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Resumo

Resumo

A triquinelose € uma zoonose, actualmente considerada uma doenca emergente e/ou re-
emergente. Novas fontes de infec¢do humana resultam do consumo de carne de veado e de cavalo
parasitada, apesar da maioria das infec¢des continuar a ser causada pela carne de porco e de javali.
Portugal apresenta um risco potencial, devido ao aumento da criagdo de porcos em regime
extensivo, a confirmacdo da existéncia de Trichinella spp. em ciclo silvatico e a localizacdo
contigua a Espanha onde a zoonose é endémica.

No presente estudo procedeu-se a avaliagdo imunoldgica de antigénios produzidos de
diferentes fases do ciclo de T. spiralis e a identificacdo de anticorpos expressos durante o periodo
de infec¢ao em roedores, com o objectivo de contribuir para a melhoria dos métodos serolégicos.

Das larvas da fase muscular (LL1) e de larvas recém eclodidas e/ou em fase de migracao
(larvas “Newborn” — LNB), produziram-se antigénios somadticos (AgT e AgS, de larvas L1) e
antigénios de excrecdo-secrecdo (ES), AgESLNB e AgESL1. Os vermes adultos obtidos foram
insuficientes para a producao do antigénio.

Comparando os resultados obtidos pelo método de ELISA, foi evidente a qualidade superior
do antigénio somdtico L1 (AgT) tanto a nivel da sensibilidade como da especificidade e, em
particular, na deteccao da IgG anti-parasita. Com os outros anticorpos, IgM e IgG,, verificaram-se
reaccdes cruzadas com Toxocara canis com todos os antigénios. Ao comparar-se 0os niveis dos
anticorpos expressos ao longo dos 60 dias de infeccao, apenas com os antigénios somaticos (AgT e
AgS) se detectou um aumento significativo do titulo de anticorpos correspondente ao tempo de
infeccao.

No Immunoblotting, o maior nimero de frac¢des antigénicas reactivas, com pesos
moleculares entre 15 a 250 KD, foi detectado nos antigénios sométicos. As frac¢des de 49, 68 e 250
KD foram as mais frequentemente reconhecidas (IgG e IgM anti-T. spiralis). O predominio de
certas fracgdes antigénicas reactivas, de pesos moleculares entre 32-35 KD, 43-45KD, 49 KD e 97-

105 KD, também identificadas no diagndstico da infeccdo por outras espécies de Trichinella e em

viii
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diferentes hospedeiros, parece-nos de elevada importancia, uma vez que a sua caracterizagao podera

contribuir para o desenvolvimento de testes serologicos de maior reprodutibilidade.
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Abstract

Abstract

Trichinellosis is a parasitic zoonosis transmitted to humans through consumption of raw or
undercooked meat (e.g. pork, horse and game meat) containing infective larvae of Trichinella spp.
Current evidence suggests that human trichinellosis is emerging/re-emerging in recent years
throughout the world. There is a potential risk for trichinellosis transmission in Portugal, mainly
due to changes in pig production practices, the presence of sylvatic species of Trichinella and the
vicinity of endemic foci in Spain. The aims of the present study were to evaluate the diagnostic
performance of four 7. spiralis antigenic preparations produced from muscular (L1) and newborn
larvae (NBL), obtained from experimental infected Wistar rats.

Somatic antigens (AgT and AgS) were prepared from L1 7. spiralis and excretory/secretory
(ES) antigens were obtained from both NBL (AgESNBL) and L1 larvae (AgESL1). Antigens from
adult worms were not produced due to the insufficient amount of parasites recovered.

All antigens (AgT, AgS, AgESNBL and AgESLI1), were tested by Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and Immunoblotting (IB) for detection of IgG, IgM and IgG; anti-T.
spiralis antibodies during the experimental period (60 days). Increased sensitivity and specificity
were achieved with somatic antigens, in particular with AgT/ELISA system for detection of
circulating IgG antibodies, while cross reactivity with Toxocara canis were detected with all
antigens when tested for IgM and IgG, isotypes. Moreover, early detection and increasing levels of
anti-parasite IgG antibodies with the time of infection were most significant when somatic antigens
(AgT and AgS) were used.

A panel of protein fractions ranging from 15 to 250 KD were recognized by IgG and IgM
antibodies, however only polypetides of 49, 68 and 250 KD were reactive with both antibodies.

Some clusters of antigens, in particular those of 32-35 KD, 43-45, 49 KD and 97-105 KD
seems to be prominent in other Trichinella species infecting distinct hosts, including humans, as
demonstrated by other investigators. Molecular characterization of these polypeptides and the

development of new tools, such as recombinant-based protein antigens, could be an important
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approach to improve reproducible serological tests, which will enable an early and specific

diagnosis of trichinellosis caused by Trichinella spp. worldwide.
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1. Introducao

A triquinelose é uma zoonose com distribui¢io mundial causada por nematodes do género
Trichinella. A infec¢ao humana ocorre apds o consumo de carne de porco crua ou insuficientemente
cozida e/ou produtos derivados deste, assim como através da carne de javali, veado e cavalo. Esta
doenca pode ser fatal, uma vez que este parasita pode induzir encefalite ou miocardite.

A triquinelose é uma doenga cosmopolita, sendo um problema de saide publica na Europa
Oriental e Meridional, assim como na América do Norte, podendo ainda ser encontrada na regido
Artica. Ha focos endémicos em paises da Africa, da América Latina e do sul da Asia. Nunca foi, no
entanto, registada no Brasil (Rey, 2001). Estima-se que aproximadamente 11 milhdes de pessoas
possam estar cronicamente infectadas através da persisténcia de larvas nos musculos, as quais
provocam dores musculares (Dupoy-Camet, 2000).

O género Trichinella tem uma grande variedade de hospedeiros e uma distribui¢dao
geografica extensa. Cerca de 150 espécies de mamiferos, assim como aves e répteis t€m sido
encontradas naturalmente infectadas (Bolas-Fernandez & Wakelin, 1989 e Pozio, 2005). Também
foram referidos casos de peixes como hospedeiros (Morretti et al., 1997) embora em infecc¢des
experimentais ndo tenha sido comprovada a sua susceptibilidade (Pozio, 2005).

Taxonomicamente o género Trichinella pertence: (NCBI Taxonomy Browser, 2008)

> Filo: Nematoda

> Classe: Enoplea

> Subclasse: Enoplia

> Ordem: Trichocephalida

> Familia: Trichinellidae
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Conhecem-se, até ao presente, 11 gendtipos de Trichinella (Pozio et al., 2002a) distribuidos
por zonas climéticas e/ou por outras espécies de hospedeiros, tendo sido identificadas oito espécies:
Trichinella spiralis, T. nativa, T. brivoti, T. murrelli, T. nelsoni, T. papuae, T. zimbabwensis e T.
pseudospiralis (Figura 1). T. nativa encontra-se em zonas arcticas e em ciclos silvéticos, enquanto

que a T. nelsoni ocorre em Africa e T. spiralis apresenta essencialmente um ciclo doméstico.

%\» "\ééi 'DQD

PQEP%
@

[0 T spiralis
3 T. nativa
1 T. britovi
B3 T. murrelli
[ T. nelsoni
[0 Trichinella T

% T. pseudospiralis
@® T. papuae

© T. zimbabwensis

Figura 1 — Distribuicdo das varias espécies de Trichinella a nivel mundial (hppt//www.med.unipi.it)

Segundo Dupouy-Camet (2000), embora nao tenham sido referidos casos humanos para
certos gendtipos, todas as espécies de Trichinella sao patogénicas para o homem, sendo observadas
diferencas entre espécies ou gendtipos em termos de sinais e/ou sintomas clinicos.

A triquinelose € considerada uma parasitose emergente que estd em expansao na Europa por
diversas razdes, uma das quais o consumo de carne de cavalo. Com a entrada dos novos paises de
leste, nomeadamente a Maceddnia, a Crodcia e a Sérvia para a Unido Europeia (UE), onde existe o
habito de alimentar os cavalos, sobretudo os pdéneis em idades precoces, com carnes de outros

animais, verificou-se um aumento da parasitose nalguns paises da UE. Com efeito, a exportacio
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destes animais para paises consumidores de carne de cavalo, como a Franga e a Suica, tem sido
referido como um dos factores responsaveis pelo aumento dos casos de infec¢io humana nesses
paises (Pozio, 1998).

Ha varios casos e surtos localizados na Europa, devido por exemplo, ao fendmeno crescente
da caca turistica, atingindo alguns cacadores que trouxeram para consumo proprio enchidos
preparados com carne desses animais. Este € um problema que se pode colocar em Portugal e em
Espanha. Aparentemente, ndo existem casos humanos recentes referenciados em Portugal, pelo
menos diagnosticados clinicamente. No entanto, a zona de Portugal que raia com Espanha podera
ser uma regido endémica para a triquinelose, de acordo com Pozio (1998).

Assim, a re-emergéncia desta infec¢do zoondtica em vdrias partes do mundo, vem alertar

para a necessidade de uma vigilancia persistente a esta parasitose.




Introducao

1.1  Histéria de Trichinella spp. e da Triquinelose

Trichinella spiralis foi descoberta em Londres no ano de 1835, por James Paget, um
estudante de medicina, quando procedia a uma dissecc¢ao de tecido muscular humano. Precedendo a
observacdo de Paget, houve algumas descricoes de estruturas de forma oval em amostras
musculares, tendo sido posteriormente designadas como cdpsulas de Trichinella (Gould, 1970).

Para alguns parasitologistas, a justificacdo de certos tabus alimentares como a proibi¢ao
religiosa de comer carne de porco, contida no Levitico e no Deuterondmio, teria sido devida a
triquinelose que incidiria intensamente entre os hebreus, na época em que os textos biblicos
estavam a ser codificados (Gould, 1970).

Em 1835, Sir Richard Owen atribuiu a este neméatode o nome de Trichina spiralis (Gould,
1970). Uma vez que o nome Trichina foi dado previamente a um género de moscas, Railliet em
1895 atribuiu a designacao de Trichinella ao nematode (Gould, 1970).

Em 1846, Joseph Leidy ao encontrar quistos de Trichinella em musculos de porco,
identificou-os facilmente como o organismo observado vdrias vezes em humanos nas salas de
autopsia (Gould, 1970).

Herbest foi o primeiro a referir que este parasita podia invadir os musculos através do
consumo de carne contendo larvas de Trichinella enquistadas, ao encontrar estes quistos em gatos
em 1845, tendo procedido a primeira infec¢do experimental em um texugo e em cdes. No fim de
1850, Leuckart e Virchow realizaram infec¢des experimentais alimentando cdes com musculos de
carne humana infectada, de forma a descobrir o ciclo de vida da Trichinella (Gould, 1970).

Em 1860, a triquinelose foi reconhecida como sendo uma doencga fatal para os humanos.
Zenker observou um grande nimero de quistos de Trichinella em amostras musculares durante a
realizacdo de uma autépsia numa mulher, de 20 anos que tinha falecido 33 dias apds ter adoecido, o
que aconteceu quatro dias apds ter comido carne de porco. A observagdo de parasitas adultos,

mostrou que o desenvolvimento do ciclo ocorreu no préprio hospedeiro (Gould, 1970).
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Segundo Blancou (2001) muitos milhares de pessoas terdo sido infectadas, no mesmo
periodo, em paises Europeus e centenas delas terdo morrido em consequéncia da parasitose.

Ap6s o ciclo de vida da Trichinella e a sua associagdo a ingestao de carne serem conhecidos,
0 passo seguinte direccionou-se para a protec¢do dos consumidores, com a obrigatoriedade do
exame microscopico da carne de porco. Iniciado na Prissia em 1879, apesar de em 1863 ja ser
praticado em algumas provincias, a inspeccao era realizada através da compressdo das amostras

entre dois vidros (Gould, 1970).
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1.2. Caracterizacao do parasita

1.2.1 Gendtipo Trichinella

Os parasitas do género Trichinella alternam o seu ciclo de vida em fase intestinal e fase
musculo-esquelética no mesmo hospedeiro. O género Trichinella apresenta duas subdivisdes: as
espécies que ao invadir as células musculares ficam rodeadas de uma cédpsula de colagéneo
(enquistamento) e outras onde ndo ocorre enquistamento (Zarlenga et al., 2004). O grupo onde
ocorre enquistamento integra cinco espécies e trés gendtipos (ainda ndo definidos
taxonomicamente) que parasitam apenas mamiferos. Historicamente, das espécies que enquistam, 7.
spiralis é a maior causadora de infecgdes humanas. Deste grupo fazem ainda parte, 7. nativa (inclui
o gendtipo Trichinella T6), T. brivoti (inclui dois gendtipos separados, Trichinella T8 e T9), T.
murrelli e T. nelsoni (Murrell et al., 2000 e La Rosa et al., 2003).

