L5
de A. cantonensis, obtidas de diferentes hospedeiros, 30ug totais de proteinas de verme
adulto de A. cantonensis e como controle positivo foi utilizado 3uL de SOD total.

Para a observacdo da atividade de SOD, as amostras foram misturadas com tampao
de amostra (0,25vol sacarose 80% e 0,1 vol. azul de bromofenol 0,5%), apds foram
aplicadas em gel empacotamento (acrilamida 2,5%, bis-acrilamida 0,625%, TEMED
7mM, Tris HCL 56mM, APS 0,5% e pH 6,8), sequido do gel separador (acrilamida
8,5%, bis-acrilamida 0,226%, TEMED 7mM, Tris HCL 235 mM, APS 0,3% e pH, 8,8)
a eletroforese foi realizada a 120V, utilizando tampédo de corrida contendo glicina
3,53%, Tris 0,47%, dH,O e pH 8,5.

Ao término da eletroforese os geis foram corados, com solucdo de NBT 2,45 mM,
por 20min sem exposicdo a luz, em seguida os géis foram embebidos em solucéo
reveladora contendo K;HPO, 36mM, riboflavina 5,6uM, TEMED 28mM e pH 8,0,
expostos a luz incandescente, para que ocorra 0 aparecimento de regibes acromaticas
(Beauchamp & Fridovich, 1971).

4.10 Dosagem da Catalase

As dosagens de CAT total foram feitas em colaboracdo com o Laboratorio de
Fisiologia da Conservacao da PUCRS, a técnica utilizada para a dosagem de CAT, esta
baseada no consumo de H,0O, a reacdo € detectada pelo espectrofotdmetro em 240nm
com tempo total de 56seg e intervalo de tempo de 7seg. Uma unidade de CAT
decompde 1 pumol de H,O, por mg de proteina em 1 minuto. (Maehl & Chance, 1954).

Apds a calibracdo do equipamento, foi colocado em uma cubeta de quartzo 1mL de
tampdo fosfato 25°C, ap0Os o aparelho foi zerado, e o tampédo descartado. Em seguida
955ul de tampdo fosfato foi adicionado na cubeta com 10ul da amostra, na
concentracédo de 0,8ug/ul, ap6s 10seg o aparelho foi zerado e o valor dado foi utilizado
como basal. Apds foi adicionado 35ul de H,O, para iniciar a curva de leitura. Os

experimentos foram feitos em duplicata.
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5. Resultados

5.1 Quantificacéo total de proteinas

Apos 21 dias de infeccdo os animais foram eutanasiados e as larvas L5 foram
coletadas. As proteinas totais foram extraidas e o rendimento comparado entre os dois
grupos. A média do rendimento de proteinas totais das L5 de A. cantonensis
provenientes de ratos foi de 0,34 pg/uL e 0,43 pug/uL provenientes de camundongos, a
comparacdo das médias da concentracdo total de proteinas, mostrou ndo haver

diferengas significativas (p>0,05). (Tab.1).

Tabela 1: Concentracdo de proteinas totais de L5 Angiostrongylus cantonensis provenientes de
diferentes hospedeiros

Ratos Camundongos
N° L5 A.cantonensis [] Total de Proteinas em pg/uL  N° L5 A.cantonensis [] Total de Proteinas em pg/uL
1 0,20 1 0,21
1 0,21 1 0,26
1 0,57 1 0,89
1 0,36 1 0,36
1 0,25 1 0,30
1 0,44 1 0,56

Meédia da [] total de
proteinas 0,34 0,43

Teste T para igualdade de médias p>0,05
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5.2 Dot Blot para HSP70
O ensaio imunologico de dot blot utilizando 15ug de proteinas totais de extrato

bruto de L5 de A. cantonensis proveniente de diferentes hospedeiros, mostrou haver o
reconhecimento de HSP70 pelo anticorpo especifico (Fig.7), 15ug de proteinas totais
extrato bruto de vermes de A. cantonensis foram utilizados como controle positivo, e
como controle negativo, foram utilizados apenas o anticorpo anti-HSP70 e o anticorpo

2° especifico (Fig. 8).

