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RESUMO

Rhinella marina é uma espécie que encontra - se distribuida amplamente na regido
Neotropical e apresenta parasitismo por uma grande diversidade de helmintos, refletindo
assim a diversidade local. No entanto, poucos sdo os trabalhos que abordam aspectos
histopatoldgicos e sobre a interagdo helminto-hospedeiro para esta espécie de anfibio.
Baseado nessas premissas, 0 presente trabalho tem como objetivo caracterizar os diferentes
aspectos histopatologicos da interacdo de nematddeos e Platyhelminthes intestinais de R.
marina naturalmente poliparasitada. Foram coletados trés exemplares de Rhinella marina na
area urbana do municipio de Belém e em seguida necropsiados e sexados. O intestino do
hospedeiro foi separado e posteriormente fixados, desidratados, incluidos em historesina,
posteriormente seccionados e corados para analise microscopica. Os trés exemplares de R.
marina analisados estavam parasitados por mais de uma espécie de helminto (Capillaria sp.
33 %, Oswaldocruzia belenensis 33 %, Lanfrediella amphicirrus 100 %, Mesocoelium
lanfrediae 100%), tendo sido identificados ao longo dos segmentos intestinais (inicial, médio
e final). Os trematodeos da espécie M. lanfrediae foram encontrados aderidos em diferentes
niveis de profundidade na mucosa intestinal, desde a regido mais externa dos vilos até a
regido mais basal da mucosa a fixacdo mecanica do helminto ndo causou leséo epitelial ou
celular aparente, nem tdo pouco solucéo de descontinuidade com a lamina prépria ou mesmo
com a submucosa. Os cestddeos da espécie L. amphicirrus se fixa as glandulas intestinais
através de suas ventosas, as quais realizam leve apreensdo e succdo do epitélio de
revestimento do epitélio glandular. Esta fixacdo mecanica ndo causou lesdo epitelial ou
celular aparente, nem solucdo de descontinuidade com a lamina propria ou mesmo com a
submucosa. Nematddeos da espécie Capillaria sp. estdo inseridos diretamente nas células da
mucosa intestinal causando discreta hemorragia em direcdo ao Iumen do 6rgdo, discreta
infiltracdo leucocitaria adjacente a superficie cuticular do nematdédeo. A interacdo de
exemplares de Oswaldocruzia belenensis aparentemente ndo causa fixacdo mecanica estando
livres no Iimen e a superficie do epitélio de revestimento e ndo foi observado infiltrados
inflamatorios ou aglomerac6es e formac6es de centros de melanomacréfagos. Os achados do
presente trabalho ndo evidenciam alteracdes teciduais que estejam relacionadas com possiveis
alteracbes patoldgicas. No entanto, baseado no tamanho e quantidade de moléculas
imunogénicas liberados pelas mais variadas espécies de helmintos em um mesmo ambiente,
esperava-se uma reacdo imunoldgica exacerbada do hospedeiro. Produtos estes derivados de
atividades metabodlicas de seus processos digestivos/reprodutivos proprios, no entanto,
parecem haver um convivio harmonioso entre quatro espécies distintas de helmintos no
mesmo microambiente de seu hospedeiro: o intestino.

Palavras-Chave: Interacdo helminto-hospedeiro, histopatologia de anfibios, Bufonidae



ABSTRACT

Rhinella marina is a species that is distributed widely in the Neotropical region and can be
found parasitized by a great diversity of helminths, which reflecting the local diversity.
However, few studies have addressed histopathological aspects and the helminth-host
histopathological aspects of the interaction of nematodes and intestinal Platyhelminthes of R.
marina found naturally parasitized. Three specimens of Rhinella marina were collected in the
urban area of Belém and then necropsied and sexed. The intestines were to be later fixed,
dehydrated, included in historesin, then sectioned and stained for microscopic analysis. The
three specimens of R. marina analyzed were parasitized by more than one species of helminth
(Capillaria sp. 33%, Oswaldocruzia belenensis 33%, Lanfrediella amphicirrus 100%,
Mesocoelium lanfrediae 100%) and were identified along the intestinal segments. M.
lanfrediae were found attached at different levels in the intestinal mucosa, from the surface of
the villi to the most basal mucosal region, mechanical fixation of the helminth did not cause
any apparent epithelial or cellular lesion, nor any solution discontinuity with the lamina
propria or even with the submucosa. L. amphicirrus attached to the intestinal glands through
their suckers, which carry out mild apprehension and suctioning of the glandular epithelium.
This mechanical fixation did not cause apparent epithelial or cellular lesion, nor discontinuity
solution with the lamina propria or even the submucosa. The nematodes Capillaria sp. are
inserted directly into the cells of the intestinal mucosa causing slight hemorrhage towards the
lumen of the organ, a discrete leukocyte infiltration adjacent to the cuticular surface of the
nematode. Oswaldocruzia belenensis specimens apparently does not cause mechanical
fixation and can be found free in the lumen and the surface of the epithelium and no
inflammatory infiltrates or agglomerations and formation of melanomacrophages centers have
been observed. The findings of the present study do not show any evident tissue changes that
are related to possible pathological alterations. However, based on the size and quantity of
immunogenic molecules released by the most varied species of helminths in the same
environment, an exaggerated immune reaction of the host was expected. These products
derive from metabolic activities of their own digestive/reproductive processes; however, there
seems to be a harmonious coexistence between four distinct species of helminths in the same
microenvironment of their host: the intestine.

