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Summary. The prospects of studying amino acids in the “parasite-host” system are con-
ditioned by the possibility of experimentally reproducing environmental conditions. This would
allow identifying changes in the set of amino acids, changes that would proportionally reflect
the changes that occurred in the culture medium. Another problem that deserves all attention is
the elucidation of the mechanism of absorption of some amino acids by tissue parasites. It was
found that the host and the tissue parasite present significant differences between the sets of free
amino acids in their organisms. The parasite selectively absorbs, first of all, the indispensable
amino acids, the share of which in the organism of the parasitized host is diminished to the hi-
ghest degree. Therefore, parasitized hosts present significant decreases in the share of essential
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amino acids, in relation to non-parasitized hosts. The values of the sums of the entropies of the
sets of free amino acids tend to increase in infected hosts in relation to uninfected ones. This is
due to the decrease in the proportion of some amino acids as a result of selective absorption by
the parasite.

Keywords: ,,host parasite” system, free amino acids, biochemical aspects.

INTRODUCERE

Studiul variabilitatii statutului biochimic al partenerilor sistemului ,,parazit-gazda”
se poate dovedi util pentru solutionarea atat a unor probleme actuale ale biologiei pa-
razitului si gazdei, precum si a problemei complexe cu privire la natura parazitismului.
Aceasta are o mare importantd atat teoretica, cat si practica. Ne-am oprit mai amanuntit
asupra acestor chestiuni care, la opinia noastra, au cea mai mare actualitate:

- ce concluzii pot fi enuntate prin compararea statutelor biochimice ale parazitu-

lui si gazdei?

- e posibila oare stabilirea unor verigi in metabolismul parazitilor, care ar putea

servi drept puncte de aplicare a unor noi preparate antihelmintice?

- cum influenteazd modificarea conditiilor mediului ambiant asupra ponderii

substantelor de diferite clase n organismul parazitului?

- pot fi oare elaborate teste biochimice, cu ajutorul cérora ar putea fi apreciat

gradul de influenta a parazitului asupra gazdei?

- care substante prezintd o valoare de perspectivd mai mare pentru studierea in

continuare a aspectelor biochimice ale interconexiunilor in sistemul ,,parazit-
gazda”?

MATERIAL ST METODA

Materialul a fost obtinut in conditii de laborator. Sistemul ,,parazit-gazda” , folosit
ca model in cercetérile noastre, consta din 2 parteneri, reprezentati de animale neverte-
brate: gazdele Chironomus piger Strenzke, 1959; Ch. thummi Kieffer, 1911, Ch. plumo-
sus Linne, 1758 (Diptera, Chironomidae) si mermitida acvaticd Hydromermis contor-
ta Linstow, 1889 (Nematoda, Mermithidae). Alegerea, in calitate de obiect de studiu,
anume a modelului mentionat, precum si a locului de colectare a materialului au fost
conditionate de cativa factori: in primul rand, de lipsa datelor referitoare la aspectele
studiate de noi in sistemul ,,parazit-gazda”, format din parteneri nevertebrati; n al doilea
rand, modelul studiat in cazul dat poate fi reprodus in conditii de laborator, fapt, care
permite efectuarea unor investigatii mai amanuntite si multilaterale. Acest fapt exclude
erorile, conditionate de eterogenitatea taxonomica a materialului analizat.

