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RESUMO

Angiostrongylus costaricensis e A. cantonensis sao as principais espécies
patogénicas para o homem no género Angiostrongylus. Esses parasitos tem tropismo
tecidual diferentes, A. cantonensis € um parasito neurotropico que causa a
angiostrongiliase meningoencefalica e A. costaricensis localiza-se no mesentério
sendo o agente etioldégico da angiostrongiliase abdominal. Os testes imunolégicos
utilizados ultimamente para o diagndstico das Angiostrongiliases s&o limitados pela
baixa especificidade. Entretanto, proteinas funcionais especializadas, tais como
enzimas, podem ser fontes de reatividade imunoldgica especifica. O objetivo do
presente trabalho é identificar atividade hemoglobinolitica nesses parasitos. Tubos
digestivos de fémeas foram homogeneizadas em tampao de lise. As proteinas do
extrato (ExAca) foram incubadas com hemoglobina bovina (HbB) em diferentes pHs.
Zimografia foi realizado em géis copolimerizados com 0,4% gelatina ou 0,1% BHb.
Degradacdo da hemoglobina foi bem demonstrada em uma ampla faixa de pH, de
3,0 para 7,0. Nao foram detectadas bandas de degradagdo na zimografia com
gelatina ou hemoglobina como substrato. Os dados limitados da zimografia e os
resultados de atividade hemoglobinolitica, com ou sem a titulagdo de pH, pode
sugerir um complexo de proteases em pequena quantidade. Exploragédo de diversas
estratégias de concentragdo do extrato protéico, sem perda da atividade da enzima,
constitue a perspectiva desse trabalho, visando a identificagdo, caracterizagdo e

producédo em larga escala de moléculas com atividade hemoglobinolitica.



ABSTRACT

The two main species in the genus Angiostrongylus that cause human disease
are A. cantonensis and A. costaricensis. These parasites have different tissue
tropism, A. cantonesis is neurotropic and causes eosinophilic meningoencephalitis, A.
costaricensis is located in the mesentery causing abdominal angiostrongyliasis.
Immunological tests currently used for angiostrongyliasis diagnosis are limited by low
especificity. Otherwise, specialized functional proteins, such as enzymes, may lead to
more specific reactivity. The aim of the present work is to identify hemoglobinotytic
activity in A. cantonensis. Digestive organs from the female worms were
homogenized in lyses buffer. The protein extract (AcPE) was incubated whit bovine
hemoglobin (BHh) at different pH range. Zymography assay was carried out by
copolimerized SDS-PAGE with either 0.4% BHb or 0.1% gelatin. Hemoglobin
degradation was well demonstrated at an extensive pH range, from 3.0 to 7.0. No
degradation bands were detected by zymography either with gelatin or hemoglobin as
substrate. These limited data from zymography and those from pH titration may
suggest that AcPE contains not a single component but a low abundance enzyme
complex. The identification, characterization and clonning of molecules with

hemoglobinolytic activity stays as a prioritary aim.
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CAPITULO 1 - INTRODUGAO E OBJETIVOS



1 INTRODUGAO

1.1 Género Angiostrongylus

Na superfamilia Metastrongyloidea, o género Angiostrongylus, inclui 20
espécies infectantes para pequenos mamiferos (Bhaibulaya, 1991), dentre as quais
A. costaricensis e A. cantonensis podem ser patogénicas para o homem, quando
esse se infecta acidentalmente. Uberlaker (1986) sugeriu que estas duas espécies
fossem transferidas para um género novo: Parastrongylus. Esta sugestdo ndo tem

sido adotada na literatura.

1.1.1 Angiostrongylus costaricensis

O Angiostrongylus costaricensis (Morera & Céspedes, 1971) é o agente
etiologico da angiostrongiliase abdominal. A. costaricensis foi caracterizado em 1952,
na Costa Rica, por diagndsticos clinicos e histopatolégicos. Granulomas e lesdes
inflamatorias eosinofilicas na regido ileocecal eram causadas por um nematodeo
intra-arterial (Céspedes et al., 1967). A espécie foi descrita em 1971, por Pedro
Morera e Rodolfo Céspedes, a partir do estudo de vermes recuperados de
espécimes cirurgicos de intestinos.

O A. costaricensis € um parasito eurixeno, cujo ciclo vital, faz-se através de
diversos hospedeiros (figura 1). O hospedeiro definitivo compreende diversos
roedores, sendo o rato-de-algodao (Sigmodon hispidus), o mais importante deles
(Morera, 1973). No sul do Brasil, mais precisamente no Rio Grande do Sul, o roedor
Olygorizomis nigripes parece ser o principal hospedeiro definitivo do A. costaricensis,

(Graeff-Teixeira et al., 1990). Os hospedeiros intermediarios mais importantes s&o



moluscos terrestres sem concha, da familia Veronicellidae, conhecidos vulgarmente
como lesmas, tais como Phyllocaulis variegatus e P. soleiformis (Morera, 1973;

Graeff-Teixeira et al., 1989; Graeff-Teixeira et al., 1994).
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Figura 1 — Ciclo evolutivo do Angiostrongylus ssp (Rey, 2001).