Key words: Helminth-host interaction, histopathology of amphibians, Bufonidae
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ARTIGO
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RESUMO: O presente trabalho tem como objetivo caracterizar os diferentes aspectos
histopatoldgicos da interacdo de nematddeos e Plathyhelminthes intestinais de Rhinella
marina naturalmente poliparasitada. Foram coletados trés exemplares de Rhinella marina na
area urbana do municipio de Belém e em seguida necropsiados, sexados para serem
posteriormente fixados, desidratados, incluidos em historesina, posteriormente seccionados e
corados para analise microscopica. Os trés exemplares de R. marina analisados estavam
parasitados por mais de uma espécie de helminto (Capillaria sp. 33 %, Oswaldocruzia
belenensis 33 %, Lanfrediella amphicirrus 100 %, Mesocoelium lanfrediae 100%), tendo sido
identificados ao longo dos segmentos intestinais (inicial, médio e final). Os trematddeos da
espécie M. lanfrediae foram encontrados aderidos em diferentes niveis de profundidade na
mucosa intestinal, desde a regido mais externa dos vilos até a regido mais basal da mucosa a
fixacdo mecénica do helminto ndo causou lesdo epitelial ou celular aparente, nem t&o pouco
solucgéo de descontinuidade com a lamina propria ou mesmo com a submucosa. Os cestddeos

da espécie L. amphicirrus se fixa as glandulas intestinais através de suas ventosas, as quais
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realizam leve apreensdo e succdo do epitélio de revestimento do epitélio glandular. Esta
fixacdo mecénica ndo causou lesdo epitelial ou celular aparente, nem solucdo de
descontinuidade com a lamina propria ou mesmo com a submucosa. Nematodeos da espécie
Capillaria sp. estdo inseridos diretamente nas células da mucosa intestinal causando discreta
hemorragia em direcdo ao limen do orgdo, discreta infiltracdo leucocitaria adjacente a
superficie cuticular do nematddeo. A interacdo de exemplares de Oswaldocruzia belenensis
aparentemente ndo causa fixacdo mecéanica estando livres no limen e a superficie do epitélio
de revestimento e ndo foi observado infiltrados inflamatorios ou aglomeracdes e formacdes de
centros de melanomacréfagos. Os achados do presente trabalho ndo evidenciam alteracGes
teciduais que estejam relacionadas com possiveis alteracfes patologicas. No entanto, baseado
no tamanho e quantidade de moléculas imunogénicas liberados pelas mais variadas espécies
de helmintos em um mesmo ambiente, esperava-se uma rea¢do imunoldgica exacerbada do
hospedeiro. Produtos estes derivados de atividades metabdlicas de seus processos
digestivos/reprodutivos proprios, no entanto, parecem haver um convivio harmonioso entre as
quatros espécies distintas de helmintos no mesmo microambiente de seu hospedeiro: o
intestino.

Rhinella marina (Linnaeus, 1758), anfibio comumente encontrado nas Américas do
Norte, Central e do Sul e Australia, apresenta parasitismo por helmintos que reflete a
diversidade local, a inespecificidade alimentar e as interacdes ecoldgicas do nicho onde se
encontra. Como exemplo disto; somente na Amaz6nia oriental brasileira, nos Gltimos anos ja
foram descritos alguns helmintos que ainda ndo haviam sido relatados em R. marina, no
Brasil, como: os nematodeos Oswaldocruzia belenensis, observado no intestino delgado
(Santos et al., 2008) e Rhabdias paraensis parasitando os pulmdes (Santos et al., 2011); o
cestodeo Lanfrediella amphicirrus (Melo et al., 2011) e o trematddeo Mesocoelium lanfrediae

ao longo do intestino (Gomes et al., 2013) e, ainda, diferentes estagios larvares dos



nematodeos Ortleppascaris sp. no figado (Silva et al.,, 2013a) e Eustrongylides sp. na
cavidade abdominal (Melo et al., 2016).

Embora a diversidade da helmintofauna de R. marina venha sendo constantemente
registrada ao longo das Américas e Australia, poucos sdo os trabalhos que abordam aspectos
histopatoldgicos da interacdo helminto-hospedeiro nesta espécie de anfibio. Analises dos
aspectos de infeccdo experimental de helmintos em R. marina foram realizadas por: Pizzato
and Shine (2011) analisando a dindmica de infeccdo de pulmdes de R. marina com Rhabdias
pseudosphaerocephala e Nelson et al., (2015) avaliando a dindmica de infeccdo por Rhabdias
spp. em pulmdes de diversas espécies de anfibios incluindo R. marina.

Por outro lado, estudos sobre aspectos histopatoldgicos de infecgbes naturais entre
helmintos e R. marina foram realizados por: Pizzato et al., (2010) analisando pulmdes
infectados por Rhabdias pseudoesphaerocephala. Silva et al., (2013b) caracterizaram a
infeccdo hepatica por larvas de Ortleppascaris sp.; Kelehear et al., (2015) descreveram a
infeccdo por Acanthocephala em bexiga urinéria e Santos et al., (2016) descrevendo a
interacdo de Rhabdias paraensis com pulmdes de R. marina Kelehear and Jones (2010)
caracterizaram sete espécies diferentes de larvas de nematddeos encistadas no estdmago deste
e de outros anfibios. O presente trabalho tem como objetivo caracterizar os diferentes
aspectos histopatoldgicos da interagdo de nematddeos e Plathyhelminthes no intestino de R.
marina naturalmente poliparasitada.

MATERIAL E METODOS

No més de abril do ano de 2015, foram coletados por busca ativa, trés (03) exemplares
de Rhinella marina em regido peridomiciliar na area urbana do municipio de Belém (01°24°S,
48°28’W), Estado do Para, na Amazonia oriental brasileira. Os anfibios foram coletados sob a
licenca SisBio/ICMBIO N° 53557. Esses exemplares foram levados ao laboratorio de biologia

celular e helmintologia, anestesiados com cloridrato de lidocaina a 2% pesados em balanca



analitica FILIZOLA® (Beyond Technology, Campos Grande/MS, N° 10454) e em seguida
necropsiados, sexados e seus orgaos foram analisado para busca de helmintos.