Materialul colectat a fost selectat si distribuit in urmatoarele categorii: larve de Ch.
piger si de Ch. plumosus infestate cu H. contorta si neinfestate cu acest parazit; pupe de
Ch. piger infestate si neinfestate cu H. contorta: femele si masculi de H. contorta extrasi
din corpul gazdei; femele de H. contorta postparazite; imago de Ch. piger, masculi si
femele; imago, exuvii si ponte de Ch. plumosus.
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Larvele de hironomide se examinau cu ajutorul microscopului binocular si se pla-
sau 1n vase cu capacitatea de 0,5 litri cu o cantitate nu prea mare de apa, in care se
intretineau pana la iesirea parazitilor. Exemplarele adulte ale hironomidelor erau pla-
sate in eprubete cu diametrul de 10 mm, pe fundul carora se turna un strat de apa (1,0
cm). De regula, in aceste conditii mermitidele ieseau destul de repede in apa din corpul
insectelor. Varsta larvelor de hironomide se stabilea prin masurarea latimii capsulei ce-
falice cu ajutorul ocular-micrometrului. Parazitii extrasi din corpul gazdelor se clateau
indata cu apa distilata, erau uscati cu hartie de filtru, dupa care erau cantariti la balanta
analitica. In conditii de cAmp larvele de hironomide si mermitidele postparazite au fost
colectionate cu ajutorul causelor si al fileurilor speciale; erau spalate prin clatirea fileului
in apa bazinului acvatic respectiv. in conditii de laborator mermitidele erau distribuite in
grupe separate prin examinarea cu ajutorul microscopului binocular. Disectia anatomica
a larvelor de hironomide a fost efectuata in solutie fiziologica. Larvele hironomidelor
erau supuse acestei operatii conform celor ce urmeaza. Larvele erau plasate intr-o pica-
turd de solutie fiziologica pe o sticla de ceas. Dupa aceasta larvele erau decapitate prin
sectionare cu bisturiul, apoi, cu ajutorul a 2 ace de preparare, infipte la extremitatile an-
terioara si posterioard ale larvelor, prin miscari precaute se scotea in exterior continutul
corpului acestora. Pentru depistarea larvelor mici de mermitide, larvele hironomidelor
erau plasate intr-un amestec de glicerina cu apa (1:1), fapt ce le marea transparenta. Lar-
vele hironomidelor erau plasate pe lame portobiect. La apédsarea usoara, prin intermediul
altei lame, mermitidele erau usor observate prin peretele corpului larvelor de hironomi-
de. Mermitidele au fost fixate 1n solutie de 4% de formalina. Pentru studiere detaliata si
conservare larvele extrase de mermitide erau plasate in glicerin-gelatind. Pentru fixarea
mermitidelor a fost utilizat si un amestec, format din formalina de 40 %, alcool de 96 %,
acid acetic glacial si apa distilata in proportie 6:17:2:28. Dupa 12-24 de ore obiectul era
transferat intr-un amestec de glicerina, alcool de 96 % si apa distilata in proportiile 1:3:6.
Vasele cu amestecul respectiv, in care se gaseau preparatele, se lasau deschise pentru 48-
60 de ore la temperatura de 25-35°C. Astfel, alcoolul si apa se evaporau, iar mermitidele
ramaneau 1n glicerina.

Continutul in elemente chimice a fost determinat prin intermediul analizei spectrale
de emisie. Evaluarea cantitatii de azot total a fost efectuata prin metoda Kjeldahl, dupa
care prin recalculare a fost stabilitd cantitatea de proteine (Nx6,25). Continutul in lipide
a fost calculat prin metoda Soxhlet. Continutul in glucide a fost determinat prin calculul
diferentei dintre 100 % si cantitatea proteinelor, lipidelor si substantelor minerale in
procente.

In scopul stabilirii masei uscate a partenerilor sistemului dat si al determinarii
continutului de aminoacizi in corpul acestora, o parte din materialul colectat si cultivat
in conditii de laborator a fost supus uscarii prin liofilizare cu azot lichid. Acest procedeu
a permis de a reduce masa probelor pana la cea uscata si de a lasa intactd compozitia
chimica a proteinelor si a aminoacizilor liberi din hemolimfa animalelor care constituiau
probele astfel tratate. Dupa uscarea prin liofilizare probele plasate in fiole aparte, fiind
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protejate contra accesului de umiditate, au putut fi pastrate in decursul unei perioade
suficient de lungi, pana la efectuarea analizelor biochimice respective. Analiza de mai
departe a materialului astfel preparat a fost efectuata cu ajutorul analizatorului automat
de aminoacizi. Analizatorul respectiv serveste pentru analiza calitativa si cantitativa a
aminoacizilor prin metoda cromatografiei cu schimb de ioni pe ioniti. Analiza amino-
acizilor a fost efectuatd pentru doua tipuri de probe: in hidrolizatele proteice - pentru
aminoacizii proteici si in extrasele tisulare -pentru aminoacizii liberi. In solutia de hi-
drolizate analizatorul determina pe fiecare din cei 20 de aminoacizi din compozitia pro-
teinelor. Analiza extraselor tisulare a permis stabilirea a circa 40 de substante, inclusiv
aminoacizi liberi si peptide.