A e

Figura 7: Dot blot utilizando anticorpo anti-HSP70 onde 1- 10ug de proteinas de extrato bruto
de L5 de A. cantonensis proveniente de ratos e 2- 10ug de proteinas de extrato bruto L5 de A.
cantonensis proveniente de camundongos

7 A

Bansmta e .

Figura 8: 1- Controle negativo, anticorpo anti-HSP70 e anticorpo 2° especifico, 2- Controle
positivo, extrato bruto de vermes de A. cantonensis
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5.3 Eletroforese Bidimensional com L5 de A. cantonensis

A eletroforese bidimensional com 150ug de proteinas totais de L5 de A.
cantonensis obtidas de ratos em tiras de pH (3-10) com voltagem total de 35.300Vh
mostrou haver 14 “spots” de proteinas (Fig.9), entretanto o ensaio ndao pode ser
realizado com L5 de A. cantonensis obtidas de camundongos, por falta de amostras.

+ pH 3-10 -

Figura 9: Gel Bidimensional com L5 de Angiostrongylus cantonensis provenientes de
ratos utilizando 150pg de proteinas.
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5.4 Western blot
Os ensaios de Western blot, utilizando o anticorpo anti- HSP70, proteinas com

peso molecular de aproximadamente 70kDa. O método foi realizado com 10ug de
proteinas totais vermes de A. cantonensis provenientes de diferentes hospedeiros. Como
controle positivo foi utilizado 10u de proteinas totais de extrato de verme de A.

cantonensis. (Fig.10)

180 kDa
115 kDa
82 kDa

64 kDa

49 kDa

37kDa

Figura 10: WB utilizando vermes adultos e L5 de A. cantonensis e anticorpo Anti- HSP70
1- 10ug de extrato bruto de vermes de A. cantonensis; 2- 10ug extrato bruto de L5 de A. cantonensis

provenientes de ratos;
3- 10ug extrato bruto L5 de A. cantonensis provenientes de camundongos
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5.5 ELISA

5.5.1 Quantificacdo de HSP70 por ELISA indireto
Os testes de ELISA direto utilizando 5ug, 10ug e 20ug por poco da placa, para
quantificacdo de HSP70, ndo se mostraram eficazes, os valores de absorbancia néo
puderam ser considerados, pois estavam muito proximos do controle negativo. (Tab.2).
Como controle negativo apenas o anticorpo anti-HSP70 e anticorpo 2°

especifico, foram utilizados.

Tabela 2: Niveis de HSP70 obtidos por ELISA indireto em L5 de Angiostrongylus
cantonensis provenientes de diferentes

5 ug/ul de proteinas  10ug/ul de proteinas 20ug/ul de proteinas

L5 A.cantonensis Ratos Abs 0,014 0,013 0,014
0,011 0,015 0,01

Meédia das absorbéancias 0,0125 0,014 0,012

L5 A.cantonensis Camundongos

Abs 0,009 0,011 0,014
0,007 0,01 0,01

Meédia das absorbancias 0,008 0,0105 0,012

Controle — 0,010

5.5.2 Quantificacdo de HSP70 por ELISA sanduiche

J& que nos ensaios de ELISA direto ndo foi possivel dosar as HSP70, foi
utilizada a estratégia de ELISA sanduiche, para aumentar a sensibilidade do teste. Uma
placa de ELISA previamente sensibilizada com anticorpo anti-HSP70 foi incubada com
5ug por poco de proteina total de L5 de A.cantonensis proveniente de ratos e
camundongos. Neste ensaio foi possivel verificar diferenca significativa entre os niveis
de HSP70, em L5 provenientes dos dois diferentes hospedeiros, sendo que nas amostras
provenientes de ratos o0s niveis estavam aumentados quando comparadas com L5

provenientes de camundongos (p<0,05). (Tab.3).
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Tabela 3: Niveis de HSP70 obtidos por ELISA sanduiche em L5 de Angiostrongylus
cantonensis provenientes de diferentes hospedeiros