O grupo onde ndo existe a formacdo da cdpsula € constituido por trés espécies: T.
pseudospiralis, T. papuae e T. zimbabwensis. Estas duas ultimas espécies, apresentam como
caracteristica, o facto do seu ciclo de vida ser completado independente da temperatura corporal do

hospedeiro.

1.2.2 Hospedeiros de Trichinella spp.

Trichinella spp. tem uma grande variedade de hospedeiros. Alguns destes hospedeiros
como 0s guaxinis, os murganhos e os humanos, sdo permissivos a infeccdo por diversas espécies de
Trichinella (Pozio et al., 1992a e Oivanen et al., 2002). Outros, como o0s ratos € 0s porcos sao mais
selectivos, enquanto que Trichinella nativa possui menor poder infectante (Pozio et al., 1992a).

As espécies que ndo enquistam té€m diferentes capacidades infectantes, 7. pseudospiralis

infecta mamiferos e aves, enquanto que 7. papuae e T. zimbabwensis infectam mamiferos e répteis
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(Kapel et al., 1998a, Pozio et al., 1999, 2002a, 2004 e Pozio, 2005) como elucida a Figura 2. Os

mamiferos marinhos também podem ser infectados (Forbes, 2000).

Trichinella Distribuicdo Capsula Hospedeiros
Espécie/gendtipo
Tsp ',rahvs osmopolita
T. spiralis
T. britovi L.
T britovi T9 Paleartico
T. britovi Temperado
T. murrelli Neartico Mamiferos
]_ T. murrelli Temperado .
| T. britovi T8* Sim
| T. nelsoni Etiépico
T. nativa
| T. nativa Artico
Trichinella T6
I_ Trichinella T6
T. pseudospiralis  Asia
T. pseudospiralis Europa Mamiferos
T. pseudospiralis Alahama Néo e aves
| T. pseudospiralis Tasmania
T. papuae Papua Nova Guiné Mamiferos
: ‘ | T. zimbabwensis  Zimbabué e repteis
0.00 0.20 ()|.40 8.60 (|).80 -ll .00

Figura 2 — Espécies e genétipos de Trichinela, distribui¢do e hospedeiros (Adaptado www.med.unipi.it).

1.2.3 Filogenia
Os parasitas do género Trichinella sao morfologicamente indistinguiveis (Dick, 1983;
Lichtenfels et al, 1983 e Pozio et al 1992b), recorrendo-se ao uso de métodos bioquimicos e ou

genéticos para a sua classificacao (Figura 3).
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100836499 - T, pativa
L Trichinella TG —_
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10017979156 e T. murrelli
Trichinella T8

A0I43/BYTY ‘e T pritovi
T. nelsoni
T. spiralis

T. pseudospiralis
) | fooswsesy  ——— I.papuae
T. zimbabwensi
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0.02 Trichuris muris ==
Mermis nigrescens 100/1001100/100|

Mylonchulus arenicolus

Adoncholaimus spp
Priapulus caudatus

Figura 3 — Dendograma reconstruido a partir de todas espécies enquistadas (vermelho) e ndo enquistadas (verde)
e gendtipos de Trichinella com base na variacdo mitocondrial LSU e COI DNA (esquerda) e Sub-unidade (SSU)
rDNA (direita) http://www.wormbook.org/

1.2.4 Morfologia e fisiologia dos parasitas

Os parasitas adultos de 7. spiralis sdo muito pequenos (fémeas com 3 a 4 mm e machos 1.4-
1.6 mm de comprimento), delgados e cilindricos. A boca € simples e conduz ao eséfago, que se
encontra parcialmente na parte muscular e outra parte contida no esticosoma.

A fémea é vivipara e as larvas saem pelo orificio vulvar, situado na metade anterior do
corpo. (Figura 4). O anus é terminal em ambos os sexos, sendo a extremidade posterior do macho
provida de duas papilas conicas, designadas por apéndices copuladores. Por entre eles sai a parede

da cloaca, quando em protrusdo para a copula. (Figura 5).
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Esticosoma
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Zona muscular do esofago

Canal espermatico

Cloaca |
Apéndices copuladores

Anus

Canal ejaculador r

Testiculos

Figura 4 — Parasita adulto fémea Figura 5 — Parasita adulto macho

1.2.5 Ciclo de vida de Trichinella spp. (Figura 6)

Todos os estadios do desenvolvimento de Trichinella ocorrem num Unico hospedeiro. Apds
a ingestdo da carne contendo as larvas de Trichinella, a larva € libertada da sua cdpsula durante o
processo de digestdao. Estas larvas vao depois penetrar nas células epiteliais colunares do intestino
delgado. O desenvolvimento do estadio de adulto (de L1 a L5) no nicho intra-multicelular € rapido,
aproximadamente 30 horas (Despommier, 1983). Apés a cépula 0 macho morre ou € eliminado e a
fémea inicia a produgdo de larvas (Soulsby, 1982). Os ovos encontram-se dentro do utero e a larva

L1 tem aproximadamente 0.1mm de comprimento quando eclode.
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Das larvas produzidas, algumas sao eliminadas pelas fezes. Porém, a maioria alcanga os
capilares sanguineos ou linfaticos. As que entram no sistema porta atravessam o figado e chegam a
grande circulacdo. No entanto, podem permanecer nos tecidos algum tempo e depois voltarem a
circulacao.

Somente as larvas que chegarem ao tecido muscular esquelético t€ém hipétese de prosseguir
o ciclo. Deixando os capilares, elas vao localizar-se no interior das fibras musculares (que
naturalmente ficam condenadas a destrui¢do), crescem durante um més, passando de 0,1 mm para
Imm. Nesse periodo sofrem trés mudas. Depois enrolam-se em espiral, sendo envolvidas por uma
cépsula fibrosa (produto de reac¢ao do hospedeiro) de forma eliptica e com eixo orientado no
sentido geral das fibras musculares.

Nessas condi¢des, permanecem vivas durante muitos meses ou anos (5 a 10 anos, nos
humanos) sem apresentar qualquer desenvolvimento.

Se a carne contendo os quistos larvares for ingerida por outro hospedeiro, os parasitas sao
libertados no estdmago, pelo processo digestivo. Seguidamente passam para o duodeno, penetram a
mucosa, e nela sofrem a quarta e tltima muda, 2 a 3 dias depois da infec¢ao, completando assim a
sua diferenciacdo em machos e fémeas adultos. A producdo de larvas comeca entre o 4° e o 7° dia

depois da fecundagao, persistindo durante varias semanas (Figura 6).
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Larvas enquistadas no
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Ingestao carne mal cozida
ex.porco

Larva enquistada
no misculo estriado

Ingestao restos L
de carne
ou animais

Larva é libertada
no intestino

\ delgado

Canibalismo Canibalismo

Adultos no
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Figura 6 — Ciclo de vida da Trichinella (Adaptado: htpp:/www.dpd.cdc.gov/dpdx)
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1.2.5.1 Migracao e larvas recém eclodidas (Newborn)

A producdo de larvas comeca uma semana apds infec¢do e continua vdrias semanas.
Contudo, as fémeas sdo mais fecundas durante a primeira semana de producdo larvar (Marti &
Murrell, 1986). A sua fecundidade depende da espécie de Trichinella, assim como da localizacao no
intestino delgado. Alguns estudos demonstraram que as fémeas recolhidas a partir do jejuno
produziam mais larvas do que as recolhidas a partir do ileo (Sukhdeo, 1991). As larvas recém

eclodidas (Newborn -LNB) entram na linfa, chegam a circulacio e espalham-se por todo o corpo.

1.2.5.2 Fase muscular e células hospedeiras (Nurse cells)

Quando entram nos musculos as larvas de T. spiralis causam danos, primeiro nos capilares e
depois nas células musculares. A capilaridade € reparada sem angiogénese porque o dano é
minorado. As proteinas especificas do musculo, como a creatinina kinase (CK) e a mioglobina, sdo
libertadas em grande quantidade em infec¢des humanas (Capo et al., 1998).

As larvas iniciam o enrolamento dentro da nurse cell onde vao crescer (Soulsby, 1982). O
crescimento € rapido, iniciando-se a partir do terceiro dia até a vérias semanas apds a entrada no
musculo (Despommier et al., 1991). Assim, o nidcleo das células infectadas aumenta de volume
atingindo um tamanho maximo ao fim de oito dias. Cada célula hospedeira (nurse cell) contém
cerca de 40 nidcleos derivados de midcitos (Despommier et al., 1991). Recentemente a expressao
apoptose tem sido referida como o regulador durante a transformacao da célula muscular, sugerindo
o seu envolvimento na formagao da nurse cell (Wu et al., 2005). De acordo com Beiting et al., (2004)

o infiltrado celular inflamatério a volta da nurse cell €, na sua maioria, constituido por células

mononucleares controladas por interleucina 10 (IL-10).
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A angiogénese a volta de nurse cell inicia-se aproximadamente 12 dias apds infecgao, sendo
precedida por uma situacdo de hipdxia, com fenémenos de auto-regulagcdo através de factores
endoteliais vasculares de crescimento. Assim, a medida que o parasita e a nurse cell crescem, a
hipdéxia e a necessidade de nutrientes aumentam continuando a neovasculariza¢do. Algumas vezes o
parasita estimula a nurse cell a sintetizar colagénio IV e VI formando uma cédpsula a volta desta
(Polvere et al., 1997 e Capo et al;1998).

O metabolismo de infec¢do da larva L1 € anaerdbio. Assim, o parasita tem de segregar
proteinas constantemente de forma a manter a nurse cell num estado de diferenciacio (Capo et al.,
1998). O metabolismo anaerdbio é valioso quando o hospedeiro morre, pois 0 parasita permanece
infectante até ser ingerido por outro hospedeiro (Despommier, 1998).

O desenvolvimento do ciclo da nurse cell varia, dependendo da espécie de Trichinella. T.
nativa € a que encapsula mais rapidamente, com a formagao da nurse cell entre 20 a 30 dias apés
infeccdo. T. murrelli € a mais lenta na formagdo de nurse cells aproximadamente 60 dias. A
formacao das nurse cells € detectada na T. spiralis 16 dias pds-infec¢do, enquanto que na 7. nelsoni
ocorre 34 dias de apds infecgdao (Pozio et al., 1992b). As diferencas no tempo de enquistamento
parecem resultar de diferencas na reproducdo e na maturagdo, uma vez que a formagao da capsula
inicia-se 9 dias apdés a chegada de larvas recém eclodidas e em migragdo ao musculo (Li & Ko,
2001). Uma vez no musculo, Trichinella pode sobreviver varios anos antes de ser ingerida e iniciar-

se o ciclo novamente noutro hospedeiro (Figura 7).
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Figura 7 -Evolucdo e enquistamento das larvas L1 de Trichinella. Adaptado http://www.wormbook.org/
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1.3 Triquinelose em animais

A infec¢do por Trichinella raramente causa sinais clinicos em hospedeiros naturais do
parasita, mesmo quando sdo infectados com um numero elevado de larvas (Bruschi & Murrel,
2002). Em investigacdo, o ciclo de vida da Trichinella spp. ¢ mantido em animais de laboratério,
estando a infeccdo bem definida para murganhos e ratos (Stewart et al., 1978; Bell, 1998; Torrents
& Vergara, 2000 e Malakauskas et al., 2001)., uma vez que a refrigeracdo reduz a capacidade de
infeccdo e a sobrevivéncia. Os ratos sdo excelentes hospedeiros para 7. spiralis, T. brivoti e T.
pseudospiralis, enquanto que 7. nativa nao se reproduz bem nestes hospedeiros (Malakauskas et al.,
2001). Os ratos sdo assintomdticos excepto no aumento de consumo de comida e ganho de peso
durante as primeiras semanas de infec¢do com uma dose de 7500 larvas de T. spiralis (Torrents &
Vergara, 2000).

Outras infec¢des experimentais em outros animais revelaram diferengas entre hospedeiros
(Kapel et al., 1998a e Pozio et al., 2004), contribuindo para clarificar o ciclo infeccioso na fauna
local e o potencial risco para humanos. Alguns estudos experimentais de infec¢do de Trichinella em
porcos tem ajudado a perceber a distribui¢do de larvas nos musculos, a resposta imunoldgica e os
sinais clinicos (Kapel et al., 1998b e Kapel & Gamble, 2000). Mesmo quando a dose de infec¢ao é
alta, os sinais clinicos ndo aparecem necessariamente nestes animais. 7. spiralis infecta os porcos
muito eficientemente, enquanto que 7. brivoti, T. nelsoni e T. pseudospiralis de forma moderada.