REZULTATE SI DISCUTII

1. Una din ideile de baza care ne-au animat, in primul rand, a fost aceea despre
existenta la paraziti a unor substante neobisnuite, necaracteristice gazdei. Aceasta idee se
baza pe datele aduse in literatura de specialitate, conform carora a fost atestatd prezenta
la ascaride a unor glucide, ca tregaloza, determinata rar la animalele vertebrate. Am pre-
supus ca si printre aminoacizi pot fi gasiti asemenea compusi caracteristici numai pentru
parazit. Aceste presupuneri, insa, fapt ilustrat de lucrarea de fata, nu s-au confirmat. Mai
mult decat atat, seturile aminoacizilor liberi si legati (proteici) s-au dovedit a fi practic
identice din unghi de vedere calitativ atat la gazde, cat si la parazitul lor. Evident, aceasta
concluzie nu poate fi comuna si pentru polimerii biologici ai aminoacizilor — proteinele,
care se caracterizeaza prin specificitate.

Rezultate intrucatva neasteptate au fost obtinute in procesul comparérii corapor-
turilor cantitative ale aminoacizilor la gazda si parazit. Daca prezenta unor deosebiri
pronuntate intre gazda si parazit in ce priveste continutul aminoacizilor liberi parea ab-
solut naturald, atunci analogia destul de accentuata intre coraporturile cantitative ale
aminoacizilor proteici ai parazitului si gazdei parea dificil de explicat. La inceput aceasta
similitudine a fost explicata prin fenomenul de mimicrie moleculara sau prin adaptarea
structurilor antigenice ale parazitului la cele ale gazdei. Pe de alta parte, e logic, ca nu-
mai o parte neinsemnata a structurilor antigenice ale parazitului (din care fac parte si
grupele functionale ale aminoacizilor), situate la suprafata corpului helmintului, sa aiba
importanta in procesul de elaborare a nereceptivitatii imunologice a parazitului fata de
gazda. De aceea este putin probabil ca similitudinea coraporturilor aminoacizilor prote-
ici ai gazdei si parazitului sa fie determinata, in primul rand, de similitudinea structurilor
lor antigenice. Probabil, fenomenul atestat reflecta anumite mecanisme ancestrale de for-
mare a setului general de aminoacizi ai proteinelor oricarui organism. Existd informatii
cu privire la sinteza abiogena a aminoacizilor pe Pamantul prebiologic. Aceste date mar-
turisesc in favoarea acumuldrii preferentiale a unor asemenea aminoacizi, ca glicina,
serina, alanina, acizii bicarbonici, adicd a aminoacizilor cu cea mai mare pondere in
proteinele sumare ale organismelor contemporane. In orice caz similitudinea cantitativa
a seturilor de aminoacizi ai gazdei si parazitului, variabilitatea mica a acestora in diferite
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conditii ecologo-fiziologice pot fi utilizate in cercetarile consacrate biochimiei ecologice
a helmintilor in calitate de criteriu de sigurantd a metodei de determinare a aminoacizilor
si chiar a calititii materialului colectat. In cazul, in care cercetitorul atesti o variabilitate
pronuntata a acestui indiciu, el trebuie sa caute cauza acestui fenomen. Daca, insa, acest
indiciu variaza putin, concomitent cu variatia pronuntata a aminoacizilor liberi, atunci se
poate afirma cu sigurantad ca variabilitatea setului aminoacizilor liberi este conditionata
intr-adevar de factorii ecologici, dar nu este legata de imperfectiunea metodei.