L5 A.cantonensis L5 A.cantonensis
(Ratos) (Camundongos)
Abs 0,135 0,051
Abs 0,125 0,039
Abs 0,138 0,041
Meédia das absorbancias 0,133 0,044

Controle - 0,030
Teste T para igualdade de médias p<0,05

5.5.3 Reconhecimento da ligacéo antigeno-anticorpo

Os testes de ELISA indireto com soros de individuos com angiostrongiliase
confirmada utilizando 1ug por poco de proteina total de L5 A. cantonensis proveniente
de ratos e camundongos, mostrou haver diferenca significativa entre as amostras, sendo
que as amostras de L5 provenientes de ratos apresentaram reconhecimento pelos soros
com titulos superiores as L5 provenientes de camundongos. (Tab.4).

Tabela 4: ELISA com soro de individuos com angiostrongiliase confirmada e L5 de
Angiostrongylus cantonensis de diferentes hospedeiros

L5 de A. cantonensis L5 de A. cantonensis
(Ratos) (Camundongos)
Soro positivo 0,139 0,024
0,12 0,026
Meédia das
absorbancias 0,1295 0,025

Teste t para igualdades de médias p<0,05

5.6 Gel de atividade de Superéxido Dismutase

O gel de atividade de SOD foi realizado com 30ug de proteinas totais de A.
cantonensis obtidas de diferentes hospedeiros, 30ug de extrato total de verme de A.
cantonense, e como controle 3uL de SOD total utilizado. Nao foi possivel ver a
atividade de SOD das L5 de A. cantonensis dos diferentes hospedeiros, entretanto foi

possivel observar a atividade da enzima no extrato de verme. (Fig.11).
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Figura 11: Gel de atividade de SOD. 1- 30ug de proteina de A. cantonensis; 2- 3uL SOD; 3-
30ug de L5 de A. cantonensis obtidas de camundongos; 4- 30ug de L5 de A. cantonensis
obtidas de ratos

5.7 Determinacao dos niveis de Superdxido Dismutase

Aplicando uma férmula que leva em consideracdo a inclinagdo da reta formada
com os valores de absorbancia, o ponto de interseccdo e a quantidade de proteina, e
posteriormente um teste de correlagéo entre as diferentes médias em tempos distintos de
dosagem de SOD nos diferentes hospedeiros, foi observada uma diferencga significativa
entre as amostras, onde L5 de A. cantonensis provenientes de ratos apresentaram niveis
de SOD elevados (339U de SOD/mg de proteina) (Tab.5), em comparacdo ao que foi
mensurado em L5 de A. cantonensis provenientes camundongos (0,08U de SOD/mg de
proteina) (Tab.6), onde p<0,05.

Tabela 5: Niveis de SOD em L5 de Angiostrongylus cantonensis obtidas de camundongos em
diferentes tempos
7seg 1l4seg 21seg 28seg 35seg
25ul 0,002 0,001 0,002 0,003 0,002
25pl 0,000 0,001 0,001 0,002 0,002
Média Abs 0,001 0,001 0,002 0,003 0,002

12,5ul 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000
12,5ul 0,007 | 0,006 0,007 0,007 0,006
Média Abs | 0,004 0,004 0,004 0,004 0,003