Quanto ao ciclo evolutivo, a interagao entre moluscos e roedores se da
quando as larvas de primeiro estagio (L1) sdo eliminadas com as fezes dos roedores.
Os moluscos se alimentam destas fezes contaminadas possibilitando que as larvas
L1 cheguem ao tecido fibromuscular, onde elas mudam de L1 para L2 no 4° dia e de
L2 para L3 entre 0 11° e 0 14° dia. Estas larvas, infectantes para os vertebrados, s&o
eliminadas com a secre¢gao mucosa produzida pelo molusco ao se locomover ou ser

tocado. A contaminagado por agua e alimentos (frutas ou verduras), das maos ou de



instrumentos com a secregao, possibilita a ingestdo das larvas L3 que penetram a
parede do ileo terminal, migram pelos vasos linfaticos mesentéricos e diferenciam-se
em L4 e L5. Apdés uma semana, aproximadamente, os vermes adultos jovens L5
retornam ao intestino, se alojam nas artérias mesentéricas e, apds quatro semanas

adquirem maturidade sexual (figura 2).

Figura 2 — Observacdo da raiz do mesentério e alcas intestinais de
camundongos  experimentalmente  infectados com  Angiostrongylus
costaricensis. Por transparéncia observam-se vermes no interior da artéria
mesentérica superior. (Fonte: Camila Krug, Grupo de Parasitologia Biomédica
da PUCRS).

A angiostrongiliase abdominal tem ampla distribuicdo geografica no continente
americano, inclui quase todos os paises, desde o sul dos Estados Unidos até o norte
da Argentina (Ubelaker e Halln, 1979; Agostini et al., 1984; Demo & Pessat, 1986;
Morera et al., 1988). Um caso suspeito foi descrito na Africa (Baird et al, 1987). No
Brasil casos tem sido descritos desde 1975, no Distrito Federal (Barbosa et al., 1980)

no Espirito Santo (Pena et al, 1995), em Minas Gerais (Rocha et al., 1991), nos
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estados de S&o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Ziliotto et al.,
1975; Agostini et al, 1984).

O Rio Grande do Sul é o estado do Brasil que apresenta o maior numero de
diagndsticos, principalmente no planalto médio do Estado, onde foram registrados 27
casos no periodo de 1975 a 1984. Os casos costumam ocorrer no final da
primavera, verao e inicio do inverno, mostrando uma sazonalidade (Graeff-Teixeira et
al, 1991 b). As baixas temperaturas possivelmente inibem a evolugdo das larvas nos
moluscos (Ishii, 1984) e, por outro lado, o calor e a umidade da primavera e veréo
coincidem com a reproducdo e maior atividade das lesmas. A sazonalidade de
transmissdo do A. costaricensis no Rio Grande do Sul talvez se deva a estes
aspectos ecologicos e da relagdo parasito-hospedeiro intermediario (Graeff-Teixeira
et al., 1991 b). No sul do Brasil, os pacientes pertencem a todos os grupos etarios,
contrariando a experiéncia na América Central, onde a angiostrongiliase parece
afetar principalmente as criangas. Isto levou a generalizagdo da idéia errbnea da
angiostrongiliase como doenca pediatrica (Rey, 2001).

A angiostrongiliase abdominal tem como mecanismos patogénicos principais,
a acdo dos vermes adultos sobre o endotélio das artérias mesentéricas e o
desencadeamento de reacdes inflamatdrias locais provocadas pelos ovos, larvas e
produtos excretados pelos parasitos. (Morera, 1985)

As lesdes causadas por A. costaricensis ocorrem principalmente no ileo
terminal, apéndice e ceco. S&o raras as lesdes em outros 6rgaos, tais como o figado
e testiculos. Quanto aos tipos de lesdes, observa-se inflamacdo da serosa,
espessamento da parede intestinal e zonas de necrose. Ha também ulceragdes, que

podem levar a perfuracdo do 6rgdo. A patologia é caracterizada por exuberante
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eosinofilia de tecido, edema em toda parede intestinal, granulomas com ovos, alguns
com desenvolvimento de larvas, presengca de macrofagos, alguns linfécitos e
abundante eosinofilia (Céspedes et al., 1967; Graeff-Teixeira et al., 1991 a).

O quadro clinico € muitas vezes agudo com evolugéo rapida e, podendo em
poucos dias exigir intervencéo cirurgica (Rey, 2001). Em raz&o da localizagdo dos
parasitos, a sintomatologia €& essencialmente abdominal. Os sintomas mais
importantes sdo as dores abdominais e a febre. Pode também ocorrer anorexia, mal
estar, nauseas, vomitos, alteragdo do habito intestinal (diarréia ou constipagao),
sendo também observada a anemia em alguns pacientes infectados (Céspedes et
al., 1967; Graeff-Teixeira et al., 1987). Uma das caracteristicas clinicas mais
importantes € a presenga de massa dolorosa a palpacédo, de consisténcia dura,
localizada na fossa iliaca direita (Morera, 1985).