O intestino foi isolado por barbantes antes de ser retirado, colocado em placa de Petri
com solucdo fixadora de Glutaraldeido a 2,5% tamponado com Cacodilato de sodio 0,1 M a
pH 7,4. A solucdo fixadora também foi aplicada internamente e o 6rgdo foi fixado por 24
horas. Posteriormente a fixacdo o intestino delgado foi subdividido em terco inicial, médio e
final; desidratado em série etandlica crescente; infiltrados em proporcfes decrescentes de
Etanol-Historesina® (5:1 a 1:1, 24h em cada etapa) até a inclusdo em Historesina® (adaptado
do protocolo do fabricante LEICA®). A inclusdo foi realizada em historesina conforme o
protocolo do fabricante, com polimerizacao a 40° C, por 48 horas.

Seccbes seriadas de 3 pm foram realizadas em micrétomo Leica RM 2235
(Biosystems, China, N° 10034) dispostas sequencialmente em laminas, coradas com Azul de
toluidina 1% e Fucsina acida e montadas com Entellan® (Merck, Darmstadt, Germany). A
andlise foi realizada em microscépio Olympus BX53 (Olympus America, Center Valley,
Pennsylvania) equipado com cémera digital e sistema de captura de imagem Olympus
CellSens Standard 1.9 (Olympus, Japan).

RESULTADOS

Os trés exemplares de R. marina analisados estavam parasitados por mais de uma
espécie de helminto (Capillaria sp. 33 %, Oswaldocruzia belenensis 33 %, Lanfrediella
amphicirrus 100 %, Mesocoelium lanfrediae 100%), tendo sido identificados ao longo dos
segmentos intestinais (inicial, médio e final), o parasitismo pelos trematdédeos Mesocoelium
lanfrediae, pelos cestdédeos Lanfrediella amphicirrus e pelos nematédeos exemplares adultos
de fémeas de Capillaria sp. e formas adultas de Oswaldocruzia belenensis.

Deste modo, mesmo compartilhando o ambiente intestinal no poliparasitismo, cada

espécie apresentou diferentes formas de interacdo com o 6rgéo, como descrito a seguir:



Interacdo Mesocoelium lanfrediae x Rhinella marina
Os trematddeos da espécie M. lanfrediae foram encontrados distribuidos ao longo de

toda a extensdo do intestino (tercos inicial, médio e final) (Figs. 1 A — C). Apresentam corpo
com aspecto foliaceo, vitelario situado nos campos laterais do corpo, ventosas oral e ventral
simétricas, dois testiculos, numerosos ovos operculados preenchendo grande parte do corpo
do helminto, e tegumento coberto por espinhos (Figs. 1E — H) .

O sitio de parasitismo deste trematodeo abrange diferentes niveis de profundidade na
mucosa intestinal, desde a regido mais externa dos vilos intestinais até a regido mais basal da
mucosa, adjacentes ou no lumen das glandulas intestinais e (no terco inicial) uma vez dentro
destas, também, préximos a desembocadura das glandulas submucosas (Figs. 1B — D).

Alguns espécimes apresentavam-se inseridos profundamente na mucosa, em estreito
contato com o epitélio das glandulas intestinais, onde frequentemente se observou a secrecao
das células caliciformes sendo depositadas integralmente sobre o tegumento do parasito (Figs.
1F — H).

A fixacdo do M. lanfrediae aos vilos e glandulas intestinais ocorre tanto por meio da
ventosa oral quanto ventosa ventral, estruturas musculares que realizam leve apreenséo e
succdo do epitélio de revestimento da mucosa, as quais tornam-se levemente projetadas,
preenchendo toda a cavidade destas estruturas do parasito com as células epiteliais da mucosa
do hospedeiro. Este tipo de fixacdo mecanica ndo causou lesdo epitelial ou celular aparente,
nem tdo pouco solucdo de descontinuidade com a lamina propria ou mesmo com a
submucosa.

A compressdo causada pela justaposicdo do corpo do trematédeo com o epitélio da
mucosa intestinal leva a diminuicdo da altura do mesmo (Fig. 1B, 1H). No entanto, ndo foram
observados aspectos estruturais da arquitetura tecidual, sugestivos de hipertensdo dos plexos

viloso, periglandular, quilifero ou mesmo dos vasos da submucosa. Adicionalmente nédo



foram observados infiltrados inflamatdrios ou aglomeracdes e formacGes de centros de
melanomacrofagos.

Todos os exemplares de M. lanfrediae observados ao longo do intestino encontravam-
se maduros e a deposicdo de ovos era realizada sobre a superficie do epitélio da mucosa de

revestimento dos vilos e das glandulas intestinais (Figs. 1F-1H).

Interacdo Lanfrediella amphicirrus x Rhinella marina
Os cestodeos da espécie L. amphicirrus foram encontrados distribuidos entre os tercos

médio e final do intestino. Os helmintos possuem escélex com quatro ventosas, corpo
cilindrico, com segmentacdo imperceptivel nas regifes anteriores do estrobilo, canais
excretores nas laterais do corpo do helminto e dois grupos de estruturas reprodutivas por
segmento (Figs. 2 A — D) nos proglotes gravidos foi possivel observar ovos no interior de
duas capsulas parauterinas (Fig. 1D).

Em seu sitio de parasitismo, a adesdo do helminto limita-se a insercdo profunda do
escolex na mucosa intestinal; na regido mais basal da mucosa adjacente ou no limen das
glandulas intestinais. Nestes exemplares, a maior parte da extensdo do corpo, projeta-se além
dos vilos, ocupando o lumen intestinal (Figs. 2A — D).

Numerosos espécimes também foram observados livres no ldmen intestinal,
justapostos entre si e a extremidade dos vilos, além de estarem entremeados a trematodeos e
nematodeos (Figs. 2A — C). Nos espécimes inseridos profundamente na mucosa, foi
observado intimo contato entre o epitélio das glandulas intestinais e o escélex, e consequente
contato direto entre a secrecdo das células caliciformes e o tegumento do parasito (Fig. 2E).