Estudos em raposas clarificaram a predileccdo de 7. spiralis para animais carnivoros em

ambiente natural (Kapel et al., 1995 e 1999) e experimental (Kapel et al., 1994).
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1.4 Interacao parasita-hospedeiro

1.4.1 Resposta imune no hospedeiro

A resposta imune a nivel intestinal € iniciada com penetragdo das larvas de 7. spiralis nas
células epiteliais colunares do intestino delgado provocando inflamacdo, com libertacdo de
mediadores pré-inflamatérios como interleucinas (IL) beta 1, IL-8 e ENA-78, desde as primeiras
cinco horas apds a infeccdo, detectando-se ainda, interferdo-gama (INF-y) e citocinas do tipo 2 a
partir dos nédulos linfaticos mesentéricos, as quais promovem uma resposta linfocitaria Thy. A
producdo de IL-3, IL-4 e IL-5 que regulam a inflamacdo e favorecem a infiltracdo de mastdcitos,
eosindfilos e o aumento da concentracdo da histamina e leucotrienos, causam danos na mucosa
intestinal. Nos quinze dias posteriores a infec¢do, as contraccdes peristélticas promovem a expulsao
do parasita. A resposta imunitdria contra LNB deve-se a presencga de anticorpos contra os antigénios
de superficie, podendo estes anticorpos causar uma reaccao citotoxica (Becky et al 1991).

A resposta imunitdria que acompanha a triquinelose humana é caracterizada pelo
aparecimento das imunoglobulinas das classes IgA, IgM e IgG (Ljungstrom, 1974; Boczon et al.,
1981; Van Knapen et al., 1982; Au et al., 1983 e Feldmeier et al., 1987). Os anticorpos especificos
da classe IgE e o aumento dos niveis de IgE total, parecem ndo aparecer obrigatoriamente em
pacientes sofrendo de triquinelose.

Alguns estudos demonstraram que as subclasses de IgG dominantes na resposta imunitdria a
infec¢Oes parasitdrias, sdo IgG; e I1gGy. Ljungstrom et al (1988), tendo por base um surto de 7.
spiralis ocorrido na Poldnia, avaliaram a sequéncia no aparecimento das imunoglobulinas IgG, na
infeccdo recente € um ano apds infeccdo. Os resultados demonstraram que o aparecimento
sequencial das IgG, iniciava-se com o isotipo da IgG; antes da IgGs e a IgGs antes da IgGy.,
verificando, que os anticorpos IgG; dominavam a resposta imune em todos os pacientes. O aumento

significativo da IgG4 foi observado durante a fase cronica. No entanto, a correlagdo aparentemente

17




Introducao

existente entre IgG4 e IgE ndo foi encontrada, tendo sido detectado altos titulos de IgE nos soros
obtidos na infec¢do recente e a sua diminui¢do com o decorrer da infec¢ao.

Segundo alguns autores (Vitetta et al., 1984; Vitetta et al., 1985 e Sideras et al., 1985), a
interleucina 4 (IL-4) um principais factores de estimulacdo das células B serd responsavel pelo
aumento da producdo da IgG; e da IgE no rato (Coffman et al., 1986). Em 1987, Paul & Ohara
demonstraram in vitro que sao necessdrias altas concentracoes de interleucina 4 (IL-4), de forma a

estimular a produ¢ao da imunoglobulina IgE.

1.4.2 Antigénios e imunidade

Trichinella pode infectar diferentes tipos de hospedeiros, o que sugere que este género nao é
afectado pela imunidade do hospedeiro, sendo pouco imunogénico (Wakelin, 1996).

Bell (1998) resumiu a imunidade em trés respostas bdsicas: consequéncia de rejeicdo da
infeccdo larvar, rejeicdo das formas adultas e imunidade contra as larvas recém eclodidas (LNB).
Algumas observacdes indicam que no caso do hospedeiro ser o porco, as larvas podem ser mortas
antes do enquistamento, enquanto que no murganho a imunidade € mais expressa no intestino,
sendo mediada primeiro por células T (Wakelin & Goyal, 1996) do tipo T-helper 2 (Thy). As
interaccoes entre o hospedeiro e o parasita devem ser vistas em simultaneo nos dois, uma vez que as
combinagdes genéticas sdo varidveis e por isso ndo sdo compardveis (Wakelin & Goyal, 1996).

Os antigénios de Trichinella podem ser divididos em trés grupos, com base na sua
localizagdo: os de superficie, os de Excrec¢ao/Secrecao (ES) e os antigénios sométicos residuais
(Dea-Ayuela et al., 1999). Na larva muscular o material antigénico estd localizado no esticosoma,
hemolinfa, grinulos citosplasmdticos e glandula intestinal (Takahashi et al., 1990). Apds andlise
imunoquimica, verificou-se que os componentes cuticulares apresentam pouca imunogenicidade
(Maizels et al., 1982). Nos parasitas adultos os antigénios podem ser encontrados nos 6rgaos

reprodutores (Takahashi et al. 1994).
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Diferentes estados larvares apresentam diferentes antigénios. Segundo Ortega-Pierres et al.,
(1996) esta caracteristica poderd ser um dos mecanismos de evasdo evitando que as defesas dos
hospedeiros matem as larvas. Parecem existir dois grupos de antigénios de Trichinella que induzem
a resposta imune em duas fases: a primeira nas duas semanas apds infeccdo e até ao fim da fase
intestinal mediada pelo antigénio fosforilcolina, e na segunda fase, 4 a 5 semanas apds infeccao
(fase muscular), predomina o grupo de antigénios designado por grupo II ou antigénio TSL-1
(Appleton et al., 1991). Estes antigénios (TSL-1) apresentam um peso molecular de 40 a 50 KD na
electroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), possuindo num dos
epitopos um carbohidrato composto por um agucar designado por tivelose (Appleton & Romaris,
2001). Sabe-se que este acucar estd presente em algumas bactérias e em ovos de Ascaris e, apds
estudo experimental, concluiu-se que os anticorpos anti-tivelose ndo sdo protectores contra os
parasitas adultos (Appleton & Romaris, 2001). As larvas LNB tém antigénios com pesos
moleculares de 20, 30 58 e 64 KD, enquanto que as larvas musculares apresentam frac¢des de 47,
55,90 e 105 KD (Dea-Ayuela et al., 1999).

A maior fonte de antigénios ES € o esticossoma, composto por esticocitos. Estudos mais
recentes indicam que a glicoproteina de 43KD pode ser usada no diagndstico da triquinelose pela
técnica de “Western blot” (Yera et al., 2003).

Os antigénios somaticos sdo mais conservados, mas menos especificos que outros
antigénios. Para o despiste de reaccdes cruzadas, os antigénios somaticos podem ser muito uteis
especialmente na deteccdo de estadios iniciais de infec¢do, podendo ainda ser importantes no
diagndstico apds morte do parasita (Dea-Ayuela et al., 1999). Boireau et al., (1997), realizaram um
estudo onde foram seleccionados anticorpos monoclonais que permitiram identificar determinantes
antigénicos comuns das seguintes espécies: 7. spiralis, T. nativa, T. nelsoni, T. pseudospiralis e
Trichinella TS5. Assim, usando o método de imunofluorescécia dos 40 anticorpos monoclonais

usados, 23 destes apresentaram reacgdes cruzadas com as cinco estirpes de Trichinella.
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Ap6s a infeccdo primadria, é desenvolvida uma imunidade protectora. A ripida expulsao de
formas infectantes a partir do intestino na infec¢do secunddria estd bem definida nos ratos, sendo
considerada uma reac¢do mediada por anticorpos da classe IgE (Negrao-Correa, 2001). Contudo, os
mastdcitos nao parecem estar envolvidos na reac¢ao (Watanabe et al., 2005). O envolvimento da
IgA na expulsao intestinal foi também descrita em murganhos (Inaba et al., 2003). Noutro tipo de
infec¢des, como por exemplo, no porco, a fecundidade das fémeas estava diminuida em 51% e os
adultos eram expelidos do intestino em trés semanas (Marti & Murrell, 1986). Por outro lado, em
ratos a mudanca de imunidade estard directamente dependente de estadios de pré adulto, uma vez
que a expulsdo ocorrera em horas (Wakelin & Denham, 1983). Appleton et al., (1988) verificaram
que a imunizagdo passiva com anticorpos anti-tivelose em ratos neonatais induzia rapidamente a
expulsdo completa das larvas de Trichinella. Alguns estudos demonstraram que a imunidade parcial
na triquinelose podia também ser produzida pela vacinacdo. Com efeito Goyal et al (2002)
verificaram que a vacinacdo com antigénios TSL-1 estimulava reac¢des protectoras, sendo um
destes antigénios, de peso molecular 43 KD, especialmente potente. De acordo com os resultados de
Silberstein & Despommier (1984), a imunizacdo de murganhos com 10 pg de proteina 48KD
reduziu o nascimento larvar em 81% em comparacdo com o controlo. A vacinagdo contra
Trichinella spiralis através de administracdo intra nasal de homogeneizado larvar ou de um péptido
antigénico, na presenca da subunidade b de Vibrio cholerae como adjuvante, também resultou numa
reducgdo significativa de adultos no oitavo dia apés infeccao (McGuire et al., 2002). A imunizagao
de murganhos com uma preparacao da vacina de DNA (Cui et al., 2004), demonstrou que a
activacdo da resposta humoral e celular reduziam o aparecimento de larvas nos musculos (Wang et

al., 2005).
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1.5 Infectividade e resisténcia

Trichinela spiralis ndo afecta animais de sangue frio, a ndo ser que a temperatura deles seja
elevada a 37°C. Todos os animais homeotérmicos sdo susceptiveis, se bem que em condi¢des
naturais a infeccdo s6 ocorra em animais de hdbitos carnivoros ou omnivoros. A resisténcia
aumenta com a idade, mas € reduzida pelas caréncias nutricionais, especialmente vitamina A
(Pozio, 2005).

Os animais parasitados que recuperam de uma infeccdo mostram-se mais resistentes a uma
segunda carga parasitdria, porém, no homem, essa protec¢do nao é marcante. A administracdo de
antigénios extraidos de larvas ou de parasitas adultos produz imuniza¢do em animais de laboratdrio,
sendo a imunidade manifestada pelo escasso desenvolvimento das fémeas e redu¢do da fecundidade
e, em consequéncia, originando um pequeno nimero de larvas na musculatura do hospedeiro.

A imunidade passiva pode ser provocada em animais de laboratério injectados com soro
imune potente, 0 mesmo ocorrendo com crias de fémeas infectadas que podem receber anticorpos
através do leite.

O mecanismo de imunidade em 7. spiralis parece ser extremamente complexo. J4 foram
isolados varios antigénios de natureza diversa (Boireau et al., 1997), verificando-se que os que se
isolam nas larvas diferem dos encontrados nos parasitas adultos. A imunidade intestinal €, em
grande parte, de natureza humoral e deve impedir o desenvolvimento das larvas ingeridas, bem
como a fixacdo dos adultos. Do ponto de vista prético, este aspecto € muito importante porque reduz
a producdo de larvas e a consequente invasdo da musculatura. E possivel que outros mecanismos

envolvendo o aumento da produ¢do de muco e o peristaltismo intestinal concorram para a expulsdao

das formas infectantes.
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1.6 Resisténcia ao congelamento

Mesmo antes das diferentes espécies de Trichinella serem caracterizadas, observou-se que
as larvas musculares encontradas em animais do drctico sobreviviam ao congelamento enquanto que
as de regides temperadas morriam (Dick & Belosevic, 1978 e Kjos-Hanssen, 1984). T. nativa tolera
melhor o congelamento que 7. spiralis, especialmente nos musculos dos hospedeiros, mas a sua
resisténcia € reduzida em murganhos (Pozio et al., 1992b). A infectividade de T. nativa foi
encontrada em musculos de raposa apds 4 anos de armazenamento a uma temperatura inferior a
18°C (Kapel et al., 1999). No misculo do rato, a infectividade mantém-se apds quatro semanas
guardado a mesma temperatura, enquanto que o indice de capacidade de reprodutibilidade € baixo
ap6s uma semana de congelamento (Malakauskas et al., 2001). Assim, 7. spiralis pode tolerar

temperaturas inferiores a 18°C no porco por 5 dias (http://www.med.unipi.it/ict/) e, no presunto,

pode permanecer viavel por quatro semanas (Theodoropoulos et al., 2000). Nos musculos dos ratos,
T. spiralis ndo tem infectividade apdés uma semana de armazenamento a mesma temperatura
(Malakaukas et al., 2001). Alguns estudos indicam que a idade da larva também influencia a
resisténcia ao frio. Efectivamente, segundo Pozio et al., (1993) as larvas musculares com um ano
sobrevivem melhor do que larvas de dois meses. Em azoto liquido as larvas musculares sobrevivem,
mas a sua infectividade diminui (Jacson-Gegan & James, 1998). A criopreservacdo de Trichinella
pode reduzir a necessidade da manutencdo do ciclo em animais de laboratério, contudo um pré-
requisito deste método, € que a larva se mantenha infectante durante o congelamento. Segundo o
Centro de Referéncia de Trichinella (http://www.iss.it/site/Trichinella/index.asp), 18% das espécies
isoladas em porcos domésticos na Europa sdo identificadas como 7. britovi. A sua tolerancia a
congelacgdo € influenciada pela idade da infeccdo e pelas condi¢des de congelagcdo e descongelacdo

(Quadro I).
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Origem da carne Idade da larva Temperatura ~ Semana/s de  Infectividade da larva apds

°C congelagao a descongelacéao

Javalis infectados . .
naturalmente desconhecida -20 3 sim
Javalis infectados desconhecida -20 4 nao
naturalmente
Porcos infectados 5-10 18 1-4 ndo
experimentalmente semanas
Porcos infectados 5-10 .