As manifestagdes clinicas e a massa palpavel no abdémen podem regredir
espontaneamente e recidivar em episédios fugazes, durante varios meses. A
evolugdo para quadro de abdémen agudo, as vezes com sindrome de ocluséo
intestinal, costuma ocorrer em 1 a 14 dias (Graeff-Teixeira, et al. 1991 b). Essa
patologia pode ser confundida com tumor maligno, enterite regional ou apendicite
aguda (Céspedes et al., 1967).

Os quadros mais sérios e de evolugcdo mais rapida sdo aqueles complicados

com obstrug&o ou ulceragao, perfuragéo, peritonite e sepse (Rey, 2001).

1.1.2 Angiostrongylus cantonensis
O Angiostrongylus cantonensis € inerentemente neurotropico, causador da

angiostrongiliase meningoencefalica no homem, que pode se manifestar como
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meningite (ou meningoencefalite) eosinofilica (Malek & Chen, 1974; Alicata 1991).
Esse verme foi recuperado pela primeira vez em Formosa, no ano de 1944, do
liquido cérebro-espinhal de um jovem com sintomas de meningite (Nomura & Lin,
1945). O parasito é encontrado principalmente na Asia e llhas do Pacifico e também
foi introduzido nas Américas (Caldeira et al. 2007, Lindo et al. 2002, Campbell & Little
1988, Aguiar et al. 1981). Um foco de transmissdo autoctone foi detectado pela
primeira vez no Brasil, em Cariacica, Espirito Santo, em 2007 (Caldeira et al. 2007).

A. cantonensis apresenta como hospedeiros intermediarios caramujos como
Bradybaena similares e Subulina octona, além de lesmas dos géneros Veronicella,
Limax e Deroceras (Malek & Cheng, 1974). O molusco Achatina fulica apresenta
suscetibilidade ao parasito e a producédo de larvas do nematdédeo deste caracol é
superior aos demais moluscos, apresentando-se como um importante hospedeiro
intermediario (Wang, et al. 2008). O primeiro registro de A. fulica no Brasil foi no ano
de 1997 no estado de S&o Paulo, em 2001 a presenca destes moluscos foi
registrada no estado do Rio de Janeiro e hoje pode ser encontrado em inumeros
estados, desde o Amazonas até Santa Catarina (Teles et al., 1997; Vasconcelos &
Pile, 2001; Thiengo et al., 2007). Em 2007, Thiengo e colaboradores revisaram a
expansao de A. fulica no Brasil, o que pode representar um risco de aumento da
ocorréncia das infecgdes pelo A. cantonensis (Thiengo et al. 2007).

Espécies de roedores como o Rattus rattus e R. norvegicus S&o 0s
hospedeiros definitivos do parasito conhecido também como “verme do pulméo do
rato”, porém outros mamiferos como gatos, macacos, camundongos e o0 homem

podem se infectar (Alicata, 1965).
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Os vermes adultos de A. cantonensis vivem nos vasos sanguineos dos
pulmdes dos roedores (figura 3) onde colocam seus ovos, estes se alojam nos ramos
terminais das artérias pulmonares onde eclodem apds seis dias, liberando larvas de
primeiro estagio (L1) (Weinstein et al., 1963). As larvas L1 infectam os hospedeiros
intermediarios moluscos, onde evoluem para larvas de terceiro estagio (L3). Os
hospedeiros definitivos infectam-se apds ingerir as larvas de terceiro estagio. Estas
larvas migram do intestino do hospedeiro para o sistema nervoso central (figura 4),
onde se tornam adultos jovens apos dois estagios de desenvolvimento, que ocorrem
em duas ou trés semanas. Os adultos migram para o espago subaracndéideo, entram
no sistema venoso e chegam as artérias pulmonares onde atingem a maturidade. As

larvas L1 sdo detectadas nas fezes dos roedores de 40 a 60 dias apo6s infecgao.

Figura 3 — Espécimes de Angiostrongylus cantonensis logo apés
retirados das artérias pulmonares de Rattus norvergicus experimentalmente
infectados. Observa-se o aspecto espiralado dos tubos digestivos e reprodutores.
Fotografia feita por Camila Krug, Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS.
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Figura 4 — Larvas de Angiostrongylus cantonensis visiveis por
transparéncia no cérebro de ratazana experimentalmente infectada. Fotografia feita
por Camila Krug, Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS.

O homem pode adquirir o nematddeo através da ingestdo de larvas L3 em
alimentos contaminandos, agua ou os proprios moluscos infectados pelo verme.
Como as larvas sédo encontradas no muco produzido pelo molusco, e eles sao avidos
por verduras, legumes e frutas, é provavel que o consumo humano destes vegetais
seja a maneira mais comum de aquisigao do parasito (Morera et. al., 1988).

A meningoencefalite eosinofilica, causada pelo Angiostrongylus cantonensis,
trata-se de uma infeccdo que pode desenvolver doenga complicada, pois o parasito
aloja-se no sistema nervoso central. A gravidade da patogenia depende diretamente
dos danos causados pela movimentagdo das larvas e da reacgdo inflamatéria
granulomatosa. Em cortes histologicos, observam-se em torno dos vermes, células
inflamataorias (histiocitos, neutrofilos e eosinofilos) (Cross, 1987).