A fixacdo de L. amphicirrus as glandulas intestinais ocorre por meio de suas quatro
ventosas musculares, as quais realizam leve apreenséo e succéo do epitélio de revestimento do
epitélio glandular, gerando leve protrusdo e consequente preenchimento da cavidade das
ventosas (Figs. 2F, 2G). Esta fixagdo mecéanica ndo causou lesdo epitelial ou celular aparente,

nem tdo pouco solugdo de descontinuidade com a lAmina propria ou mesmo com a submucosa



(Figs. 2 1 — K). Porém, causa forte compressao sobre o epitélio, levando a visivel diminuicado
de sua altura (Fig. 2H).

Os exemplares de L. amphicirrus observados ao longo do terco médio e final do
intestino encontravam-se em diferentes estagios de maturacdo ao longo de seus proglotes,
sendo possivel observar também a segmentacéo e liberacdo de proglotes gravidicos, na luz
intestinal (Figs 1D, 5E).

Nas areas circunvizinhas a adesdo destes cestodeos ndo foram observadas alteracdes
dos aspectos estruturais da arquitetura tecidual, sugestivos de hipertensdo dos plexos viloso,
periglandular, quilifero ou mesmo dos vasos da submucosa. Também néo foram observados
infiltrados inflamatdrios ou aglomeracfes e formagbes de centros de melanomacréfagos

préximos dos locais de adesdo e fixac¢do do parasito.

Interacdo Nematddeos x Rhinella marina
Nematddeos da espécie Capillaria sp. foram encontrados no terco inicial do intestino,

apresentam corpo filiforme e es6fago formado por esticécitos, observando a porc¢éo inicial do
esdfago inserida na camada celular que compdem o epitélio de revestimento da mucosa
intestinal e nas glandulas intestinais, causando lesbes que formam solucdes de continuidade
entre o epitélio e o limen intestinal, e entre o epitélio e a lamina propria da mucosa (Figs. 3C,
3D). Os helmintos apresentam-se distribuidos por toda a extensdo dos vilos intestinais, desde
a extremidade luminal até a glandula intestinal (Figs. 3A, 3B).

Este tipo de fixacdo mecénica causa discreta hemorragia em direcdo ao lumen
intestinal, discreta infiltracdo leucocitaria adjacente a superficie cuticular do nematédeo e
aumento de volume dos plexos vilosos, capilar periglandular e da lamina prépria do vilo
parasitado (Figs. 3C, 3D, 3G). N&o foi observada a presenca de melanomacrdéfagos, nem
comprometimento da regido da submucosa nas proximidades do parasito. (Figs. 3E — G).

Os nematddeos da espécie Oswaldocruzia belenensis possuem estriagdes longitudinais

pela cuticula (Figs. 4A, B; 5C); em alguns cortes foi possivel visualizar ainda a estrutura do



ovojector da fémea (Fig. 4F) e regido anterior com vesicula cefélica dividida em duas porcdes
(Fig 5C, 5D).

A interacdo de exemplares de Oswaldocruzia belenensis evidenciou-se ao longo da
extensdo do intestino (tercos inicial, médio e final) e estava, aparentemente, limitada a
superficie do epitélio de revestimento da base dos vilos e das glandulas intestinais (Figs. 4A,
4B, 4C). Sua delicada adesao pode ser representada pela observacdo destes nematddeos livres
no lumen intestinal (Figs. 4B — D).

Proximo a estes helmintos, observou-se areas de epitélio lesionadas, porém sem
comprometimento da integridade da lamina propria (Figs. 5B, 5D). Ndo foram observados
infiltrados inflamatorios ou aglomeracbes e formacdes de centros de melanomacréfagos,
outras lesbes de comprometimento da mucosa intestinal ou deposicdo de ovos nas cercanias
do epitélio ou limen intestinal (Fig. 4F).

Além das espécies Capillaria sp. e Oswaldocruzia belenensis encontradas no intestino
de R. marina, também foram observados ovos larvados livres no Iimen intestinal, dispostos
por entre exemplares de O. belenensis e L. amphicirrus. Estes ovos se caracterizaram por
apresentarem casca delgada, contendo uma larva de corpo espessado com extremidade
anterior arredondada e extremidade posterior afilada, o es6fago tipicamente rabditoide, um
poro excretor visivel Figs. 5E — G).

DISCUSSAO

No presente trabalho, foi observado o parasitismo por uma espécie trematddeo, uma
espécie de cestddeo e dois nematddeos adultos no intestino de R. marina. Os achados
histoldgicos evidenciam caracteristicas morfoldgicas de helmintos intestinais semelhantes a
Mesocoelium lanfrediae descrito por Gomes et al., (2013), Lanfrediella amphicirrus descrito
por Melo et al., (2011) e Oswaldocruzia belenensis descrito por Santos et al., (2008), espécies

anteriormente relatadas na mesma area de estudo do presente trabalho. Observamos ainda



parasito pertencente ao género Capillaria, com caracteristicas morfoldgicas semelhantes as
observadas por Justine (1987), que relatou a ocorréncia de C. petiti em R. marina no
municipio de Belém (Estado do Pard, Brasil), contudo, ndo ha evidencias morfoldgicas

suficientes para a identificacdo da espécie no presente trabalho.

Interacdo Platelmintos x Rhinella marina
Os trematddeos da espécie M. lanfrediae foram encontrados distribuidos ao longo de

toda a extensdo do intestino e nos diferentes niveis de profundidade na mucosa intestinal,
desde a regido mais externa dos vilos até a regido mais basal da mucosa. Nossos achados
corroboram as observacdes feitas por Gomes et al. (2013) ao realizarem analise por
microscopia eletronica de varredura de segmentos intestinais contendo M. lanfrediae. Estes
autores também observaram helmintos aderidos tanto pela ventosa oral como pela ventosa
ventral em direto contato com o epitélio, além de distribuicéo similar ao longo do intestino.