6,25pl 0,003 0,002 0,002 0,001 0,002
6,25ul 0,002 @ 0,002 0,003 0,002 0,002
Média Abs 0,003 0,002 0,003 0,002 0,002
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Tabela 6: Niveis de SOD em L5 de Angiostrongylus cantonensis obtidas de ratos em diferentes

tempos
7 seg 14 seg 21 seg 28 seg 35 seg
25ul 0,001 0,003 0,004 0,005 0,006
25yl 0,001 0,001 0,003 0,004 0,004
Média Abs 0,001 0,002 0,004 0,005 0,005
12,5ul 0,008 0,013 0,017 0,020 0,022
12,5ul 0,006 0,006 0,008 0,010 0,011
Média Abs 0,007 0,010 0,013 0,015 0,017
6,25 pl 0,001 0,003 0,003 0,005 0,006
6,25pl 0,002 0,002 0,004 0,007 0,008
Média Abs 0,002 0,003 0,004 0,006 0,007

5.8 Determinacédo dos niveis de Catalase

Aplicando uma férmula que leva em consideracdo a inclinagdo da reta formada

com os valores de absorbéancia, o ponto de interseccdo e a quantidade de proteina, e

posteriormente um teste de correlacdo entre as diferentes médias em tempos distintos de

dosagem de um teste de correlacdo entre as diferentes médias em tempos distintos de

dosagem de CAT nos diferentes hospedeiros, foi observada uma diferenca significativa

entre as amostras, onde L5 de A. cantonensis provenientes de ratos apresentaram niveis

de CAT elevados (184,4pmole de CAT mg™ proteinas) (Tab.7) em comparacéo & L5 de

A. cantonensis provenientes de camundongos (75,6pmole de CAT mg™ proteinas)(Tab.

8), onde p<0,05.

Tabela 7: Niveis de Catalase em L5 de Angiostrongylus cantonensis obtidas de ratos em

diferentes tempos

7 seg 14 seg 21 seg 28 seg 35 seg 42 seg 49 seg 56 seg
0,289 0,276 0,275 0,275 0,276 0,276 0,277 0,277
0,28 0,28 0,278 0,278 0,278 0,277 0,277 0,278
0,259 0,254 0,25 0,247 0,247 0,244 0,243 0,242
Média Abs 0,276 0,27 0,268 0,267 0,267 0,266 0,266 0,266

Tabela 8: Niveis de Catalase em L5 de Angiostrongylus cantonensis obtidas de camundongos

em diferentes tempos

7 seg 14 seg 21 seg 28 seg 35 seg 42 seg 49 seg 56 seg
0,238 0,236 0,235 0,234 0,233 0,232 0,232 0,231
0,263 0,262 0,261 0,261 0,261 0,26 0,26 0,26
0,262 0,262 0,262 0,263 0,262 0,262 0,262 0,263
Média Abs 0,254 0,253 0,252 0,253 0,252 0,251 0,251 0,251
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6. Discussao

A interacdo parasito hospedeiro envolvem muitas moléculas de defesa presentes
em 0s ambos organismos. Estudar essas moléculas, e em especial proteinas de estresse,
que podem estar potencialmente envolvidas nessa interacdo, pode auxiliar na
compreensdo do grau de adaptacéo do parasito a diferentes hospedeiros.

Segundo Dzik (2006) para que ocorra 0 parasitismo € preciso que 0 parasito
consiga subverter o sistema imune do hospedeiro, para isso 0s parasitos liberam
moléculas, que os auxiliam na defesa a resposta imune do hospedeiro, dentre essas
moléculas estdo enzimas antioxidantes (Bailey, et al., 1962, Mc Kerrow, 1989, Lo
Verde, 1998, Dzik, 2006). N&o se sabe o porqué a relacdo parasito-hospedeiro é
diferente em hospedeiros proximos evolutivamente, entretanto estudos estdo sendo
desenvolvidos com o intuito de entender essa relacdo. Um estudo com o parasito
Angiostrongylus costaricencis, mostrou que a infeccdo do verme em roedores de
estirpes consanguineas, apresentaram diferencas marcantes na mortalidade e na carga de
vermes encontrados. (Ishii & Sano, 1989).