Esta doenca apresenta sintomas clinicos variaveis, que podem se manifestar

por meses. Podem aparecer os seguintes sintomas: febre, vOmito, nauseas,
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irritabilidade, auséncia de reflexo nos tenddes, retengcdo ou incontinéncia anal e
urinaria, rigidez no pescogo, prurido, exantema, dor abdominal, lesbes oculares
permanentes (Kuberski et al. 1979, Punyagupta et al. 1975; Wang et al., 2008). A
angiostrongiliase raramente é fatal e a mortalidade é maior entre as criangas. A
eosinofilia pode ser constatada no sangue periférico e no liquor pela citologia.
Algumas infec¢des secundarias bacterianas também podem ser observadas (Wilson,

1991).

1.2 Métodos de diagndstico das angiostrongiliases

A confirmag&o dos casos suspeitos de angiostrongiliase abdominal pode ser
feita pelo exame histopatologico de bidpsia ou pecgas cirurgicas (Rey, 2001). Devido
a forte reacao inflamatoria, as formas larvais ndo sdo capazes de alcancar a luz
intestinal, ndo sendo possivel, entdo, um diagnostico através de exames de fezes
(Morera, 1985; Graeff-Teixeira et al., 1997). Os testes imunoldgicos empregados
para o diagnostico sdo: a) aglutinagdo em particulas de latex, empregando antigenos
totais de vermes adultos, com baixa especificidade; b) teste imunoenzimatico
(ELISA) utilizando antigenos brutos provenientes de vermes adultos fémeas para a
deteccdo de imunoglobulina G (IgG), apresentando especificidade de 83% e
sensibilidade de 86% (Graeff-Teixeira et al., 1997); c) ELISA utilizando antigeno de
ovos de A. costaricensis com especificidade de 87% e sensibilidade de 90,5%
(Mesén-Ramirez et al., 2008). A reatividade cruzada com outros nematdédeos tem
sido um problema para o desempenho satisfatério de especificidade destes testes
(Graeff-Teixeira et al., 1997; Mesén-Ramirez et al., 2008). A detecgdo de acidos

nucléicos no soro pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), ndo faz parte da
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rotina de exames, embora represente uma possibilidade de deteccéo da infecgdo em
sua fase aguda (Silva et al., 2003).

Na angiostrongiliase cerebral, a analise do liquor demonstra a presenca de
eosinofilos e muito raramente, das larvas (Punyagupta et al., 1975). O diagndstico
diferencial da meningite eosinofilica € importante visando a exclusdo de casos de
gnatostomiase, baylisascariase, cisticercose, toxocariase e hidatidose, cujas
manisfestagdes clinicas sdo semelhantes (Re Il & Gluckman, 2003). Como na
angiostrongiliase abdominal, o exame de fezes € inutil, pois nunca foi demonstrada a

eliminagao de larvas pelo homem.

1.3 Hemoglobinases

A. cantonensis e A. costaricensis sdo vermes que vivem dentro das artérias do
hospedeiro, portanto, € provavel que eles retirem os nutrientes necessarios para a
sua sobrevivéncia a partir do sangue do hospedeiro, degradando a hemoglobina,
dentre outras moléculas. Quando observados macroscopicamente ou em pequeno
aumento ao microscopio, esses vermes apresentam o tubo digestivo bem marcado,
de cor vermelho escuro, cheio de sangue do hospedeiro (figura 5). Dentre as
enzimas digestivas desses nematddeos, as que degradam hemoglobina, foram
identificadas em A. cantonensis com maior atividade no tubo digestivo do que em

outros 6rgéos (Maki et al., 1982, Kasschau, M. R. et al, 1986).
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Figura 5 —Angiostrongylus cantonensis - Verme adulto com tubo digestivo
bem visivel de cor vermelho pela presenga de sangue do hospedeiro no seu interior.

Fotografia feita por Camila Krug, Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS.

Alguns helmintos como Schistosoma mansoni e Fasciola hepatica, adquirem a
hemoglobina do hospedeiro apds ingerir suas hemacias (Lowther et al., 2009, Dalton
et al., 1997). Essa hemoglobina vai para o intestino do parasito, onde é degradada
em dipeptideos e aminoacidos livres. Esses aminoacidos sdo essenciais para o
crescimento, desenvolvimento, e reproducdo do verme (Brindley et al., 1997
Zussman et al., 1970). Na rota de degradagdo da hemoglobina s&o encontradas
enzimas com atividades proteoliticas, as hemoglobinases (Dresden & Deelder, 1979,
Brindley et al., 1997, Dalton et al., 2003).

As proteases sao enzimas que degradam proteinas, catalisando a clivagem de
ligagcbes peptidicas. Elas s&do divididas em quatro grandes grupos, baseando-se no
tipo do grupo funcional presente no sitio catalitico das enzimas: serino, metalo,
carboxilo e tiol proteases (Maki et al., 1982, Mckerrow, 1988).