A fixacdo de M. lanfrediae aos vilos e glandulas intestinais tanto por meio da ventosa
oral quanto pelo acetdbulo mostrou uma adesdo mecanica pouco espoliativa na mucosa
intestinal uma vez que ndo foram observadas lesdes epiteliais ou celular, indicando que M.
lanfrediae usa suas ventosas para se movimentar e buscar fonte de nutrientes ao longo da
superficie intestinal. Este comportamento de movimentacao ativa leva, portanto, e demonstra
sua adesao temporaria e pouco danosa, ao longo de todo o intestino. Pavanelli et al. (1997)
realizaram estudos de interacdo de Parauchenipterus galeatus no Estado do Parana (Regido
Sul do Brasil) e encontraram o trematddeo Microrchis oligovitellum aderido pela sua ventosa
ventral ao intestino, de modo similar e também sem causar danos ao 6rgéo.

Espécimes de M. lanfrediae foram observados inseridos profundamente na mucosa
intestinal de R. marina, porém ndo foram observados infiltrados inflamatérios ou
melanomacrofagos; contudo, préximo aos pontos focais de adesdo, observou-se secre¢do de

células caliciformes, contatando o tegumento do parasito.
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No entanto, Kook et al. (1998) e Chai et al. (2000) ao realizarem uma anéalise da
interacdo entre Neodiplostomum seoulensis e roedores experimentalmente infectados,
observam que o parasito pode causar danos aos hospedeiros, produzindo danos anatémicos
funcionais a mucosa intestinal, mesmo em individuos com baixa carga parasitaria.

Adicionalmente, Cortés et al. (2015), analisaram a interacdo entre Echinostoma
caproni em hospedeiros com diferente susceptibilidade a infeccdo, observando que a presenca
do parasito em hospedeiro suscetiveis, esta relacionada com o aumento da proliferacao
celular, hiperplasia do epitélio, enquanto hospedeiros ndo-suscetiveis, o parasito induz
resposta inflamatoria, migracdo celular e nenhuma alteracdo na estrutura do tecido, muitas
vezes associada a expulsao do parasito do 6rgdo infectado.

Em nosso trabalho, a presenca destes trematddeos no intestino, aparentemente é
tolerada pelo hospedeiro, podendo ser um reflexo de uma somatoria de fatores que incluem
sua atividade de busca pelo alimento com movimentacéo ativa e adesdo pouco ou nada danosa
ao epitélio, e a presenca de outras espécies de helmintos que em conjunto podem somar
inimeros produtos de excrecdo/secrecdo que modulam o sistema imune facilitando o
estabelecimento e, mesmo, a multiplicacdo da microfauna parasitaria no 6rgao.

Estagios parasitarios e diferentes 6rgdos podem reagir de forma diferente a presenca
de determinadas espécies de helmintos. Por exemplo, Miller et al. (2009) mostraram em seu
trabalho que girinos coletados de um lago de uso dos bovinos apresentavam cistos contendo
metacercarias de Echinostomum sp. nos rins que ocasionaram processos inflamatorios leves
no tecido, infiltrados de células proximo ao cisto, granulomas em 6rgdos multiplos (figado,
baco e rim) e no intestino foi observado células inflamatorias dentro da parede intestinal.
Estes autores sugeriram que a presenca dos helmintos nestes diferentes 6rgdos estimula reacéo

granulomatosa que culmina no isolamento do parasito através da formacéo de parede cistica,
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Observamos ainda que a interacdo de L. amphicirrus as glandulas intestinais ocorre de
modo semelhante a M. lanfrediae, porém através de quatro ventosas realizando leve
apreensdo e succdo do epitélio de revestimento do epitélio glandular, gerando protrusao
epitelial sem leséo tecidual ou celular. Regionalmente limitam-se aos ter¢cos médio e final do
intestino de R. marina, expondo a maior parte do seu corpo a luz intestinal de onde absorve
competitivamente os nutrientes fornecidos pela alimentacdo do hospedeiro. Acreditamos,
portanto que, sua adesdo limitada a estrutura simples do escolex de L. amphicirrus seria
pouco espoliativa, atuando como um fator para a auséncia de reacdes imunes teciduais no
ponto de insercdo/adesdo do helminto.

De modo contrario, um exemplo de acGes deletérias ao hospedeiro, causadas por
instrumentos de fixacdo de cestodeos, pode ser visto no trabalho de Cousin et al. (2003) que
mostraram a interacdo entre o tubardo azul da espécie Prionace glauca (Linnaeus, 1758) e o
cestddeo Hepatoxylon trichiuri (Trypanorhynca) que possui estruturas tentaculares em seu
escllex e parasita diferentes 6rgdos do sistema do digestivo desse hospedeiro, causando
severas alteracdes, lesdes e destruicdo de tecidos, com grande presenca de linfdcitos e células
fagocitérias.

Outro grupo de cestddeos que pode apresenta alteraces patoldgicas severas nos
tecidos do hospedeiro sdo as espécies Bothriocephalus gowkongensis (Botriocephallidae) e
Monobothrium wageneri (Caryophyllidea) encontrados no intestino de ciprinideos (Britton et
al. 2011; Williams et al. 2011). Estes autores observam que a adesdo dos parasitos na mucosa
do hospedeiro causa extensa area de necrose, hemorragia e inflamacéo, distenséo tecidual e
possivel perfuracdo, alteracbes ndo observadas para a interacdo entre L. amphicirrus e R.
marina.