. -5 1-4 sim
experimentalmente semanas
Javalis infectados 5-10 18 1-4 ndo
experimentalmente semanas
Javalis infectados 5-10 .

; -5 1-4 sim
experimentalmente semanas
Porcos infectados . =
naturalmente desconhecida -18 1 nao
Javalis infectados desconhecida -35 1 sim

naturalmente

Quadro 1 — Variabilidade na sobrevivéncia de T. britovi na carne congelada de porco e javali

(adaptado www.eurosurveillance.org)

1.7 Epidemiologia

As espécies de Trichinella encontram-se em areas geograficas muito amplas que vao desde o
arctico até aos tropicos, contudo a sua distribuicdo depende da espécie, sendo mais restrita nas
espécies cujas larvas enquistam que geralmente demonstram uma maior adaptacdo a climas frios do

que as que nao enquistam (Figuras 8-11).

Figura 8 — Distribui¢do mundial da Trichinella spiralis
(Adaptado: http//www k-state.edu) 23
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Figura 9 - Distribuicdio mundial Trichinella nativa (T-2:
amarelo), Trichinella nelsoni (T-7: vermelho), Trichinella
murrelli (T-5: verde)

Figura 10 — Trichinella designada como T-6 (vermelho),
é similar a T. nativa.

Trichinella britovi T-3 (verde) incluindo T-9 (roxo) e T-
8 (amarelo), actualmente a T-9 do Japdo é mais similar
to T. murrelli que com a T. britovi

A

Figura 11 - Existem trés espécies nao-
encapsuladas de Trichinella.
» Trichinella pseudospiralis (T-4) (pontos
vermelhos).
» Trichinella papuae (T-10) (amarelo)
» Trichinella zimbabwensis (verde)

O maior grupo de hospedeiros de Trichinella spp. s@o os javalis (Sus scrofa) e os porcos
domésticos, e ainda, os animais sinantrépicos como os ratos, gatos, cdes, armadilhos e outros
carnivoros silvéticos, sendo possivel importar infec¢do de outros paises devido a infectividade do

porco e dos ratos sinantrépicos (Pozio, 2001). T. spiralis mostra uma distribuicado cosmopolita em
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zonas temperadas e equatoriais. Algumas revisdes bibliograficas sumarizam a presenca de
triquinelose em certos paises individualmente tais como: a Argentina (Ribicich et al., 2005),
Hungria (Sreter et al., 2005), China (Liu & Boireau, 2002), México (Flisser et al., 2002 e Gutierrez-
Cogco et al., 2002) e Grécia (Sotiraki et al., 2001). As alteracdes politicas e econdmicas a sudoeste
da Europa levaram ao ressurgimento da triquinelose tendo sido reportados casos em algumas
regides destes paises (Cuperlovic et al., 2005). Além disso, foram ainda referidos surtos epidémicos
recentes na Alemanha, Italia e Reino Unido (Pozio & Marucci, 2003).

A triquinelose é uma das zoonoses helminticas que apresenta uma vasta distribuicao, sendo
endémica em alguns dos paises europeus. O avanco biotecnoldgico tem sido usado para reavaliar a
taxonomia, epidemiologia e os ciclos de vida dos agentes etioldgicos, permitindo informagao
adicional sobre factores que contribuem para a manutencio destes parasitas na natureza. O velho
conceito de que os porcos e ratos sdao os principais hospedeiros de Trichinella spiralis,
frequentemente referido em muitos livros, foi reavaliado por Pozio (1998). Segundo este autor, na
Unido Europeia (UE) encontram-se identificadas trés espécies de Trichinella: T. spiralis agente
etiolégico da triquinelose doméstica, podendo também ocorrer em animais silvaticos; Trichinella
brivoti, considerado o agente etioldgico silvdatico mais frequente na UE e Trichinella nativa
responsavel pelo ciclo silvatico na Finlandia e em algumas areas do norte e do centro da Suica. A
transmissao destas espécies, em determinados paises, caracteriza-se por ocorrer:

(1) apenas em ciclo silvético - Trichinella brivoti e T. nativa;

(2) normalmente apenas no ciclo silvatico, mas podendo aparecer no ciclo doméstico -
Trichinella spiralis,

(3) pode ocorrer simultaneamente nos ciclos silvatico e doméstico - Trichinella spiralis;

A natureza da triquinelose em algumas regides da UE ndo estd ainda bem caracterizada,
devido ao grande leque de factores a serem analisados, como a isolamento e identificacdo de
parasitas provenientes dos ciclos doméstico e silvatico. No entanto, existem outros paises e regioes
consideradas livres de Trichinella spp. (Figura 12)
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Figura 12 — Distribui¢do da triquinelose em paises da UE, as dreas brancas mostram regides
livres de triquinelose. As regides pretas mostram zonas onde o ciclo silvatico e doméstico
ocorrem simultaneamente. As zonas riscadas mostram zonas ciclo silvético, os pontos de

interrogacgdo indicam a necessidade de estudos epidemioldgicos. (Pozio, 1998).

1.7.1 Triquinelose em habitat silvatico

Geralmente a triquinelose silvatica afecta carnivoros com comportamento de canibalismo e
predac¢do. Na maioria das regides da UE o reservatorio especifico € a raposa vermelha (Vulpes
vulpes), enquanto que na Finlandia, o guaxini (Nyctereutes procyonoides) é o principal reservatorio.
Outros carnivoros (urso, linces e lobos) também podem ser infectados, tendo, no entanto, um papel
secunddrio na ecologia silvética devido a serem em ndmero reduzido.

InvestigacOes recentes sugerem que 7. brivoti e T. nativa sobrevivem apenas em alguns
carnivoros silvdticos que vivem em ecossistema natural. Este quadro epidemioldgico € suportado

pela presenca de carnivoros selvagens onde o ecossistema ndo foi alterado por accdo humana
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(aéreas montanhosas e parques naturais). O factor chave responsdvel pela distribuicdo limitada
destas espécies € o comportamento alimentar destes hospedeiros. O canibalismo ocorre
frequentemente em dreas remotas, pois quando vivem proximo de habitat humano, os hospedeiros
silvaticos podem comer o lixo e ou comida dos animais domésticos. Este comportamento alimentar
pode explicar a evolucdo favordvel a sobrevivéncia a longo prazo das larvas de Trichinella no
musculo a baixas temperaturas. Actualmente, nas regides centrais e a sul da UE, o ciclo silvatico da
triquinelose tem uma maior prevaléncia em raposas que vivem a altitudes superiores a 400-500 m
acima do nivel do mar ou em regides protegidas, onde o ambiente € menos perturbado. Em éareas de
altitude mais baixa, a possibilidade de encontrar Trichinella é muito reduzida devido ao grande
impacto humano no ambiente. No entanto, o clima montanhoso € caracterizado por uma alta
humidade e baixas temperaturas comparado com climas de baixa altitude, o que favorece a
sobrevivéncia da larva muscular nos hospedeiros por um longo periodo de tempo. A triquinelose

silvatica € mais acentuada em paises ndrdicos (Finlandia) e nas regides centrais e a sul da Europa,

devido ao impacto humano no ecossistema natural.

1.7.2 As relacgoes entre a triquinelose e as caracteristicas do habitat.

As regides ao nivel do mar com altitude abaixo de 400-500 m sdo consideradas livres de
Trichinella. A prevaléncia da infeccao em raposas vermelhas aumenta com a altitude. Os javalis e
0s porcos que se alimentam em zonas selvagens podem adquirir infecgdes com parasitas, mas nestas
relacdes apenas o ciclo silvético (Pozio, 1998) estd presente, embora se admita que nestas dreas o
ciclo doméstico tenha existido anteriormente (por exemplo, Austria, Bélgica, Franca, Alemanha e

sul da Suécia e provavelmente, também na Grécia e Portugal).
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7

Em Espanha a raposa € o reservatério principal da 7. spiralis, T. brivoti e T. nativa,
enquanto que os porcos domésticos e os javalis sdo o reservatério principal da 7. spiralis. A Figura

13 mostra a ecologia na regido espanhola da Estremadura.

T. britovi

T. spiralis

Figura 13 — A ecologia da triquinelose na regido espanhola da Estremadura. A raposa € o principal reservatério da T.

brivoti, sendo os javalis e os porcos domésticos o reservatorio da 7. spiralis. (Adaptado de Pozio, 1998.)

Na Austria, Bélgica e a sudoeste da Franga, Alemanha e a sul da Suécia, o ciclo doméstico €
0 mais antigo, apesar dos carnivoros silvdticos poderem também albergar 7. spiralis assim como 7.
brivoti. Em Franca, as raposas albergam maioritariamente 7. spiralis mas quando se encontram a
baixa altitude apresentam também 7. brivoti, sugerindo que estas infec¢des poderdo ter tido origem
doméstica. Na Itdlia apenas existe o ciclo silvdtico, o que parece ser devido ao comportamento

humano e a barreira geografica dos Alpes. Com efeito, admite-se que estes factores tenham
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contribuido para impedir o estabelecimento da 7. spiralis no ciclo doméstico e para a transmissao
desta infeccao para os animais silvaticos.

O habitat doméstico ndo representa um bom ambiente para 7. brivoti e T. nativa, pois a sua
capacidade reprodutiva nos porcos e nos roedores € muito baixa (Pozio et al.; 1996). Estas
alteracoes bioldgicas resultam na restri¢do severa da transmissao a partir de animais selvagens para
hospedeiros associados ao ambiente humano (ex. porcos domésticos e ratos). Existem poucos casos
relatados sobre a ocorréncia de T. brivoti € T. nativa em animais domésticos. Contudo, 7. brivoti e
T. nativa podem invadir o habitat doméstico assim como 7. spiralis, quando os humanos misturam
a vida selvagem com os animais domésticos, como por exemplo, através do pastoreio de animais
domésticos (porcos e cavalos) em dreas remotas, ou ao alimentarem animais domésticos com a
carne de animais selvagens infectados ou, ainda, através do consumo de carne de veado ou outros
animais selvagens sem controlo sanitdrio para Trichinella. Felizmente que os animais domésticos
infectados com espécies selvagens de Trichinella representam o fim do ciclo silvatico, pois
normalmente a grande maioria destes parasitas encontra-se quase exclusivamente em animais

silvaticos.

1.7.3 Triquinelose em habitat doméstico

Existe um consenso em que os porcos domésticos € os ratos representam a maioria das
infec¢des por Trichinella no habitat doméstico. O ciclo ocorre exclusivamente em dreas rurais de
algumas regides de Espanha e sudeste da Finlandia, onde prevalece a pratica tradicional de criacao
de porcos. A introducdo do ciclo doméstico numa dada regido pode também estar associada a
infec¢des de populacdes de javalis, mas nestas circunstancias o estabelecimento do ciclo doméstico
parece ser remoto, uma vez que a prevaléncia da infec¢do nos javalis € maior em regides onde a
triquinelose doméstica tenha existido previamente. Por exemplo, na regido espanhola da

29




Introducao

Estremadura onde a triquinelose doméstica é endémica, a sua prevaléncia € de 0,48%, (Pozio et al.;
1996), o que € similar ao que acontece no sul da Finlandia onde a prevaléncia é de 1,3% (Kim,
1983). Em contraste, em Franga, as infec¢des em javalis situam-se entre 0,002 e 0,003% (Pozio et
al.; 1996). A base deste modelo epidemioldgico serd provavelmente a combinacdo da tradicional
criac@o de porcos e as poucas condicdes sanitdrias, resultando em infeccdes de Trichinella spp. em

porcos em aéreas onde os javalis podem ter facilmente acesso.

1.7.4 Areas da UE livres de Triquinelose

Os sistemas de vigilancia confirmam a auséncia de triquinelose doméstica na Dinamarca e
nos Paises Baixos. Em alguns paises, as inspec¢des indicam apenas uma baixa ocorréncia de
triquinelose silvética. Nas ilhas Britanicas ndo existe qualquer registo de parasitas em animais
domésticos ou casos de infec¢do humana deste 1969 (Kim, 1983). Contudo, a hipdtese destes paises
estarem livres de Trichinella tem de ser confirmada através de uma vigilancia epidemioldgica.
Existem ainda vastas regides noutros paises que ndo apresentam nenhum dos ciclos, silvético e ou
doméstico. Por exemplo, existem dados que consideram o nordeste das regides da Franca, Vale do
P6 e outras planicies em Itdlia e ilhas do mar Mediterraneo (Corsega, Sicilia e Sardenha), livres da

transmissao de Trichinella spp.