O numero de proteases que tem sido descobertas com o papel de degradar

hemoglobina em Schistosoma mansoni e Fasciola hepatica € grande, e inclui
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catepsinas do tipo L, D, C e B. A maior parte € do tipo carboxilo, mas aparece
também o tipo tiol (Brindley et al., 1997, Baig et al., 2002, Dalton et al., 2003). A
presenga dessas hemoglobinases foi demonstrada também em outros parasitos que
dependem da degradagdo da hemoglobina para sua sobrevivéncia, incluindo
Plasmodium falciparum (Dahl et al., 2005), Ancylostoma caninum (Harrop et al.,
1996), Strontrongyloides stercoralis (Gallego et al., 1998), Haemonchus contortus
(Longbottom et al., 1997), Caenorhabditis elegans (Ray & McKerrow, 1992),
Haplometra cylindracea (Hawthorne et al., 1994) e Paragonimus westermani (Choi et

al., 2006).
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL.:

Estudar hemoglobinases de Angiostrongylus spp

OBJETIVO ESPECIFICO:
Verificar a presenca de atividade hemoglobinolitica em extratos soluveis de

Angiostrongylus spp.
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ABSTRACT

The two main species in the genus Angiostrongylus that cause human disease
are A. cantonensis and A. costaricensis. These parasites have different tissue
tropism, A. cantonesis is neurotropic and causes eosinophilic meningoencephalitis, A.
costaricensis is located in the mesentery causing abdominal angiostrongyliasis.
Immunological tests currently used for angiostrongyliasis diagnosis are limited by low
especificity. Otherwise, specialized functional proteins, such as enzymes, may lead to
more specific reactivity. The aim of the present work is to identify hemoglobinotytic
activity in A. cantonensis. Digestive organs from the female worms were
homogenized in lyses buffer. The protein extract (AcPE) was incubated whit bovine
hemoglobin (BHh) at different pH range. Zymography assay was carried out by
copolimerized SDS-PAGE with either 0.4% BHb or 0.1% gelatin. Hemoglobin
degradation was well demonstrated at an extensive pH range, from 3.0 to 7.0. No
degradation bands were detected by zymography either with gelatin or hemoglobin as
substrate. These limited data from zymography and those from pH titration may
suggest that AcPE contains not a single component but a low abundance enzyme
complex. The identification, characterization and clonning of molecules with

hemoglobinolytic activity stays as a prioritary aim.

Key words

Angiostrongylus; Hemoglobinases; Proteases
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1. Introduction

The two main species in the genus Angiostrongylus that cause human disease
are A. cantonensis and A. costaricensis. These parasites have different tissue
tropism: A. cantonesis is neurotropic and causes eosinophilic meningoencephalitis
(Malek & Chen, 1974; Alicata, 1991). A. costaricensis is located in the mesentery and
it is the etiologic agent of abdominal angiostrongyliasis causing gastrointestinal
symptoms such as acute abdominal pain or perforation of the intestinal wall (Graeff-
Teixeira et al., 2005).

Several helminthes ingest their hosts' blood and degrade hemoglobin into
dipeptides and free amino acids. These amino acids are essential for worm growth,
development and reproduction. In the course of hemoglobin degradation route there
are some proteolytic enzymes called hemoglobinases (Zussman et al. 1970; Dresden
& Deelder 1979; Brindle et al. 1997; Dalton et al. 2003).

Hemoglobin degradation has been studied in several parasites,
like Plasmodium falciparum (Dahl et al. 2005), Ancylostoma caninum (Harrop et al
1996), Strongyloides stercoralis (Gallego et al. 1998), Haemonchus contortus
(Longbottom et al. 1997), Caenorhabditis elegans (Ra et al. 1992), Haplometa
cylindracea (Hawthorne et al. 1994), Paragonimus westermani (Choi at al. 2006),
Schistosoma mansoni (Brindley et al. 1997) and Fasciola hepatica (Dalton et al.
2003). From such studies, cathepsins L, D, C and B have been identified (Baig et al.
2002). Hemoglobinolytic activities have also been demonstrated in A.
cantonensis (Maki et al. 1982, Kasschau et al. 1986). It is reasonable to think that
both A. costaricensis and A. cantonensis have hemoglobinolitic activities since they

live inside arteries and may rely on hemoglobin degradation as a nutrient source.
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We report here the experiments searching for hemoglobinolytic activities in

protein crude extracts from A. cantonensis.

2. Materials and Methods:

2.1 Worms:

A. cantonensis was chosen as experimental model since it is easier than
A.costaricensis to get large numbers of worms. Animal handling was made according
to brazilian rules and the protocol was approved by PUCRS Ethics Committee on

Animal Use, number 45/08 08/26.

2.2 Angiostrongylus cantonensis Protein Extract (AcPE):
Forty adult female worms had their digestive organ isolated by micro dissection under
a stereomicroscope. The procedure was done on the cooler ceramic plate (4
°C) used for electrophoresis (Amersham, EUA). The digestive organs (DO) separated
from the worms were homogenized in lyses buffer (50mM Tris, pH 7.4, 0.1% Triton-
X100) in liquid nitrogen. Samples were centrifuged twice at 4° C for 30 minutes,
30000%xg. The protein content of supernatants was quantified by Bradford method

(Bio-Rad Protein Assay) and stored at -20°C until use.