Apesar de no presente trabalho termos observado, qualitativamente, a presenca de uma

grande quantidade de cestodeos no intestino dos hospedeiros analisados, ndo pudemos estimar
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a carga parasitaria, mas Melo et al. (2011) observam que a intensidade parasitaria de L.
amphicirrus em Rhinella marina é alta (aproximadamente 160 parasitos por hospedeiro). No
entanto, ndo observamos ligacdo direta entre a carga parasitaria, local da adesdo do parasito,
com alteracdes patologicas. No trabalho de Britton et al. (2011), os autores verificaram, no
entanto, que as alteracdes patoldgicas ocorriam principalmente em regides as quais continham
a maior quantidade de proglotes maduros, que por muitas vezes causavam a oclusdo intestinal
distensdo mecanica e compressdo dos vilos intestinais e em individuos com alta carga
parasitaria, os hospedeiros apresentaram completa alteracdo da arquitetura normal do epitélio

intestinal.

Interacdo Nematddeos x Rhinella marina
Capillaria sp. foi observada parasitando toda a extensdo dos vilos intestinais no terco

inicial do intestino de R. marina, inserida no epitélio de revestimento da mucosa intestinal e
glandulas intestinais, lesionando células e abrindo solucGes de continuidade através do
epitélio, entre o limen intestinal e a ldamina propria da mucosa.

Apesar desta espoliacdo estrutural, a fixacdo causou discreta hemorragia infiltracdo
leucocitaria em direcdo ao Iimen intestinal e as proximidades do proprio helmintos. A
presenca do helminto por toda a extensdo dos vilos intestinais, desde a extremidade luminal
até a glandula intestinal, induz o aumento de pressao nos plexos vilosos, capilar periglandular
e da lamina propria do vilo parasitado. Ainda assim, também néo foi ativada a formacéo de
centros de melanomacrofagos. Diferentemente do observado em trabalhos relatando aspectos
histopatolégicos de Capilarideos intestinais descritos por Wongsawasdi et al. (2002) e Rana
et al. (2009). Estes autores relatam casos de infeccdo humana pela espécie Paracapillaria
phillipinensis, destacando que os parasitos podem causar diminui¢do da altura do epitélio
intestinal, proliferacdo de criptas, inflamacéo aguda e granuloma eosinofilico.

Acreditamos, portanto, que, apesar de todas as alteragdes estruturais observadas, o

parasitismo por estes helmintos, Capillaria sp. e R. marina passaram por um processo de co-
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evolucdo adaptativa, uma vez que ndo comprometeria em grande escala a integridade da
mucosa intestinal e consequentemente sem grande déficit a capacidade absortiva e/ou
secretoria do 6rgdo. Enquanto nos casos humanos, especialmente por estes serem hospedeiros
ocasionais/acidentais, a interacdo parasito-hospedeiro ainda ndo foi bem estabelecida, o que
leva a um desequilibrio e reacdo inflamatoria com alteracéo patoldgica mais evidente.

A histopatologia da interacdo de helmintos da Familia Capillaridae, com sitio de
parasitismo intestinal, ja foi relatada em diferentes hospedeiros, tais como peixes, aves e
mamiferos (Kent et al. 2002; Reis Jr et al. 2009; Barathidasan et al. 2014; Rothenburger et al.
2014), porém, a interacdo entre Capillaria sp. e o intestino de R. marina esta sendo
demonstrada aqui, pela primeira vez na literatura.

Numerosos relatos tém sido realizados sobre a interacdo de espécies da familia
Capillaridae em outros érgédos, com graves reagdes inflamatorias e desestruturacdes teciduais,
como observado por Senior et al. (1980) que descreveram a inser¢do de Capillaria sp. no
epitélio da bexiga de cachorro com reacdo inflamatoria e edema da submucosa; Ruas et. al.,
(2003) que caracterizaram o parasitismo por Capillaria hepatica em animais carnivoros,
descrevendo extensos agregados multifocais de ovos, rodeados por resposta infamatéria; e,
ainda, Moreira et al. (2013) que realizaram o primeiro registro da ocorréncia de
Calodium hepaticum in R.rattus and R. norvegicus na regido Amazobnica, descrevendo
extensivas lesbes do parénquima hepatico, alterando a arquitetura dos hepatécitos, ductos
biliares e vasculatura tecidual, fibrose septal e infiltrados inflamatérios.

A estrutura do corpo de Oswaldocruzia belenensis, leva a uma delicada adesdo a
superficie do epitélio, assegurada pela extensdo e ramificacdo dos vilos intestinais.
Provocando, portanto, seu facil desligamento do sitio de interagcdo e consequentemente, sua
libragdo para a luz do intestino de R. marina e sua migracdo para os diferentes tercos

intestinais e, por vezes, o encontro destes helmintos na luz estomacal de seu hospedeiro. No
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entanto, provavelmente pela sua ativa movimentacéo, foi possivel encontrar pequenas lesdes
de epitélio intestinal, porém sem a associacdo com infiltrados inflamatorios ou aglomeracdes
de melanomacrofagos, ou, ainda, comprometimento da mucosa intestinal.

Hendrikx e Moppes (1983) realizam a descricdo morfoldgica dos estagios larvais de
desenvolvimento de Oswaldocruzia filiformis através de infeccbes experimentais em Bufo
bufo, analisando ainda os aspectos patoldgicos da infec¢do. Semelhante ao observado no
presente trabalho, os autores ndo descrevem alteracdes significantes, sendo relatada apenas
uma ligeira diminuicdo da altura do epitélio intestinal causado por larvas L4, sendo raros o
encontro de atrofia e necrose celular. Adicionalmente, foram observadas impressdes da aleta
lateral e cristas longitudinais de L4 e de adultos no epitélio, no entanto, sem a presenca de
reacOes inflamatorias evidentes.