2. Dupa cum s-a mentionat mai sus, compararea statutelor biochimice ale gazdei si
parazitului a fost efectuata si in scopul identificarii la paraziti a unor substante cu masa
moleculard mica care ar lipsi la gazda. Dacd asemenea substante ar fi gasite, atunci
sistemele biologice, in care ele participd, ar putea servi drept tinte de aplicare a unor
preparate antihelmintice noi. Depistarea unor asemenea substante ar deschide automat
perspectiva studierii tuturor sistemelor biochimice cu care acestea ar putea fi legate. in
procesul realizarii lucrarii de fatd asemenea substante nu au fost gasite. E posibil ca o
analizd mai minutioasd va permite de a gasi si printre aminoacizi anumiti compusi mi-
nori specifici pentru parazit.

3. In calitate de mediu de gradul 1 pentru parazit serveste insisi gazda (adi-
ca celulele, tesuturile, lichidul intracelular sau continutul chimului alimentar pentru
parazitii intestinali). In calitate de mediu de gradul II serveste mediul de trai al gazdei
[1]. Deoarece parazitul achizitioneaza de la gazda toate componentele necesare pentru
viatd, nu este neobisnuit faptul, cd intre tesuturile gazdei si cele ale parazitului exista
sub unele aspecte similitudini. Acest fenomen este deosebit de pronuntat la cestode si
la mermitide, care nu poseda sistem digestiv ca organ si absorb Intreaga cantitate de hra-
na prin suprafata corpului (cu ajutorul mecanismelor de pinocitoza si ale transportului
activ si pasiv).

Modificarile in mediul de gradul I, provocate atat de cauze fiziologice interne, cat
si de factori abiogeni externi (fluctuatii sezoniere ale temperaturii, cantitatii de hrana,
aparitia substantelor poluante etc.) se reflecta intotdeauna asupra coraporturilor cantita-
tive ale aminoacizilor liberi, precum si asupra ponderii lipidelor, glucidelor si proteinelor
in tesuturile partenerilor sistemului ,,parazit-gazda”. Deosebit de pronuntat se manifesta
aceasta in ce priveste aminoacizii liberi, fapt care complica intelegerea acestui mecanism
biochimic suplu.

4. Nu numai gazda influenteaza asupra parazitului, ci si parazitul are o actiune
determinata asupra gazdei. Deosebit de accentuata este aceastd interdependenta in in-
vazia multipld. Pe baza datelor din lucrarea noastrd pot fi elaborate numeroase teste
biochimice, cu ajutorul cérora se poate judeca cu destuld siguranta despre gradul si ca-
racterul influentei parazitilor tisulari asupra organismului gazdei. Compararea statutelor
biochimice ale tesuturilor gazdelor sanatoase cu cele ale gazdelor infestate a aratat ca
prezenta parazitului provoaca in tesuturile gazdei modificari cantitative ale continutului
de aminoacizi, lipide, glucide, proteine. In tesuturile gazdei infestate scade de 1,5-2,0
ori cantitatea totald a aminoacizilor liberi si cu 40-100 % ponderea relativa a fiecarui
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aminoacid indispensabil 1n parte. Se creeaza impresia ca sub influenta parazitului are loc
modificarea permeabilitatii membranelor celulare ale gazdei, care realizeaza absorbtia
selectiva a aminoacizilor indispensabili, in primul rand. Acest fapt este ilustrat si de
cresterea ponderii proteinelor in organismele gazdelor infestate. Chimismul acestui pro-
ces nu este clar. Cat priveste absorbtia selectiva de catre helminti a aminoacizilor in-
dispensabili, aici sunt posibile 2 mecanisme: transportul real selectiv al acestor acizi
prin membranele parazitului sau restabilirea mai slaba a continutului normal al setului
aminoacizilor indispensabili 1n celulele gazdei in raport cu aminoacizii obignuiti. Acest
fenomen pare natural, deoarece aminoacizii indispensabili nimeresc 1n tesuturile gazdei
numai din hrana, iar cei obisnuiti pot fi sintetizati rapid din substraturi intermediare va-
riate de catre sistemele biochimice ale gazdei insasi. Nu incape indoiald ca elucidarea
acestor chestiuni poate avea importantd nu numai teoreticd, ci si practicd, in special,
pentru sinteza unor preparate antihelmintice noi care ar putea sa blocheze mecanismele
de transport al aminoacizilor la helminti.