2.3 Hemoglobinolytic Activity Assay:
In order to assess hemoglobinolytic activity, 0,39ug of AcPE was incubated
adding 2pug bovine hemoglobin(BHb) (SIGMA) in Tris-buffer (50mM, pH 5.0) for 18h

at 37°C. Samples were then analyzed by 12% SDS-PAGE (Laemmli 1970). BHb only
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was used as negative control and BHb plus cathepsin-B as a positive. Proteins were

stained by Coomassie Blue R-250.

2.4 pH Titration Assay:
2ug BHb was incubated adding 0,39 pg AcPE in Tris-buffer at different pHs
values (3 to 7) for 24 h at 37°C. After that samples were analyzed by 12% SDS-

PAGE as describe above.

2.5 Inhibition Assay:

In an attempt to identify proteases classes with hemoglobinolytic activity
different inhibitors were incubated with a mixture of the AcPE and the substrate: E-64
(5uM); EDTA (5mM); PMSF (1mM); TPCK (1mM); APMSF (100uM). Each inhibitor
was separately added to sample containing 2ug BHb and 0,39ug AcPE in Tris-buffer
incubated for 18h at 37°C. Samples were analyzed by 12% SDS-PAGE as describe

above.

2.6 Zymography

For the zymographic study 12% SDS-PAGE gels were copolimerized with
either 0.4% BHb or 0.1% gelatin and before samples were added they were
submitted to 150 V for 15 min as previously described (Mehrzad et al. 2005). 15.8ug
samples of AcCPE were separated by application of a 200 V and staining was done
with Coomassie Blue R-250, after a washing steps with Triton X-100 2,5% for 30 min

and Tris-HCI 50mM pH 5,0 for 15h at 37°C.
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3. Results

AcPE when assayed with the Bradford method showed a protein yield of 132
mg/ml. The hemoglobinolytic activity assay showed BHb degradation by AcPE (see
fig.1).

Interestingly the pH titration assay showed no significant difference at the
range of pH 3 to 7 (see fig.2).

At the inhibition assay a reduction in intensity both of the 64kDa BHb subunit
by EDTA (fig. 3) and 32kDa BHb subunit by E64 inhibitor (fig. 4) was detectable. This
inhibition was not confirmed in one replica of the experiment. Current shortage of
worms in the laboratory prevented further replicates of this experiment in order to
confirm the findings. Inhibition was not observed with PMSF, TPCK and APMSF-.

No hemoglonolytic activity of ACPE was evident at the zymography gel. (fig. 5).

27



<4— 64 kDa

<4— 32KkDa

Figure 1 — Hemoglobinolytic Activity Assay — SDS-PAGE of hemoglobinolytic
activity assay in 12% polyacrylamide gel stained with Coomassie blue. The samples
were incubated for 18 h at 37°C and analyzed by 12% SDS-PAGE. M — Molecular
weight markers; 1 — negative control (2 ug HbB); 2 — positive control (2 ug HbB,
catepsin B 0,025 U/uL); 3 — 2 ug HbB and AcPE (0,39 ug).

M C 30 40 50 60 7.0 (pH)

55kDa —
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Figure 2 — pH Titration Assay. SDS-PAGE of pH titration assay in 12%
polyacrylamide gel stained with Coomassie blue. The samples (2 ug HbH, 0,39 g
AcPE) were incubated for 24 h at 37°C, in buffer Tris-HCL at different pHs. M -
Molecular weight markers; the pH range is represented up to gel; C - positive control
(2 ug HbH).

Figure 3 — Inhibition Assay — SDS-PAGE of inhibition assay in 12%
polyacrylamide gel stained with Coomassie blue. M — Molecular weight markers; 1 —
negative control (HbB, in 50 mM Tris-HCI (pH 5.0)); 2 — positive control (HbB, AcPE
in 50 mM Tris-HCI (pH 5.0)); HbB, AcPE in 50 mM Tris-HCI (pH 5.0) adding different
inhibitors: 3 - E-64; 4 — EDTA; 5 — PMSF; 6 — TPCK; 7 — APMSF.
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55kDa __

Figure 4 - Inhibition Assay —-SDS-PAGE of inhibition assay in 12%
polyacrylamide gel stained with Coomassie blue. M —Molecular weight markers; 1 —
negative control (HbB, in 50 mM Tris-HCI (pH 5.0)); 2 — positive control (HbB, AcPE
in 50 mM Tris-HCI, pH 5.0); HbB, AcPE in 50 mM Tris-HCI (pH 5.0) adding different
inhibitors: 3 - E-64; 4 — EDTA; 5 — PMSF; 6 — TPCK; 7 — APMSF.

Figure 5 — Zymography Assay — SDS-PAGE of zymography assay in 12%
hemoglobin.copolimerized polyacrylamide gel stained with Coomassie blue. 1 —
AcPE; 2 — positive control (catepsin B 0,025 U/uL).
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4. Discussion:

Cross reactivity is a problem for immunodiagnosis of helminthiasis. Improvement
of serological methods has been a long standing challenge and several strategies
have been employed: purifications through chromatography and anatomic extracts
such as surface antigen (Harrison et al. 2008) or excretion-secretion antigens
(Teixeira-Caldeira et al. 2008) and selection of stage or phase specific antigens
(Pietkiewicz et al. 2007), like the 205 kDa A. cantonensis 5" stage larvae (Chye et al.
1997). Sometimes improvement is possible by selecting antibody-class specific
responses, like IgG4 in filariasis (Ottensen et al. 1985).