A diferenca de interacdo entre nematddeos e R. marina, ja foi anteriormente
demonstrada por nos, ao analisarmos a interacdo Ortleppascaris sp. — figado de R. marina
(Silva et al, 2013) ou ainda Rhabdias paraensis-pulmdes de R. marina (Santos et al., 2016).
No primeiro caso, a presenca de larvas de nematddeos causou dramaéticas alteracdes hepaticas
acompanhadas de diferentes niveis de respostas imunes teciduais; enquanto que no segundo
caso, alteracOes e respostas imunes foram praticamente inexistentes nos pulmdes. Estudos
prévios associados aos achados do presente trabalho nos demonstra que 0 mesmo hospedeiro
reage de maneira diferente a diferentes espécies de nematddeos, apesar de ocorrerem
pequenas lesdes causadas tanto por Capillaria sp. quanto por O. belenensis na mucosa
intestinal, a pouca ou nenhuma reagdo inflamatoria tecidual no intestino, nos leva a acreditar
que o nivel de lesbes induzidas por estes nematodeos é tolerado por R. marina néo
comprometendo a fisiologia do 6rgdo nem ativando ou direcionando uma exacerbada reagéo

inflamatéria tecidual no local.
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E importante levar em consideracdo também, o poliparasitismo. Os conhecimentos
mais basicos de imunologia nos levaria a esperar uma reacdo exacerbada do hospedeiro
mediante esse conglomerado de produtos antigénicos liberados pelas mais variadas espécies
de helmintos em um mesmo ambiente. Produtos estes derivados de atividades metabdlicas de
seus processos digestivos/reprodutivos préprios, no entanto, parecem haver um convivio
harmonioso entre quatro espécies distintas de helmintos no mesmo microambiente de seu
hospedeiro: o intestino. Isto levanta questdes para pesquisas futuras, tais como: (a) Estariam
0s produtos de excrecdo/secrecdo de helmintos, somando-se numa atividade comunitaria e
complementar de modulacdo da resposta imune de seu hospedeiro poli parasitado?; (b) O
conceito/evento do parasitismo deve culminar em uma resposta imune do hospedeiro em
todos os casos de interacdo helminto-hospedeiro ou isto é apenas um dogma? (c) O
estabelecimento de uma espécie de helminto parasito em um sitio, facilita o estabelecimento
de uma segunda espécie e assim sucessivamente? (d) hd um limite para o convivio de
diferentes espécies de diferentes filos no intestino de R. marina?. Assim, a visita a aspectos
basicos de relacdo helminto-hospedeiro é importante para reavaliarmos conceitos e
perspectivas, além de ajudar a tragar avangos nas pesquisas futuras.
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LEGENDAS

Figura 1. Aspectos histopatologicos da interacdo Mesocoelium lanfrediae em intestino de
Rhinella marina de Belém, Para.

A) Visdo geral do trematddeo (Tr) entre os vilos (Vi) da mucosa intestinal, destaque para a
insercdo do parasito no vilo, préximo a glandula intestinal (Gi) e das glandulas da submucosa
(Gs). S: Serosa; ML.: Musculatura longitudinal; Sm: Submucosa intestinal. Barra: 100 pum.

B) Detalhes de uma regido de adesdo na qual se observa a ventosa ventral preenchida com
mucosa intestinal e a diminui¢do da altura do epitélio intestinal. Barra: 150 um.

C) Adesdo do trematddeo na regido mais basal da mucosa, adjacente a glandula intestinal
(Gi). V: Vasos; Vo: Ventosa Oral. Barra: 100 pm.

D) Corte evidenciando dois espécimes de Mesocoelium lanfrediae, um livre e em contato com
0 epitélio da mucosa; enquanto o segundo evidenciado em seccdo transversal na porcao
mediana do corpo, encontrado aderido no vilo pela ventosa ventral (Vv) realizando a succéao
do epitélio da mucosa que se encontra projetado para interior do 6rgao (*). Ov: Ovo; Ci: ceco
Intestinal. Barra: 50 pm.

E) Detalhe da interacdo de Mesocoelium lanfrediae aderido pela ventosa ventral (Vv) com a
mucosa intestinal (*), destacando o modo de adesdo do parasito e detalhes das estruturas
internas do helminto. VI: vitelaria; Ci: Ceco Intestinal; Seta: Espinho. Barra: 20 pm.

F) Parasito aderido profundamente na mucosa intestinal pela ventosa oral (Vo) e em estreito
contato com o epitélio das glandulas intestinais, com evidéncias da secrecdo de células
caliciformes (Seta) sendo depositadas integralmente sobre o tegumento do parasito. Barra: 50
pm.

G) Ovos (Ov) liberados na luz do intestino. Seta: secrecdo das células caliciformes. Barra: 20

pm. Insert: Detalhe do ovo contendo o embrido. Barra: 20 pm.
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H) Corte evidenciando uma secc¢do longitudinal do parasito aderido pela ventosa oral (\Vo),
realizando a apreensdo do epitélio intestinal (*) e mostrando ainda a compressdo causada pela
justaposicdo do corpo do trematédeo com a mucosa intestinal levando a diminuicédo da altura

do mesmo. Barra: 50 pm.

Figura 2. Intestino de Rhinella marina naturalmente infectado com Lanfrediella amphicirrus.
A) Visédo geral de um corte transversal no intestino, no qual se observa numerosos espécimes
de L. amphicirrus (La), em seccdo longitudinal, dispersos ocupando boa parte no limen do
0rgdo, justapostos entre si e a extremidade dos vilos. Barra: 500 pum.

B) Seccédo na qual se observa a presenca tanto de L. amphicirrus (La), como Oswaldocruzia
belenensis (Ob) e Mesocoelium lanfrediae (Tr) livres no Ilimen intestinal. Barra: 100 pm.

C) Regido onde se observa a proximidade de L. amphicirrus com os vilos (Vi) intestinais
disperso, sec¢do longitudinal do cestddeo, onde se observa ainda a presenca dos canais
excretores (Ce). Barra: 100 pm.

D) Detalhes de L. amphicirrus (La) disperso na luz do intestino visto de um corte transversal
(acima) e longitudinal (abaixo), destacando a presenca de duas ventosas (Vt) no escolex as
quais ndo estdo em contato direto com o epitélio. Barra: 100 pum.