1.7.5 Triquinelose humana na Europa

Segundo Pozio (1998), o parasitismo por Trichinella identificado em humanos reflectem a
situacdo epidemioldgica da UE. Os casos referidos serdo resultantes de algumas praticas
alimentares bem como do aumento de animais importados de dreas endémicas. No passado, em
Franca e em Itdlia, houve um ndmero elevado de infeccdes devido ao consumo de carne de cavalo.
Todos os cavalos infectados tiveram como origem zonas nao integradas na UE (paises a sudoeste da
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Europa e América do Norte). As infec¢des devido ao consumo de carne de porco sdo raras, excepto
em Espanha. Investigacdes epidemioldgicas indicam que a fonte da infec¢do no porco € sempre o
porco doméstico, criado em clausura ou em pequenas quintas (mais de 1000 casos nos ultimos 10
anos). Fontes alternativas de infec¢do resultam da exposicdo do porco doméstico a hospedeiros
silvaticos em dreas selvagens (12 casos na Austria em 1970, 21 casos em Franca em 1983, cerca de
500 casos na Alemanha desde de 1970, tendo havido um epidemia em 1982, ocorrendo 400 casos).

O aumento da populagdo de javalis na Europa causou o aumento de infeccdes humanas
devido ao consumo desta carne em Franga, Alemanha, Itdlia e Espanha (1200 casos desde 1970).
Outras fontes de infec¢cao na UE, embora mais raras, resultaram do consumo de carne de raposa ou
foram adquiridas fora da UE. Em 1998, Pozio refere que a triquinelose humana deve-se
principalmente, ao consumo de animais locais (domésticos ou silvaticos), tendo sido assinalados
casos na Austria, Bélgica, Dinamarca, Finlandia, Gra-bretanha, Irlanda, Luxemburgo, Portugal,
Suécia e Paises Baixos.

Em Espanha ocorrem cerca de 50 a 100 casos por ano de triquinelose humana causada por 7.
spiralis e T. brivoti, devido ao consumo de carne de porco doméstico e produtos derivados deste.
Em 1998 e 1999, a carne de porco importada da Alemanha causou um surto de 52 casos. (Pozio et
al., 1996) e, desde 1990 a 2001, ocorreram sete casos a partir do consumo de porco. Nos anos 1995
a 1998, um total de 192 casos foram associadas ao consumo de javali (Rodriguez-Osorio et al.,

1999 e Rodriguez de las Parras et al., 2004).

1.7.6 Triquinelose em Portugal

Segundo Pozio (2007), o ciclo silvatico da 7. brivoti estd presente na raposa vermelha e em
lobos, tendo sido detectada a infec¢do num porco de criacio doméstica em Montalegre em 1966.
Em relacdo a triquinelose humana apenas existem duas referéncias (cinco pessoas em 1962 e uma
pessoa em 1967), causadas pelo consumo de carne de porco (Vieira, 1983). Em canideos selvagens,
Azevedo et al (1974) observaram um caso de infec¢do por 7. spiralis através do exame histoldgico
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de um fragmento de diafragma de lobo. Em 1975, Azevedo et al., realizaram um pequeno rastreio
sobre triquinelose e leptospirose mas o estudo ndo foi conclusivo. Recentemente, foram feitos
estudos no nosso pais sobre Trichinella spp., um sobre a helmintofauna de ungulados silvestres no
perimetro florestal da Contenda, por Sousa et al., (2003) em que foram pesquisadas larvas L1 deste
parasita em 24 javalis, tendo os resultados sido negativos; outro estudo nesse mesmo ano, realizado
por Grécio et al., visou a investigacao de triquinelose em javalis. Dos 31 animais capturados em
zonas da Beira Litoral e Interior, foram detectadas larvas de Trichinella spp no diafragma de um
javali. Um outro estudo, tendo como tema ‘“Triquinelose silvdtica em Portugal continental”
realizado por Magalhdes et al., (2004), detectaram-se diversos animais (raposas, lobos e lontra)

positivos para Trichinella spp. e, em sete amostras foi identificada a espécie T. brivoti.

1.7.7 Auséncia de Triquinelose no mundo
Segundo Pozio (2007), infec¢des por Trichinella nunca foram documentadas nas ilhas dos
varios continentes, podendo concluir-se que estes parasitas nao estardo presentes, sendo so passiveis
de introdugao através de humanos:
> Africa (Cabo Verde, Comores, Madagascar, Mauricias, Sdo Tomé e Principe e
Seychelles).
» América (Ilhas do Caribe Antigua-Barbuda, Bahamas, Barbados, Repiiblica
Dominicana, Granada, Haiti, Jamaica, Puerto Rico, St Liicia, Trinidade-Tobago)
> Asia (Este de Timor, Maldivas, Filipinas, Singapura, Sri Lanka e Taiwan).
» Europa (Chipre, Islandia e Malta)
» Pacifico (Fiji, Kiribati, ilhas Marshall, Palau, Nauru, Samoa, Ilhas Salomao, Tonga,

Tuvalu e Vanuatu).
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1.8 Triquinelose: sintomas

Os sintomas s6 surgem se as larvas enquistadas forem em nimero superior a algumas
dezenas. Contudo, € possivel ingerir numa s6 refeicdo de carne “mal passada” em niimero suficiente
de larvas. Durante a fase de desenvolvimento das larvas no intestino até a fase adulta e
acasalamento dos vermes adultos, os sintomas podem manifestar-se por nduseas, vomitos, diarreia e
febre. Depois de mais alguns dias, quando as larvas recém eclodidas comecam a circular no sangue,
surge a dor muscular durante a contrac¢do, com dificuldades motoras, febre, edemas e exantemas
cutaneos com prurido. Outras complicacdes possiveis, apesar de pouco frequentes, podem surgir
como a meningoencefalite e a miocardite devido a migracdo acidental das larvas para estes 6rgaos
(Figura 14). A mortalidade é muito baixa e os sintomas podem desaparecer com o enquistamento e

quiescéncia das larvas, em menos de dois meses.

Probabilidade
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Figura 14 — Sumdrio de sinais e sintomas, resultados laboratoriais e testes de diagndstico em
pacientes com triquinelose moderada (cor clara) a severa (cor mais intensa).

(Adaptado: http://www.wormbook.org.)
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1.9 Triquinelose: diagnéstico

O uso de testes seroldgicos para detectar infec¢des por Trichinella em animais selvagens e
domésticos ndo estd ainda padronizado. A Comissao Internacional para a Triquinelose (Gamble et
al, 2000) recomenda a aplicacdo de alguns testes seroldgicos para a deteccdo da infeccdo por
Trichinella em animais € no homem.

Assim, o programa de inspecc¢ao para Trichinella no porco, cavalo e veado realiza-se através
do método de exame directo utilizando o triquinoscépio, que envolve a compressdo de pedagos de
musculo entre duas placas de vidro e a sua observacdo microscépica. No entanto, o método mais
utilizado actualmente € a digestdo péptica do tecido muscular (Gamble et al., 2000; Nocler et al.,
2000 e European Commission, 2001). Este método é também usado em investigacdo de forma a
isolar as larvas musculares. A digestdo do musculo € tratada com um “fluido estomacal” artificial
consistindo em dcido cloridrico e pepsina, de forma a libertar as larvas das suas cdpsulas. As larvas
sedimentam no fundo do tubo apds centrifugacdo, podendo proceder-se a sua contagem apoOs
visualiza¢dao do sedimento ao microscopico. Devido a baixa prevaléncia de larvas na inspecc¢ao da
carne, é normalmente analisado um “pool” de amostras.

A legislacdo para a inspec¢do sanitdria da carne e dos seus produtos derivados, para a
presenca de Trichinella, inclui apenas testes directos, devendo estes apresentar uma sensibilidade e
especificidade que permitam detectar pelo menos uma larva por grama de carne, considerado o grau
de preocupacdo minimo a nivel de satide publica (Geerts et al., 2002).

Embora os métodos serolégicos para deteccao da parasitose por Trichinella ndo sejam
considerados adequados para inspeccdo da carne, estes podem ser importantes em estudos de
vigilancia da infec¢do e investigacdo epidemioldgica em populacdes de animais, em particular em
regides onde a sua prevaléncia € alta, bem como no diagndstico presuntivo ou retrospectivo e,

ainda, na vigilancia da infeccdo em humanos.
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1.9.1 Diagnéstico serolégico em animais

Os testes seroldgicos que podem ser aplicados em animais sdo: imunofluorescéncia indirecta
(IF) podendo usar-se musculo infectado de roedor criopreservado, larvas congeladas ou fixadas em
formalina; “Western-blot” usando antigénios de excrec¢do/secrecao, técnicas imuno-histoquimicas;
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) usando produtos da excrecao/secrecdo das larvas
musculares (Gamble et al., 1988) ou antigénio sintético de tivelose (Gamble et al., 1997; Kapel &
Gamble, 2000; Pozio et al., 2002b). Os problemas na serologia da Trichinella resultam das reac¢oes
cruzadas com outros parasitas (Abdel-Rahman et al., 2003; Yera et al., 2003 e Abdel-Rahman &
Abdel-Megeed, 2005). Os animais estdo muitas vezes expostos a outros nematodes, podendo afectar
os resultados se o teste ndo for especifico e sensivel. O extracto larvar ndo deve ser usado em testes
devido a ocorréncia de reaccdes cruzadas, e a falta de padronizacdo dos antigénios e métodos
imunoldgicos, pelo que a sua utilizacdo na serologia ndo é recomendada na inspeccdo sanitdria

(Gamble et al., 2004).

1.9.2 Diagnéstico serolégico em humanos

Os métodos serolégicos sao os mais aplicados, uma vez que o facto de retirar uma bidpsia
muscular representativa € desconfortdvel para o doente. A serologia no diagnéstico humano pode
ser bastante fidvel quando combinada com outros parametros, sendo necessarios pelo menos dois
testes laboratoriais para confirmag¢do do diagnéstico (Bruschi & Murrell, 2002). Para além das
amostras de sangue, o fluido muscular também pode ser usado no diagnéstico (Haralabidis et al.,
1989; Beck et al., 2005 e Moller et al., 2005).

Os métodos mais usados no diagndstico de infeccao por Trichinella spp. sdo: a
hemaglutinacdo indirecta, floculacdo, IF, aglutinagao em latex e ELISA, sendo este dltimo o que
apresenta uma maior sensibilidade (Bruschi & Murrel, 2002 e Dupoy-Camet et al., 2002). Técnicas
de inibi¢do competitiva e “Western-blot” (Dupoy-Camet et al., 1988 e Pozio et al., 2002b;) podem
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também ser usadas, sendo normalmente considerados testes confirmatdrios. Reac¢des cruzadas com
anticorpos foram encontradas em doentes com certas doengas auto-imunes (Robert et al., 1996) e
quando apresentavam outras parasitoses (Yera et al., 2003).

A técnica de ELISA é o método normalmente mais usado na deteccdo de infeccdo por
Trichinella tanto em animais como em humanos, devido a economia, rapidez de execugdo,
sensibilidade e especificidade, sendo recomendado pelo Office International des Epizooties (OIE,
2000) como o unico método seroldgico a ser utilizado no “screening” da infeccdo no porco
doméstico.

A técnica de ELISA pode também ser aplicada para avaliar a producdo de anticorpos do
hospedeiro ou antigénio de Trichinella na amostra. Quando possivel, deverdao ser analisadas duas
amostras de soro com duas semanas de intervalo para demonstrar se hd aumento do titulo de
anticorpos. A aplica¢do de ELISA tem sido usado para a detec¢do de anticorpos contra antigénios
de Trichinella (Kapel et al., 1998b e Sukura et al., 2001), nomeadamente antigénio de excrecao-
secrecdo (Murrell et al., 1986; Van der Leek et al., 1992 e Kapel et al., 1998b) e antigénios
sintéticos de tivelose (Pozio et al., 2002b e Forbes et al., 2004). Anticorpos poli € monoclonais
podem ser utilizados para demonstrar a presenga de antigénios circulantes de Trichinella (Li & Ko,
2001). A mais recente aplicacao de ELISA em Trichinella, ¢ o método de dipstick, que consiste em
papel de nitocelulose cortado em tiras e impregnados com antigénio ou anticorpo especifico (Al-
Sherbiny et al., 2004). Os resultados preliminares sugerem que este teste € mais rapido e simples do
que a ELISA convencional.