Structural proteins are the most abundant molecules in complex antigen extracts.
These proteins are usually philogenetically conserved and shared among several
organisms. Antibody that recognizes those proteins may cause cross reactivity and
false-positive results. Otherwise, specialized functional proteins, such as enzymes,
may lead to more specific reactivity.

Due to the peculiar location of intravascular worms, enzymes which degrade
hemoglobin may be potential targets for specific immune response (Noya et al. 2003,
Loukas et al. 2005). Moreover it may constitute therapeutic targets since inhibition of
hemoglobin degradation may impair parasite fithess, as evidenced by Sijwali and
coworkers in a Plasmodium falciparum gene silencing study (2006).

Parasites that live inside biliary tree and venous mesenteric blood such as
Fasciola hepatica and Schistosoma mansoniingest their host’'s blood and degrade
hemoglobin to provide necessary nutrients for worm growth, development and
reproduction (Brindley et al., 1997 Zussman et al., 1970). This probably also occurs in

Metastrongyloidea superfamily: In Angyostrongylus cantonensis hemoglobinolytic
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activity have already been identified (Maki et al. 1982, Kassachau et al. 1986)
although not with the same purposes as those in the present investigation.

Among that superfamily there are two main parasites causing human disease
that may be considered of public and individual health concern. Angiostrongylus
costaricencis may cause severe abdominal disease with intestinal obstruction,
peritonitis and sepsis (Céspedes et al. 1967). A. cantonensis it is the causative agent
of eosinophilic meningoencephalitis (Beaver & Rosen 1945, Re Ill & Gluckman 2003;
Wang et al. 2008). Abdominal angiostrongyliasis was first reported in Costa Rica
where it is considered a public health problem (Morera 1980). A. costaricencis occurs
throughout Americas, from the southern USA to northern Argentina (Morera 1973,
Pena et al. 1995). Isolated cases were reported in Africa and Europe (Baird et al.
1987, Vazquez et al. 1993). In southern Brazil abdominal angiostrongyliasis is a more
frequent cause for intestinal obstruction and perforation than other intestinal
inflammatory diseases like ulcerative colitis and tuberculosis (Agostini et al. 2001).

Cases of eosinophilic meningitis have been reported in the southeastern Asia
and Pacific basin (Kliks & Palumbo 1992, Uchikawa et al. 1984, Wang et al, 2008),
and several reports describe the spreading of the infection worldwide (Brown et al.
1986, Heaton & Gutteridge 1980) including two recently detected active transmission
foci in Brazil: Cariacica, Espirito Santo, and Recife, Pernambuco (Caldeira et al.
2007; Ana CA Silva, personal communication). A few outbreaks have also been
reported (Tsai et al. 2001, Kliks et al. 1982).

Angiostrongyliasis is transmitted through contaminated food what and alert was
raised on food safety in countries like the U.S.A. (Qvarnstrom et al. 2007). In non

endemic countries without active transmission foci the parasite may be introduced by
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food trade. Besides that, increased travel facilities expose a growing number of
people outside of well-known endemic areas (Kirsch et al. 2008, Vazquez et al.
1993).

Parasitological diagnosis can not be performed in both forms of angiostrongyliasis
since larvae probably are retained in human tissues by the inflammatory reaction and
prevented to reach feces (Alicata 1965, Morera 1985, Graeff Teixeira et al. 1997).
Suspected cases may be confirmed by anatomopathological examination of biopsies
or surgical specimens (Graeff-Teixeira et al. 1991). Besides other outdated methods,
like precipitin tests, immunological tests currently used for diagnosis are: a) latex
agglutination, employing adult worms crude antigens (Morera 1987);
b) immunoglobulin G (IgG) detection by immunoenzymatic assay (ELISA) employing
female worms crude extracts, with 83% specificity and 86% sensibility (Graeff-
Teixeira et al. 1997); c) egg antigen ELISA, with 87% specificity and 90,5% sensibility
(Mesén-Ramirez et al., 2008). PCR has been described for detection of nucleic acids
at acute phase of infection in serum, although it lacks a more extensive evaluation
(Silva et al.2003).

Larvae are seldom identified in cerebrospinal fluid in A. cantonensis infection
(Punyagupta et al. 1975). For the differential diagnosis of eosinophilic meningitis is
necessary the consideration of gnathostomiasis, bayliascariasis, Ccisticercosis,
toxocariasis, paragonimiasis, neuroschistosomiasis infections, among other less
frequent causes that may produce similar clinical manifestations (Re Il & Gluckman
2003).