E) Visdo dos vilos intestinais onde se observa a profunda insercdo das ventosas (Vt) de L.
amphicirrus (La) e ventosa ventral (Vv) de M. lanfrediae (Tr) realizando a apreensdo do
epitélio da mucosa (*) em intimo contato com as glandulas intestinais (Gi). Barra: 50 pum.

F) Detalhe da fixacdo de L. amphicirrus as glandulas intestinais por duas das suas quatro
ventosas (Vt) musculares, promovendo leve apreensdo e succdo do epitélio de revestimento
gerando protrusdo e consequente preenchimento da cavidade das ventosas (*). Barra: 50 um.
G) e H) Detalhe do escolex de L. amphicirrus inserido profundamente no epitélio intestinal

aderido por trés ventosas (Vt); sendo (H) préximo da Glandula intestinal (Gi), destaque em



25

ambas as imagens se observa a diminuicdo da altura do epitélio devido a forte compressao
causado pelas ventosas (*) epitélio succionado pelas ventosas. Barras: 50 um.

1) Detalhe da intima adesao do parasito por uma de suas quatros ventosas (Vt), destaque para
a area succionada para o interior da ventosa (*). S: Serosa; ML: Muscular longitudinal. Barra:
20 pm.

J, K) Detalhe da diminuicdo da altura do epitélio no local de adesdo do parasito por duas de
suas ventosas (Vt), sem hiperplasia de vasos (V) ou migracdo de células. (*) Area de adeséo
do parasito. Barras: 50 p; 20 um. Insert: Ampliacdo do local de de fixacdo do parasito no

epitélio. Barra: 40 um

Figura 3: Aspectos da interacdo entre Capillaria sp. e epitélio intestinal de Rhinella marina.
A) Visdo geral da interacdo de Capillaria sp. (Cp) distribuidos por toda a extensdo dos vilos
intestinais, desde a extremidade luminal até a glandula intestinal (Gi). V: Vaso; S: Serosa;
ML: Musculatura longitudinal. Barra: 100 pm.

B) Detalhes da inser¢do do nematédeo (Cp) na glandula (Gi). V: Vaso. Barra: 50 pm.

C e D) Detalhes de duas regides onde o parasito fica inserido, evidenciando a formacéo de
“tiineis” por onde passa a regido anterior de Capillaria sp. (Cp). Note discreta infiltracdo
leucocitaria adjacente a superficie cuticular do nematddeo e discreta hemorragia e hiperplasia
de plexos (setas). Barras: 20 um. E

) Detalhe de um corte longitudinal na regido esoféagica de Capillaria sp. (Cp), evidenciando a
estrutura do esticécito inserida no apice do vilo intestinal com presenca de células de defesa
(seta). Barra: 20 pum.

F) Corte evidenciando uma sec¢do transversal na regido esofagica de Capillaria sp. (Cp)

inserida no vilo com um grande aglomerado de células de defesa (*). Barra: 20 um.
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G) Detalhes de uma regido na qual se evidencia o aumento do volume dos plexos vilosos

(Setas), capilar periglandular e da ldamina prépria do vilo parasitado. Barra: 20 um

Figura 4: Rhinella marina naturalmente infectada com Oswaldocruzia belenensis aspectos
histopatolégicos.

A) Visdo geral de corte transversal destacando nematdodeos da espécie Oswaldocruzia
belenensis (Ob) dispersos no Iumen intestinal. Setas: Estriacdes longitudinais pela cuticula.
Barra: 50 pm.

B) Detalhe de Oswaldocruzia belenensis (Ob) entres os vilos intestinais. Barra: 20 um

C) Visdo geral de corte transversal, mostrando seccBes longitudinais de Oswaldocruzia
belenensis (Ob) evidenciando que os mesmos estavam limitados a superficie do epitélio de
revestimento dos vilos (Vi) e das glandulas intestinais. Barra: 100 pm.

D) Oswaldocruzia belenensis (Ob) livres no limen intestinal devido a sua delicada adesao e
presenca de L. amphicirrus (La). Barra: 100 pum.

E) Detalhes de areas de epitélio proximos aos exemplares de Oswaldocruzia belenensis (Ob),
sem lesdo aparente do epitélio intestinal. S: Serosa; ML: Muscular longitudinal; Sm:
Submucosa. Barra: 50 pm

F) Corte longitudinal da regido do sistema reprodutor feminino de Oswaldocruzia belenensis

(Ob), com destaque para estrutura do ovojector da fémea (Oj). Barra: 20 um

Figura 5: Interacdo Oswaldocruzia belenensis e outros helmintos intestinais em Rhinella
marina. A) Visao geral de corte transversal em regido mediana do intestino, repleta de vilos e

a presenca de Oswaldocruzia belenensis (Ob) soltos no Iimen proximo ao vilo. Barra: 100

pm.
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B) Detalhe da interacdo de O. belenensis (Ob) em epitélio intestinal, na qual se observa uma
area lesionada (Chaves). Barra: 50 pm.

C) Detalhes de cortes transversais de Oswaldocruzia belenensis livres no lumen
intestinaldestacando as estria¢cdes longitudinais (setas) e o intestino (In) do parasito. Barra: 30
pm.

D) Oswaldocruzia belenensis (Ob) préximo a areas do epitélio lesionadas e aglomerados de
hemacias (setas). Barra: 20 um

E) Ovos larvados (Lv) livres no lumen intestinal, disposto entre proglotes gravidos, contendo
ovos (Ov) de L. amphicirrus (La). Barra: 50 um.

F) Ovos larvados (LV) livres no limen intestinal préximo a aglomerados de hemaécias (Setas)
e L. amphicirrus (La). Barra: 20 pm.

G) Ovo larvado (Lv), destacando a casca do ovo (cabeca de seta) livre no limen intestinal

proximo a aglomerados de hemécias (Setas). Barra: 20 um.
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