O Angiostrongylus cantonensis, € um parasito natural de Rattus norvegicus e
Rattus rattus, entretanto em Mus musculus, roedores da mesma ordem, Rodentia, 0
parasito ndo completa seu ciclo de vida, larvas de quinto estagio sdo a ultima forma do
parasito encontradas em hospedeiros acidentais. Essas larvas apresentam diferencas
morfolégicas e funcionais quando produzidas em diferentes hospedeiros, L5 obtidas de
hospedeiros acidentais, por exemplo, apresentam tamanho corporal reduzido em
comparacdo as L5 obtidas de hospedeiros habituais (Yang, et al.,2012). No entanto, isso
parece ndo acarretar em perda de massa protéica, como o observado neste trabalho,
onde ndo houve diferencas na concentracdo de proteinas entre as amostras (Tab.1).
Além disso, também j& foram observadas diferencas na resposta a infeccdo quando
diferentes hospedeiros foram testados, como no perfil de citocinas (Geiger et al., 2001)
e no dano inflamatorio (Yang, et al., 2012). Porém os padrdes de desenvolvimento
diferentes, ndo sdo completamente entendidos.

Em hospedeiro habitual, A. cantonensis libera inibidores de proteases, glutationa
transferases, peptidases, galectinas, HSP70 e HSP90, (Morassutti et al., 2010; 2011,
2012). Neste trabalho identificamos que em hospedeiros acidentais HSP70, SOD e CAT

apresentam niveis mais baixos.
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A quantificagdo de HSP70 por ELISA s6 foi possivel quando agentes
desnaturantes foram utilizados (Tab. 3). Esse fato pode ter ocorrido, pois, as HSP70
sendo chaperonas, poderiam estar ligadas a outras proteinas, o que acarretaria em
insolubilidade (Lindquist & Craig,1988, Craig 1993, van Eden & Young, 1996). Um
novo tampéo foi, portanto utilizado, a escolha desse tamp&o se deve ao fato de que a
uréia lineariza as proteinas (Krebs & Henseleit, 1932, Luck, 1933), promovendo a
separacao das HSP70 das proteinas as quais estavam ligadas.

O papel protetor das HSPs ao choque térmico, em parasitos, vem sendo
documentado por muitos autores. Zhang e colaboradores (2012) e Siamba, et al. (2012)
mostraram aumento nos niveis de HSP70 ap06s a exposi¢do de Haemonchus contortus
ao calor. Essas proteinas podem desenvolver no parasito um papel protetor, semelhante
ao que desenvolvem em Caenorhabditis elegans, onde as HSPs sdo apontadas como
uma estratégia molecular importante par a regulacdo da longevidade e a capacidade das
células para detectar e responder ao estresse (Morley & Morimoto, 2004).

Devaney, e colaboradores (2005), evidenciaram o papel protetor de HSP90 em
microfilarias de Brugia pahangi, uma vez que quando inibida sua expressdo, diminuiu
dramaticamente a sobrevida dos nematddeos. Na relacdo parasito hospedeiro essas
proteinas podem auxiliar o parasito na evasdo do sistema imune, como mostrado em
Toxoplasma gondii, onde a expressdao de HSP70 foi diminuida em duas linhagens
virulentas do parasito. Houve em média uma reducdo de 35% na recuperacao dos
protozoarios nos camundongos, evidenciando deficiéncia na modulacdo dos fatores de
resposta ao sistema imunoldgico (Dobbin, el al.,2002). Com base nesses estudos, e nos
dados obtidos no presente trabalho é possivel inferir que um aumento nos niveis de
HSP70 de A. cantonensis em L5 produzidas em hospedeiros habituais (Tab.3) poderia
estar associado na protecdo do parasito a resposta imune do hospedeiro, pois as larvas
conseguem evoluir a vermes adultos, o que ndo ocorre em hospedeiros acidentais.