A técnica de “Western blot” pode ser aplicada na deteccao de anticorpos ou de antigénio em
soro. Nesta técnica os antigénios sdo reconhecidos pelo seu peso molecular. Com a producao
industrial de tiras de “Western blot” parece ndo ocorrer reac¢des cruzadas, o que serd uma
importante mais valia para o diagndstico da triquinelose (Yera et al., 2003). Contudo existem
diferencas entre o perfil de bandas observadas em “Western blot” de animais e de humanos
infectados com a mesma espécie de Trichinella (Dupoy-Camet et al., 1988).
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1.10 Diferenciacao de espécies de Trichinella por métodos moleculares

As espécies de Trichinella foram definidas biologicamente através de experiéncias cruzadas
(Pozio & La Rosa, 2000), identificando-se, assim, a existéncia de oito espécies. A identificacdo
requer o isolamento da larva a partir de amostras musculares, pelo que as amostras foram
inicialmente separadas por métodos isoenzimaticos, mas actualmente a caracterizagao realiza-se por
PCR (Polimerase Chain Reaction). Vdrios primers foram usados na identificacao de Trichinella por
PCR, primeiro pelo método RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA Polimerase Chain
Reaction) (Bandi et al., 1993 e 1995), e mais tarde por Multiplex-PCR (Zarlenga et al., 1999 e
2001). Segundo estes autores, a utilizagdo de cinco primers numa unica reac¢do, neste método,
permite identificar sete gendtipos através do conhecimento do peso molecular de uma banda ou de

varias bandas dependendo da sua especificidade para a espécie ou para o genétipo.
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2. Justificacao e objectivos

A triquinelose é uma doenga que pode afectar os individuos de forma aguda ou crénica
(Kociecka, 2000), com a possibilidade de manifestar um quadro clinico debilitante ou, até mesmo,
fatal, com efeitos psicoldgicos e fisicos.

Revisdes epidemioldgicas da triquinelose em vérias regides do mundo sugerem que existem
surtos em aéreas a Sudoeste da Asia, na América Central e do Sul, onde as praticas agricolas e as
regulacdes sanitarias para a producdo alimentar ndo estdo ainda optimizadas (Takahashi e? al., 2000
e Ortega-Pierres et al., 2000). Na América do Norte, a maioria das ocorréncias de triquinelose foi
atribuida ao consumo de carne de animais selvagens infectados, essencialmente, por 7. nativa, T
murrelli e Trichinella T6.

Na Europa, nos ultimos 25 anos, o aumento dramdtico da ocorréncia de casos de triquinelose
deve-se sobretudo, ao aumento do consumo de carne de cavalo nas zonas a oeste da Europa
(Boireau et al., 2000) e a transmissdo de Trichinella spp. através do porco, em dreas endémicas a
este da Europa (Dupoy-Camet, 2000). Por vérias razdes, a triquinelose € vista como uma doenca
alimentar emergente ou re-emergente em algumas partes do mundo. Por exemplo, a transmissao
eficiente de espécies de Trichinella resistentes ao frio nas regides do Artico (Forbes, 2000) e o
papel dos mamiferos desta regido na dieta das populacdes tem resultado num aumento da
prevaléncia ou, até mesmo, na sua introdu¢do como patologia nalgumas 4reas.

Diversas regulamentagbes europeias, internacionais, e outras orientacdes foram
desenvolvidas para proteger os consumidores contra a exposicdo a esse parasita (International
Commission on Trichinellosis). Em Portugal, hd o Regulamento (CE) n.° 854/2004 do Parlamento
do Conselho Europeu, de 29 de Abril de 2004, “que estabelece as regras especificas de execucao
dos controlos oficiais de produtos de origem animal destinados ao consumo humano”, e o
regulamento (CE) n° 1665/2006 que revogou o 2075/2005 (Commission Regulation, 2005), “que

estabelece regras especificas sobre os controlos oficiais de Trichinella na carne”. Estes
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regulamentos e orientagdes abrangem tanto o abate sanitdrio, como a transformacdo pds-abate (por
exemplo, congelamento e culindria). A capacidade de algumas destas espécies tolerarem o
congelamento, puseram em duvida a eficiéncia da congelacio como método comercial para
inactivar as larvas de Trichinella spp. em carne destinada ao consumo humana (Pozio & Murrelli,
2006).

Em Portugal, ndo had informacdo de casos de triquinelose humana recentemente
diagnosticados. No entanto, existe o risco potencial de aparecimento de infec¢des humanas,
atendendo ao crescimento da criagdo de porcos em regime extensivo e a confirmacdo recente da
existéncia de Trichinella em ciclo silvatico (Magalhaes et al., 2004), e, por outro lado, a localizacdo
geografica de Portugal contigua a Espanha, pais onde Trichinella spp. existe de forma endémica.
Estas permissas levaram-nos a escolher como objecto de estudo o parasita Trichinella spiralis no
sentido de aprofundar o conhecimento a nivel bioldgico e imunoldgico, tentando contribuir de
alguma forma para a elaboracdo de um diagnéstico indirecto mais rapido. Assim, o presente estudo
teve como objectivos:

> Obter antigénios das diferentes fases do ciclo de vida do parasita;

> Avaliar os antigénios obtidos a nivel imunolégico e molecular, no que respeita a sua
aplicacao no diagndstico serolégico;

> Identificar anticorpos expressos durante o periodo de infec¢do que possam ser

“marcadores” de infeccdo activa.
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3. Material e métodos

3.1 - Modelo animal

Existem varios modelos murinos relevantes em experimentacdo animal, que representam o
espectro das doengas humanas e que s@o uteis para analisar e caracterizar a resposta imunitdria do
hospedeiro a diferentes helmintas (Gause, 2003).

O presente estudo foi desenvolvido em 40 ratos (Rattus rattus), f€émeas com cerca de 8
semanas de idade e aproximadamente 167,6 gramas de peso, criados no biotério do Instituto
Medicina Higiene Tropical (IHMT). Os trinta animais foram separados em cinco grupos, tendo cada
um seis animais (Figura 15), os restante roedores (10 animais) foram usados como controlos (sem
infeccdo).

Os ratos foram colocados em caixas individuais e mantidos no biotério em condi¢des de

temperatura, humidade e luminosidade adequadas, de acordo com as leis em vigor.

Figura 15 — Ratos mantidos no biotério (original de P. Marques).
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Um dia antes da infec¢do, alterou-se a dieta, retirando-se a comida e ficando apenas com
dgua. Antes da infeccdo, efectuou-se o exame parasitolégico das fezes de todos os ratos, utilizando-
se o método de Willis (Rey, 2001). Esta técnica tem como objectivo diagnosticar a presenga de ovos
de helmintas intestinais com base no principio da flutuacdo. Assim, num tubo de Willis sao
dissolvidas um a dois gramas de fezes as quais € adicionada uma solu¢do de cloreto de sédio
saturada (NaCl), coloca-se por cima uma lamina de vidro e aguarda-se 10 minutos. Se houver ovos

de helmintas estes vao ascender e aderir a 1amina, podendo depois ser visualizados ao microscépio.

3.2 - Infeccao experimental

3.2.1 - Obtencao de larvas enquistada de Trichinella spiralis

Desde ha alguns anos que sdao mantidas na Unidade de Helmintologia e Malacologia
Médica (UHMM) quatro estirpes europeias de 7. spiralis. Neste estudo utilizdmos a estirpe
proveniente de Espanha.

Para a infeccdo dos ratos, foi necessario proceder a dissec¢do de ratos previamente
infectados na UHMM com a estirpe de 7. spiralis em estudo. Assim, procedeu-se ao sacrificio dos
ratos colocando-os individualmente dentro de um recipiente de vidro contendo algodao embebido
em cloroférmio. Apds a morte, o rato foi imobilizado e colocado sobre a placa de dissec¢do, sendo
fixadas as extremidades com alfinetes de disseccdo. Com auxilio de uma pinga e tesoura foi aberta a
cavidade abdominal, estendendo as incisdes em direc¢do a cada extremidade, tendo o cuidado de
expor bem as massas musculares dos membros anteriores e posteriores, do pesco¢o e mandibula.
Com a ajuda da ping¢a e de um bisturi retiraram-se as massas musculares dos membros superiores e
inferiores, masseteres, lingua e diafragma. Destes 6rgdos cortaram-se pequenos fragmentos de
aproximadamente 2 a 3 mm e colocaram-se no triquinoscopio para observacdo das larvas

enquistadas.
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3.2.2 - Preparacao da dose infectante

Para provocarmos uma infeccdo com 1500 larvas nos ratos em estudo, procedemos a
observacgao, através do microscépio invertido, dos fragmentos de carne retirados e colocados no
triquinoscépio. Com base no nimero de larvas existentes em um grama de carne, calculou-se o
numero de gramas de carne necessario para provocar a infec¢ao.

Os ratos foram entdo infectados oralmente pela administracdo de fragmentos de carne

parasitada com 7. spiralis, envoltos em miolo de pao.

3.2.3 - Recolha de parasitas adultos

Para a recolha dos parasitas adultos de 7. spiralis sacrificaram-se os ratos no 14° dia apds
“infec¢do”. Para tal, fez-se uma incisao transversal na regido abdominal, removeu-se a pele para as
extremidades anterior e posterior e, apds abertura do abddémen, retirou-se cuidadosamente o
intestino delgado. Com ajuda de uma tesoura abriu-se o intestino longitudinalmente, procedendo-se
a sua lavagem com soro fisioldgico seguido de incubagdo na estufa a 37°C, durante uma hora.

Ap6s incubacdo, retirou-se todo o contetido do limen intestinal e apds nova lavagem com
soro fisioldgico, colocou-se o intestino num funil com filtros de trés diametros diferentes, deixando
o filtrado em repouso para sedimentacdo dos parasitas. Em seguida decantou-se o sobrenadante,
colocou-se o sedimento numa placa de Petri e observou-se ao microscopio a presenca de parasitas
adultos de T. spiralis.

A 1identificacdo dos parasitas recolhidos foi feita por exame das caracteristicas morfoldgicas.
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3.3 - Obtencao de antigénios (Ags) de larvas recém-eclodidas (Newborn) e de larvas

enquistadas (L.1)

3.3.1 - Isolamento de larvas recém-eclodidas (Newborn - LNB) de T. spiralis

Para a obtencdo de larvas recém eclodidas - LNB e em fase de migra¢do, sacrificaram-se os
animais no 19° dia apds infeccdo. O isolamento das larvas LNB foi efectuado pela técnica de
Baerman modificada, uma vez que pela técnica da digestao péptica (de referéncia para larvas de T.
spiralis) ndo foi possivel isolar as larvas recém eclodidas dos detritos de matéria organica.

A técnica de Baermann € usada para isolar pequenos parasitas de nematodes provenientes de
materiais s6lidos tais como as fezes, terra e tecido animal (Eriksen, 1982). O seu principio baseia-se
no hidrotropismo e no termotropismo das larvas e na tendéncia destas em sedimentar, quando estdo
em contacto com dgua (Slotved et al., 1996 e Rey, 2001).

No presente trabalho, o tecido muscular do rato foi cortado em pedagos mintusculos, os quais
foram colocados sobre uma gaze que revestia um passador metélico, adaptado a um recipiente com
agua a 37°C e, seguidamente, colocado na estufa durante uma hora a 37°C, obtendo-se assim larvas

Newborn livres de residuos.

3.3.2 - Antigénio de excrecao-secrecao de larvas Newborn de T. spiralis (AgESNBL)

Para obter o antigénio de excrecao/secrecao de larvas Newborn, procedeu-se ao isolamento
das larvas pela técnica de Baermann modificada. Os fragmentos da carne dos musculos do rato
obtidos foram colocados sobre uma camada de lencos duplos finos de algodao (do tipo Kleenex) e
colocados sobre um passador metélico, em frasco esterilizado contendo meio de Hank’s Balanced
Salt Solution—-HBSS (Sigma—Aldrich, USA) com 100 ul/ml de Penicilina e 250 pg/ml de

estreptomicina e incubado overnight na estufa a 37°C, a uma atmosfera de 5% de CO,.
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3.3.3 - Antigénio total de larvas enquistadas (L.1) de T. spiralis (AgT)

Para a preparacdo de antigénio total de 7. spiralis efectuou-se a digestdo péptica do tecido
parasitado, segundo o protocolo usado na UHMM (Anexo 1), a fim de se obter as larvas L1 livres
de matéria organica, as quais se juntou 5 ml de solucdo salina (0,9% de NaCl) e congelou-se a -
20°C, até a preparacao do respectivo antigénio (AgT).

Depois da descongelagdo, a solucdo contendo larvas foi sonicada (MSE Ultrasonic Power),
procedendo-se a 8 ciclos de um minuto com 30 segundos de intervalo. Durante todo o processo, 0s
tubos contendo as larvas foram mantidas em banho de gelo. No final, fez-se a observacao
microscopica entre lamina e lamela para verificar o grau de desintegracdo das larvas. Uma vez
desintegradas, congelou-se a solucdo e apds 24 horas fez-se a maceracdo em almofariz de
porcelana.