Besides the need for improved diagnosis, the background justification for the

present investigation is the testing of the hypothesis that functional specialized
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proteins are better source of antigens for diagnosis. A. cantonensis was chosen as
experimental model since it is easier than A.costaricensis to get large numbers of
worms. As long as both species are distinctly located in their hosts, occur in different
areas and also manifest distinct clinical manifestations, there is a possibility to use
heterologous antigen.

Hemoglobin degradation was well demonstrated in the present results, what
may indicate the important role of molecules with these activities for the survival of
the parasite as it has been considered with other hematophagous parasites (Dalton et
al. 1995, Becker et al. 1999).

Interestingly the hemoglobinolytic activity was observed in an extensive pH
variation suggesting that A. cantonensis may have a complex of molecules with
different optimums pHs (Fig 2). Several studies have been shown pH effects on
enzyme activity (Choi et al. 2006, Gluzman et al.1994). At least three different classes
of hemoglobin degrading proteases are found in a hematophagous parasite
Plasmodium falciparum (Willimson et al. 2004).

The protease inhibitor E64 showed some effect at the inhibition assay (fig. 4)
suggesting that a cysteine protease may be involved in the degradation of
hemoglobin as previously shown with other parasites (Choi et al. 2006, Dalton et al.
1996, Dalton et al. 2003). EDTA inhibitory effect was also observed (Skinner-Adams
et al. 2007) suggesting that metaloproteases may also be present in AcPE. However
further replicates of the inhibition assay are necessary to confirm these results. In
addition PMSF, TPCK and APMSF inhibitors did not show any effect.

Several zymography assays were made in order to identify hemoglobinolytic

compounds without success even when gelatin was employed as a substrate. These
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limited data from zymography and those from pH titration may suggest that AcPE
contains not a single component but a low abundance enzyme complex. Additional
explanation for zymography's results may be that proteins are usually reduced and
alkylated during electrophoresis. Approximately 89% of proteins contain cysteine and
17% of their tryptic peptides contain at least one cysteine. Cysteine can also form
adducts with free acrylamide monomers during gel electrophoresis (Barret et al.
2005). Several trials to perform zymography with native gels were unsuccessful.
Efforts to obtain large masses of worms and to test a number of different
strategies for protein purification and concentration without lack of enzyme activity
constitute the immediate study perspectives. The identification, characterization and
clonning of molecules with hemoglobinolytic activity stay as a prioritary aim. From
these efforts better antibodies detections systems, new targets for therapy

and extensive testing of the "especialized functional proteins" hypothesis may arise.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O diagnéstico das angiostrongiliases apresenta-se como um grande problema,
pois devido a uma forte reacédo inflamatéria o homem nao elimina larvas nas fezes
nao sendo possivel a sua identificacdo através do exame de fezes (Alicata 1965,
Morera 1985, Graeff-Teixeira et al. 1997). Varios sado os desafios para o
aprimoramento de testes imunoldgicos. Os métodos de deteccdo de antigenos tem
problemas, pois exatamente as moléculas mais antigénicas, antes de serem
detectadas no exame séo capturadas in vivo e dificilmente circulam incélumes. Os
métodos de deteccdo de anticorpos apresentam uma baixa especificidade,
especialmente com organismos complexos como os helmintos, onde abundam
proteinas geralmente compartilhadas com outros agentes infecciosos. Testes para
deteccao de acidos nucléicos, como a reacdo em cadeia da polimerase, detectam
apenas a infecgcdo em sua fase aguda. Muitas vezes o esclarecimento diagnostico
se faz necessario varias semanas apos a fase aguda e também permanece a
necessidade de métodos de diagndstico para investigagdes epidemioldgicas, onde a
contabilizag&o das infec¢cbes passadas também importa. Esses problemas justificam
os estudos de novas técnicas de diagnostico que apresentem uma menor reatividade
cruzada para os métodos sorologicos.

Nesse trabalho foi confirmada a presenca de moléculas com atividade
hemoglobinolitica em Angiostrongylus cantonensis. Outro resultado foi a
constatagao da atividade de degradagédo em diferentes pHs, sugerindo que o parasito
possua proteases de diferentes classes, o que também ja foi demonstrado em outros

parasitos hematéfagos como Plasmodium falciparum (Willimson et al. 2004). A n&o
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visualizagao da degradagao do substrato na zimografia sugere também um complexo
de proteinas em pequena quantidade.

Essas enzimas com atividade de degradagao de hemoglobina podem ser alvos
potenciais de resposta imune relativamente especifica (Noya, et al., 2003, Loukas, et
al., 2005). As proteinas estruturais especializadas possivelmente possuam uma
deteccdo de anticorpos mais especifica posssivelmente apresentando uma
reatividade pelo menos grupo-especifica. A produgdo de grande quantidade de
vermes e exploragcdo de diversas estratégias de concentragdo do extrato protéico,
sem perda da atividade da enzima, constituem as perspectivas imediatas de
trabalho, visando a identificagdo, caracterizacdo e produgdo em larga escala de
moléculas com atividade hemoglobinolitica. Disto podera resultar a identificacdo de
antigenos uteis para diagndstico e contribuir na avaliagdo da hipotese de que
proteinas funcionais especializadas proporcionam sistemas de deteccédo de

anticorpos com maior especificidade.
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