Hospedeiros ndo adaptados a infeccdo por Angiostrongylus cantonensis podem
desenvolver angiostrongiliase (Wang et al., 2008), o método de deteccdo dessa doenga,
em humanos é o teste de ELISA ( Eamsobhana et al., 1997,2009), que utiliza extratos de
vermes adultos fémeas, produzidos em ratos, o que ndo condiz com a infeccdo humana.
Com intuito de aproximar o que acontece na infecgdo humana, antigenos provenientes
de L5 produzidas em camundongos foram testados em ELISA contra soros de
individuos infectados. Chuan-Min & Eng-Rin (1991), mostraram que ao realizar o teste

de ELISA, com antigenos de vermes adultos e de L5 ndo houve diferencas significativas

38


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002075190500038X
http://www.jimmunol.org/search?author1=Caroline+A.+Dobbin&sortspec=date&submit=Submit

no reconhecimento com o0 soro de pacientes positivos para angiostrongiliase. No
presente estudo foi mostrado que a reatividade encontrada com soros de pacientes
infectados com angiostrongiliase, foi superior em L5 provenientes de ratos em
comparagdo com L5 obtidas de camundongos (Tab.4).

A dosagem das enzimas antioxidantes SOD e catalase em L5 de A. cantonensis
obtidas de hospedeiros habituais e acidentais mostrou haver um aumento no nivel de
ambas enzimas em L5 de hospedeiros habituais (Tab.5,6,7 e 8). Esse aumento pode
estar associado ao fato de que essas enzimas podem atuar como moléculas de adaptagédo
do parasito ao hospedeiro, como mostrado em um estudo com o0 nematddeo
Nippostrongylus brasiliensis, onde o aumento nos niveis de SOD, catalase e glutationa
peroxidase estd correlacionada com a permanéncia do parasito no hospedeiro (Smith &
Bryant, 1989).

O papel fundamental da catalase € na defesa do parasita contra o peroxido de
hidrogénio produzido pelo hospedeiro durante a sua resposta a infeccdo (Kotze & Mc
Clure, 2001; Dzik, 2004). Smith & Bryant (1986) ao comparar a interacdo parasito
hospedeiro em vermes Nippostrongylus brasiliensis que sdo expelidos naturalmente
pelo hospedeiro, e Nematospiroides dubius que permanecem em seus hospedeiros,
mostraram que possivelmente os radicais livres gerados pela resposta imune do hospeiro
estdo envolvidos na expulsdo do parasito. Nippostrongylus brasiliensis foi mais
suscetivel a danos dos radicais livres do que Nematospiroides dubius , os autores propde
que essa diferenca pode estar relacionada a protecdo enzimatica contra os radicais
livres de oxigénio, j& que Nematospiroides dubius apresentou niveis superiores de
catalase e SOD em comparacdo com Nippostrongylus brasiliensis. Além disso, a
catalase pode representar um mecanismo geral que auxilia o organismo a lidar com as
alteracbes metabolicas durante o estresse causado pela falta de nutrientes, como
observado em Caenorhabditis elegans (Taub, et al., 1999).

Neste trabalho, foram observados niveis de CAT e SOD aumentados em
hospedeiros habituais, evidenciando que estas enzimas devem auxiliar na evasdo de

radicais livres produzidos pelo hospedeiro.
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7- Concluséo

Com base nos dados discutidos, e 0s resultados obtidos no presente trabalho é
possivel inferir que o aumento nos niveis de SOD, catalase e HSP70 em L5 produzidas
em hospedeiros habituais, ocorre pois 0 A. cantonensis é capaz de responder as defesas
imune do hospedeiro adaptado e 0 mesmo ndo ocorre no hospedeiro ndo adaptado.
Essas moléculas podem estar envolvidos na relagdo parasito hospedeiro, entretanto mais
estudos sdo necessarios para a compreencdo da relacdo do parasito Angiostrongylus

cantonensis com seus hospedeiros.
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