Fluctuatiile accentuate ale ponderii lipidelor, glucidelor si proteinelor la gazda in-
festata in raport cu cea sandtoasa nu provoaca schimbari ale valorii calorice a tesuturilor
acestora, care este practic aceeasi pentru ambele categorii de probe analizate.

5. Chestiunea referitoare la caracterul de perspectiva al studierii anumitor substante
pentru elucidarea de mai departe a aspectelor biochimice in sistemul ,,parazit-gazda”, dupa
parerea noastrd, merita toata atentia. Utilizarea mai larga a metodelor moderne biochimice
ar putea contribui la elucidarea importantei din punct de vedere ecologo-fiziologic a unor
substante Incad putin studiate, in special, a glucidelor, prostaglandinelor (influenta cérora
asupra organismului helmintilor nu este stabilitd), izofermentilor si a formelor multiple de
enzime (de care, posibil, depinde adaptarea parazitului la o gazda sau alta), a diferitelor
substante biologic active cu masd moleculard micad (hormoni s.a.), importanta carora in
adaptarea helmintilor la gazda in anumite cazuri poate fi determinanta.

Un camp larg de activitate se deschide si pentru studiul aspectelor bioenergetice in
sistemul ,,parazit-gazda” care, practic, nu sunt tratate in literatura de specialitate. Pre-
zintd interes si chestiunea cu privire la existenta anumitor particularitati in adaptarea
biochimica a parazitilor gazdelor ectoterme, care 1i disting de parazitii vertebratelor en-
doterme.

Perspectivele studierii aminoacizilor in sistemul ,,parazit-gazda” sunt conditionate
de posibilitatea reproducerii experimentale a conditiilor mediului. Aceasta ar permite
identificarea modificarilor setului de aminoacizi, modificari, care ar reflecta proportional
schimbarile survenite in mediul de culturd. Alta problema care merita toata atentia este
elucidarea mecanismului de absorbtie a unor aminoacizi de cétre parazitii tisulari.

In fata cercetitorilor preocupati de studiul setului de aminoacizi ai parazitului st si
sarcina (nerealizatd incd nici pentru unul dintre helminti) determinarii succesiunii ami-
noacizilor in proteinele pure ale parazitilor. Este importanta elucidarea rolului biochimic
al helmintilor in mentinerea zoonozelor, inclusiv clarificarea mecanismelor de adaptare
metabolica si a interactiunilor cu sistemul imunitar al gazdei [2].
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CONCLUZII

1. S-a demonstrat ca gazda si parazitul tisular prezinta similitudini calitative si
cantitative dintre seturile de aminoacizi proteici. Aceste similitudini sunt cu atat mai
pronuntate, cu cat este mai inalt gradul de specificitate a partenerilor sistemului respectiv
»parazit-gazda”.

2. Au fost determinati coeficientii, care exprima raportul cantitativ al aminoacizilor
bazici (arginina, lizina, histidina) fatd de cei bicarbonici (acizii asparagic si glutamic)
si care sunt foarte apropiati ca valoare pentru proteinele parazitului Hydromermis con-
torta (0,92) si cele ale gazdei neparazitate Chironomus plumosus (0,96). Se presupune
ca aceasta similitudine ar putea fi conditionatd de coevolutia structurilor antigenice ale
partenerilor sistemului ,,parazit-gazda”.

3. S-a constatat ca gazda si parazitul tisular prezinta deosebiri semnificative dintre
seturile de aminoacizi liberi din organismele lor. Parazitul absoarbe selectiv, in primul
rand, aminoacizii indispensabili, ponderea carora in organismul gazdei parazitate este
diminuata in cel mai inalt grad. Deci, gazdele parazitate prezinta diminuéri importante
ale ponderii aminoacizilor esentiali, in raport cu gazdele neparazitate. Valorile sumelor
entropiilor seturilor de aminoacizi liberi au tendinta de crestere la gazdele infectate in ra-
port cu cele neinfectate. Acest fapt este conditionat de scaderea ponderii unor aminoacizi
ca rezultat al absorbtiei selective de catre parazit.

4. S-a constatat ca In corpul hironomidelor parazitate cresc semnificativ ponderile
Mn si Cu, fapt, ce poate fi legat de intensificarea metabolismului gazdei sub influenta
parazitului.
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