A suspensdo foi depois centrifugada a 2500xg durante 60 minutos e o sobrenadante,
contendo o antigénio “bruto”, foi acondicionada a 4°C até a andlise da sua concentrac¢do proteica e

reactividade.

3.3.4 - Preparacao do antigénio de excrecao-secrecio das larvas enquistadass L1
(AgESL1)

Para a preparacao de antigénio excrecdo-secrecdo das larvas L1 enquistadas (AgESLI1)
procedeu-se a obtengdo das larvas L1 por digestdo péptica (protocolo da UHMM). Apds a recolha
das larvas L1, colocaram-se em frasco esterilizado contendo meio de Hank’s Balanced Salt
Solution—-HBSS (Sigma—Aldrich, USA) com 100 pl/ml de Penicilina e 250 pg/ml de estreptomicina

e incubado overnight na estufa a 37°C, a uma atmosfera de 5% de CO,.
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3.3.5 — Preparacao de antigénio de larvas L1 apés incubacao em meio de Hank’s (AgS)
Ap6s a obtencao do antigénio de excre¢ao-secre¢ao, as larvas L1 mantiveram a integridade e
mobilidade. Com o objectivo de avaliar a antigenicidade residual destas larvas L1 ap6s incubacdo
em meio de Hank’s e atendendo a que estas se mantinham vidveis e modveis, procedeu-se a

preparagao de um antigénio “somatico” destas larvas (AgS), pelo processo descrito em 3.3.2.

3.3.6- Concentracao dos antigénios de excrecao-secrecio (AgESNBL e AgESL1)
Foram usados tubos com filtros centrifugadores Millipore’s ® Amicon Ultra-15 10K que

permitiram concentrar o antigénio de excreg¢do/secrec¢do antes da determinacdo da proteina.

3.3.7 Determinacao da concentracio da proteina dos antigénios
A concentragdo de proteinas dos antigénios obtidos, quer de larvas Newborn quer de larvas

L1 de T. spiralis (total e de excrecdo/secrecdo), foi determinada pelo método de Bradford utilizando

o “kit Bio-Rad protein assay”.

3.4 Obtencao dos soros para avaliacdo da reactividade dos antigénios
Os soros foram obtidos de sangue colhido por pun¢do cardiaca logo apds o sacrificio dos

ratos infectados e, no caso dos ratos de controlo, o sangue foi colhido da cauda directamente para

papel de filtro.
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3.5 Avaliacao dos antigénios por métodos imunolégicos

A reactividade dos antigénios obtidos foi testada pelas técnicas de imunodifusdo e

imunoelectrodifusdo em gel de agarose, utilizando-se um soro de rato com 45 dias de infeccao.

3.5.1 Reaccao de Imunodifusao em gelose (ID)

A técnica mais utilizada é a de Ouchterlony, ou seja, dupla difusdo em gelose. O seu
principio é bastante simples e consiste em colocar o soro e o antigénio em orificios, com um
determinado didmetro, escavados num suporte de gel de agar, a uma distancia determinada e
aguardar a respectiva difusdo. Na zona de equivaléncia formar-se-4 um trago de precipitacdo. A
sensibilidade deste método € diminuida pela difusdo radial, quer de antigénios quer de anticorpos

(Golvan & Ambroise-Thomas, 1984). E uma técnica pouco sensivel, mas bastante especifica.

3.5.2 Reaccao de Imunoelectrodifusao em gelose (IED)

Esta técnica baseia-se num principio idéntico ao anterior, sendo a difusdo apenas acelerada
pela passagem da corrente eléctrica, isto €, os anticorpos e os antigénios quando colocados num
suporte apropriado e em condi¢des precisas de forca i6nica e de pH, as proteinas antigénicas de um
lado e as imunoglobulinas do outro migram em sentido inverso, sob ac¢do da corrente endosmética
e da diferenca de potencial. Esta migrac@o possibilita rapidamente o contacto entre o antigénio e os
anticorpos (Golvan & Ambroise-Thomas, 1984). A reac¢do positiva revela-se pela presenca de
traco ou tracos de precipitacdo no ponto de encontro dos dois reagentes. A sensibilidade desta

técnica € cerca de 10 a 20 vezes superior a anterior.
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3.5.3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

A determinacdo da sensibilidade e especificidade dos antigénios, assim como, a cinética da
resposta imunitdria humoral no decurso do periodo de infecc¢do, foi efectuada pelo método de
ELISA.

A metodologia aplicada na técnica de ELISA baseou-se na descrita por Voller (1976), com
algumas alteracdes. A técnica foi efectuada em microplacas de fundo plano. Antes de executar a
técnica, foi fundamental determinar previamente a diluicao dos antigénios e dos soros a aplicar nas
placas. Numa primeira fase, procedeu-se a determinacdo da concentragao “Optima” dos antigénios e
dos soros através da titulagdo com soros controlo (positivo e negativo). O antigénio foi testado na
concentracdo de 5,0 ug de proteina por mililitro (Sug/ml) e os soros nas dilui¢des de 1/50, 1/100,
1/200 e 1/400. Apo6s optimizagdo, a concentragdo estabelecida para os antigénios foi de 2 pug de
proteina por mililitro e a diluicdo dos soros 1/400. O conjugado anti-IgG de rato marcado com
peroxidase (IgG-HRP, Sigma), foi usado a 1/60 000, anti-IgG; a 1/500 e anti-IgM de ratinho
conjugada com fosfatase alcalina numa diluicdo de 1/30 000. Utilizou-se como controlo positivo o
soro de rato infectado ha mais de 60 dias, sendo o controlo negativo constituido por um pool de
soros de ratos ndo infectados. Este pool de soros negativos foi obtido de sangue impregnado em
papel de filtro e processado segundo o método de Guimaraes (1984). Assim, efectuou-se a eluicao
do sangue a partir circulos de papel de 4 cm” com 0,25 ml PBST resultando numa diluicdo de 1/5.
Deste modo, com recurso a um furador de papel, cortaram-se circulos com 6 mm de diametro que
foram eluidos em 1,413 ml de PBST (PBS com 0,05% Tween 20), durante 2h com agitacdo, para
obter a dilui¢ao de 1/400.

Nas diferentes solucdes utilizou-se um volume de 100 ul em cada poco da placa, com
excep¢do do tampdo de lavagem PBST em que se usaram 200 ul e da solucdo bloqueadora da
reacc¢do, e se aplicou o volume de 50 ul por pogo. Os soros (amostras e controlos) foram testados

em duplicado sendo o valor da absorvancia resultante da média dos valores apresentados na leitura
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de cada soro. Para cada antigénio utilizaram-se duas placas (com as mesmas amostras) que foram
processadas em simultaneo.

Procedeu-se a sensibiliza¢do das placas com 100 ul de solucdo antigénica por pogo (2 ul do
Ag) diluidas em tampao carbonato pH 9,6 (15mM Na,CO;, 35mM HCOs) durante 12 horas a 4°C.
Ap6s este tempo as placas foram lavadas por quatro vezes com PBST (200 ul /pogo) com intervalos
de 5 minutos entre cada lavagem e, em seguida bloqueadas, com 1% de BSA (albumina de soro
bovino, Sigma) diluida em PBST e incubadas durante 1h e 30 minutos. Procedeu-se a novas
lavagens como anteriormente, colocaram-se os soros na diluicao de 1/400 em PBST, seguindo-se a
sua incubagao durante 2 horas a temperatura ambiente (T.A), e posteriormente 12 horas a 4°C.

Apés a lavagem, reincubaram-se as placas com os diferentes conjugados. No caso da IgG
(Sigma) usou-se uma diluicao 1/60 000 em PBST, seguidas de incubacio durante 90 minutos a T.A.
Ap6s remocgao do conjugado procedeu-se a novas lavagens (PBST) e colocou-se o substrato
cromogénico (9 mg de ortofenildiamina-OPD, em 25 ml de Tampao substrato (0,2M Na,HPOy, 0,1
acido citrico, pH 5,5 e 25ul de H,0, a 30%), incubaram-se as placas na obscuridade durante 30
minutos e bloqueou-se a reaccdo com 50ul de HCl 2N. A absorvancia foi lida num
espectrofotometro (Multiskan Plus P) a um comprimento de onda de 450 nanémetros (nm).

No caso do IgG; adicionaram-se 100 pl a cada pogo, na dilui¢do de 1/500 em PBST. Apés
90 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, as placas foram lavadas trés vezes com PBST, e
procedeu-se a nova incubacdo com um segundo conjugado IgM anti-mouse, na diluicao de 1/30 000
em PBST. Apd6s 90 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lavadas trés vezes com PBST
e adicionaram-se 100 pl de substrato p-Nitrophenyl phosphate (pnNPP) (Sigma-Aldrich, USA), a
cada pogo. As placas foram colocadas num local escuro durante 30 min a temperatura ambiente.
Findo este tempo, a reac¢do enzimatica foi parada com 50 pl de 3N NaOH por poco. A absorvancia

foi lida num espectrofotémetro (Multiskan Plus P) a um comprimento de onda de 405 nm.

50




Material e Métodos

Na deteccdo de anticorpo IgM anti-T. spiralis, o conjugado foi usado na dilui¢ao de 1/30 000 em
PBST. Ap6s 90 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lavadas trés vezes com PBST,
sendo adicionado o substrato p-Nitrophenyl phosphate (pnNPP) (Sigma-Aldrich, USA) a cada pogo
(100 pl). Apés 30 min na obscuridade a temperatura ambiente, parou-se a reaccdo enzimatica com
50ul de 3N NaOH por pogo. A leitura foi efectuada no leitor de microplaca (Multiskan Plus P) a um
comprimento de onda de 405 nm. Apds serem determinadas as densidades Opticas, nos ratos
infectados experimentalmente consideraram-se positivos os soros com valores de absorvancia acima
do cut-off. Este, foi determinado através do somatério da média da densidade 6ptica dos controlos
negativos acrescida de duas vezes o desvio padrao dos mesmos ( x[| + 2SD). Foram analisadas
amostras, colectadas dos ratos, a partir do dia zero (antes da infec¢do) até ao 60° dia pds infecgao.

Simultaneamente foram ainda determinadas as densidades 6pticas de dois soros de ratos infectados

respectivamente com Schistosoma mansoni € Toxocara canis.

3.6 Avaliacao molecular das fraccoes antigénicas por “Western-blot”

Com o objectivo de identificar as moléculas antigénicas que poderiam ser reconhecidas
pelos soros dos ratos em diferentes fases de infecc¢do, procedeu-se a andlise das frac¢des de cada
antigénio obtido usando um gel de poliacrilamida a 12,5% em condicao reduzida.

Em todos os géis foram utilizados simultaneamente padrdes de referéncia (BIO-RAD,
Alemanha) compostos por: Miosina (Cadeia H) de 205 KD, B-Galactosidase de 116 KD,
Fosforilase b de 97,4 KD, Soro Albumina Bovina de 66 KD, Albumina de Ovo de 45 KD, Anidrase

carbonica de 29 KD e Aprotinina de 24KD.
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3.6.1 Electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A separacdo das proteinas antigénicas foi efectuada de acordo com o método descrito por
Laemmli (1970). Para comparacdo utilizou-se um padrdo com pesos moleculares conhecidos,
procedeu-se a uma primeira electroforese aplicando os quatro antigénios em estudo no mesmo gel.
A electroforese das proteinas foi realizada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12,5% (12,5 ml
acrilamida/bis a 30%, 7,5 ml de tris-HCI 0,5 M, pH 6,8; 9,6 ml de dgua desionizada [d.d] 300 ul
SDS 10%, 150 ul de persulfato de amoénia [APS], 10 ul de Temed). Para a determinacdo dos
componentes antigénicos, usou-se o sistema Protean II, colocou-se o gel a polimerizar em duas
placas e, em seguida, adicionou-se o gel de concentracdo em SDS a 4% (0,88 ml de acrilamida/bis a
30%, 1,66 ml de tris-HCI 0,5 M, pH6.8; 4,06 ml de H,0 d.d, 66 ul SDS 10%, 33,4 ul de APS, 3,3 ul
de Temed), deixando-se a polimerizar com o pente. Apds polimerizagdo, retirou-se o pente e
colocaram-se as placas na tina de electroforese, enchendo-se os respectivos reservatorios com
tampao tris-glicina-SDS (3,3 g de tris-HCI, 14,4 g de glicina e 1g de SDS) a pH 8,3. Em cada poco
colocaram-se 20ul de antigénio diluido (1:1) em tampao da amostra (1,2 ml tris-HCI, 0,5 M pH 6,8;
4,8 ml de HO, Iml de glicerol a 10%, 2ml de SDS 10%, 0,5 ml azul de bromofenol 0,025%).

Submeteu-se o sistema a uma corrente eléctrica a 50 V durante 12 horas.

3.6.2 “Immunoblotting”

Para este método a electroforese de proteinas antigénicas foi realizada em sistema mini-gel
(SE 250, Bio Rad). Apds a polimerizacdo do gel de separacdao a 12,5% de poliacrilamida em
condi¢do reduzida, foi aplicado um gel de concentragdo a 4%. As amostras dos quatro antigénios
foram diluidas em 100 ul de tampao de amostra (1:1) e fervidas a 95°C por quatro minutos, sendo
posteriormente aplicadas num mini-gel. Cada um dos antigénios correu separadamente (nos
respectivos po¢os) e em paralelo com o padrdo com B-mercaptoetanol, a uma voltagem de 60 V e a

temperatura ambiente, durante um periodo de 1 hora e 20 minutos.
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A transferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose (NC) foi realizada
segundo o método de Towbin er al (1979). Colocou-se o gel em contacto com a membrana NC,
previamente humedecida em tampao transferéncia (TBS)- tris glicina (25mM tris base-HCI, 192mM
de glicina, 20% metanol, pH 8,3) num sistema Transphor (Hoefer, USA). A transferéncia realizou-
se a temperatura ambiente a uma voltagem de 100 V, durante 90 minutos. O sucesso da
transferéncia foi certificado pelo aparecimento do padrio na membrana, apds coloragdao. A
membrana foi depois bloqueada com leite magro por 2 horas e sob constante agitacdo, a fim de
bloquear as reac¢des inespecificas dos antigénios. Para a preparacdo da NC foi necessdria a
utilizacdo de uma régua (limpa com dlcool) que foi colocada em posi¢do vertical sobre o acetato,
devendo este estar colocado sobre uma folha de papel de aluminio e sobre uma superficie lisa. Com
ajuda de um bisturi cortou-se a NC em tiras finas, com 2 mm de largura, de modo a serem inseridas
nas ranhuras da mini-incubadora.

Os soros foram diluidos 1:100 em PBS/leite a 5% e incubados 3 horas a temperatura
ambiente e durante a noite a 4°C. Seguidamente, aspirou-se a solugao (leite com o soro) e procedeu-
se a uma prévia lavagem com PBS-Tween e efectuaram-se posteriormente 3 novas lavagens com
este tampao, sempre sob agitacdo, durante 5 minutos.

O conjugado anti-IgG peroxidase foi diluido 1/4000 em PBS/leite e deixou-se incubar 2
horas a temperatura ambiente, sob agitacdo. Procedeu-se depois a 3 lavagens com PBS-Tween e
uma lavagem final com PBS. Adicionou-se o substrato (800 ul de substrato -15 mg 4-cloro-1-
nafetol [4CN] com 4 ml de diluente de 4CN em 36 ml de dgua destilada), estando com atencdo ao
aparecimento das bandas. Quando as tiras comegaram a escurecer, parou-se com dgua destilada e
lavaram-se as tiras 2 vezes com &dgua destilada. Retiraram-se as tiras e colocaram-se sobre duas
folhas de papel de filtro, para secarem e, de seguida, colocaram-se sobre uma folha A4 com o
respectivo padrao.

O procedimento foi equivalente para os conjugados IgG; e IgM, apenas variando as

respectivas diluicdes e os substratos. Assim, para a IgG; e IgM a diluicdo foi de 1/3000 e para
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substrato utilizou-se BCIP/NBT (5-Bromo-4Cloro-3indolilfosfato nitroazul de tetrazélio, Sigma),
que é comum para as duas imunoglobulinas.
O peso molecular das bandas foi determinado por comparagdo com o peso molecular dos

padrdes.

3.7 Analise estatistica

Para o tratamento estatistico dos resultados recorreu-se ao programa informético “Statistical
Package for the Social Sciences” (SPPS) versao 16 para Microsoft Windows.

Uma vez que as amostras em estudo apresentam uma distribuicao diferente da curva normal,
recorreu-se a testes nao paramétricos. Aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para averiguar se
existiam diferencas significativas de resposta imuno-humoral entre os quatro antigénios testados.

O teste de correlagdo de Spearman (rs) foi usado para avaliar a expressdao de anticorpos
durante o periodo de infeccao.

Os graficos apresentados foram executados no programa informéatico Microsoft Excel.
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Resultados

4. Resultados

4.1 - Obtencao de parasitas adultos de T. spiralis

A recolha dos parasitas adultos (Figuras 16 e 17) nos ratos infectados oralmente revelou-se
muito dificil, o que impossibilitou a obten¢do de antigénio desta fase do parasita.
No entanto, conseguimos determinar que para uma infeccdao oral com 1500 larvas de T.

spiralis € possivel obter parasitas adultos ao 14° dia pds-infeccao.

e L

Figura 16 - Parasita adulto fémea de T .spiralis 400x (original P.Marques.)

Figura 17 - Parasita adulto macho T. spiralis 400x (original P.Marques)
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4.2 — Determinacao da concentracio proteica dos antigénios

A concentragdo de proteina dos diferentes antigénios (Quadro 2) foi determinada por
comparacdo com a curva padrdo pelo método de Bradford. Os valores proteicos mais elevados
verificaram-se com os antigénios somadticos de larvas L1 pré e poés-incubacdo (AgT e AgS),
enquanto que os antigénios de excrecdo-secrecao (AgESLNB e AgESL1) apresentaram valores

mais baixos.

Quadro 2 — Concentracao proteica dos diferentes antigénios

Antigénios Concentragdo (ug/ml)
AgT 630
AgS 1540
AgESLNB 154
AgESL1 84

AgT — Antigénio total de larvas L1

AgS — Antigénio somatico de larvas L1 apds incubacdo
AgESLNB — Antigénio de larvas recém eclodidas (Newborn)
AgESL1 — Antigénio de excrecdo-secrecdo de larvas L1
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4.3 - Avaliacdo imunoldgica dos antigénios
4.3.1 Analise da sensibilidade e especificidade dos antigénios
Dos quatro antigénios avaliados, o AgT total (antigénio total de larvas L.1) foi o que

apresentou maior sensibilidade (100%) quando testado para a IgG e IgM (Figuras 18).
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Figura 18 — Sensibilidade dos quatro antigénios

N

Quanto a especificidade dos quatro antigénios, apenas na detec¢do de IgG anti-7. spiralis nao
ocorreram reacgdes cruzadas com outras helmintoses, ao contrdrio do observado com os outros

isétipos IgG; e IgM na presenca de infec¢do por Toxocara canis (Figura 19).
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Figura 19 — Especificidade dos quatro antigénios
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4.3.2 - Analise da cinética dos anticorpos IgG, IgG; e IgM anti-T.spiralis durante o periodo de
infeccao

Na andlise da resposta imune das diversas classes de imunoglobulinas expressas durante
periodo de infeccdo (60 dias), observaram-se variacdes em relagdo a cinética e niveis de anticorpos
anti-parasita com os diferentes antigénios pela técnica de ELISA.

Assim, em relacdo a detec¢do da IgG anti-7. spiralis com antigénio total de larvas L1 (AgT)
verificou-se ndo s6 uma subida pronunciada do titulo de anticorpos a partir do 11° dia pds-infeccao
em todos os animais infectados (Figura 20), como também o seu aumento progressivo ao longo do

periodo de infeccdo (Spearman, r,=0,511, P=0,001).
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Figura 20 —Cinética dos anticorpos IgG anti-T. spiralis/AgT no periodo de infec¢ao

Quanto ao antigénio AgS (antigénio somdtico de larvas L1 apds incubagdo), também se
verificou a correlagdo positiva dos valores de IgG ao longo do periodo de infeccdo (Figura 21),
contudo os niveis séricos destes anticorpos eram significativamente inferiores comparados com os

detectados com AgT (Quadro 3).
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Figura 21 — Expressao dos niveis de IgG com AgS/ELISA durante o tempo de infec¢do

As Figuras 22 e 23 representam a evolucao e os niveis séricos de IgG detectados com os
dois antigénios de excrecdo-secrecdo produzidos a partir de larvas L1 (AgESLI1) e de larvas
newborn (AgESLNB). Apesar dos valores de IgG anti-parasita determinados com estes antigénios
serem inferiores aos dos observados com os antigénios L1, apenas ndo se verificou correlacao
positiva entre os niveis de IgG e o tempo de infec¢do (rs=0,290 P=0,054) no caso do AgESLNB

(newborn).
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Figura 22 — Niveis séricos de IgG detectados com o AgESL1/ELISA no periodo de infecgao.
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Figura 23 — Expressao dos anticorpos IgG anti-T. spiralis com AgGESLNB (newborn)
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Ao comparar-se a evolu¢do de IgG anti-parasita, utilizando os quatro antigénios,
verificaram-se variagdes expressivas entre os antigénios “somaticos” (L1) e os de excregdo-
secrecdo, quer a nivel do periodo pds-infeccio em que se obtiveram valores positivos de IgG
(Figura 24), quer em relacdo aos niveis séricos doseados, em que se observaram diferencas

significativas (Kruskal-Wallis, P<0,05) (Quadro 3).
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Figura 24 — Andlise da resposta humoral (IgG) anti-T. spiralis em ratos utilizando 4 antigénios (AgT — antigénio total AgS-
antigénio somdtico de larvas L1 ap6s incubacdo AgESL1- antigénio excrecdo/secreciio larvas L1 e AgGESLNB- antigénio larvas recém eclodidas)
durante 60 dias.

Quadro 3- Mediana das densidades dpticas de IgG em relacdo aos quatro antigénios e ao periodo de infecgdo.

Periodo de infeccdo (dpi)

0 11 12 14 16 18 19 45 60
Antigénios
AgT 0,044 0,169 0,436 0,450 0,471 0,483 0,459 0,697 0,785
AgS 0,054 0,170 0,123 0,135 0,128 0,443 0,134 0,604 0,308
AgESLI 0,035 0,042 0,087 0,073 0,062 0,085 0,086 0,075 0,189
AgESLNB 0,024 0,011 0,040 0,019 0,021 0,026 0,032 0,030 0,043
Kruskal-Wallis P 048 392 ,022* ,000*% ,004* ,392 ,000* ,392 ,000%

dpi — dias pds-infecgdo. * - Diferencas significativas.
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No que se refere a IgG;, com os antigénios somaticos L1 (AgT e AgS) o aumento do titulo

detectou-se ao 12° dia apds a infecgdo, sendo o perfil da evolugdo destes anticorpos similar nos dois

casos (Figuras 25 e 2
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Figura 25- Densidades 6pticas determinadas pelo método de ELISA para
imunoglobulina IgG, utilizando o AgT em diferentes dias de infeccdo.
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Figura 26 —Densidades Opticas determinadas pelo método de ELISA para
imunoglobulina IgG, utilizando o AgS em diferentes dias de infeccdo.
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Os antigénios de excregao-secrecdo, AgESL1 e AgESLNB, apresentaram titulos de
anticorpos anti-IgG; varidveis (Figuras 27 e 28, respectivamente). Assim, para o AgESL1 verificou-
se que a maioria dos ratos tinha niveis séricos detectdveis apds o 19° dia de infec¢do, altura em que
se visualizaram as larvas newborn. Em relacdo ao AgESLNB na maioria dos ratos o titulo de

anticorpos anti-IgG; foi extremamente baixo.
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Figura 27 — Evolucdo de IgG utilizando o AgESL1 durante o periodo de infec¢do.
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Figura 28 — Evolucdo de IgG utilizando o AgESLNB durante o periodo de infeccio.
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Ao compararem-se os niveis de IgG; anti-7. spiralis expressos durante o periodo de
infeccdo, detectados com os quatro antigénios (Figura 29), a sua expressdao € mais evidente e
precocemente detectdvel quando se utilizam os antigénios sométicos da larva L1 (AgT e AgS) do
que com os antigénios de excrecdo-secrecao (AgESL1 e AgESLNB). A partir do 12° dia de
infec¢do, comecam a verificar-se diferencgas significativas quanto ao titulo de IgG; quantificado

pelos antigénios em estudo (Quadro 4).
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Figura 29 — Andlise da resposta humoral (IgG)) anti-T. spiralis em ratos. Mediana dos niveis séricos
das amostras utilizando 4 antigénios (AgT, AgS, AgESL1 e AgESLNB) durante 60 dias.

Quadro 4 Mediana das densidades Opticas de IgG, em relag@o aos quatro antigénios e ao periodo de infec¢do

Periodo de infec¢ao (dpi)

0 11 12 14 16 18 19 45 60
Antigénios

AgT 0,007 0,006 0,104 0,136 0,125 0,126 0,109 0,129 0,315
AgS 0,011 0,002 0,123 0,135 0,128 0,123 0,134 0,126 0,308
AgESL1 0,006 0,008 0,014 0,005 0,005 0,002 0,015 0,015 0,043
AgESLNB 0,004 0,009 0,014 0,007 0,010 0,010 0,014 0,002 0,021
Kruskal-Wallis P 797 392 ,038*% ,002* ,009% ,392  ,000* 392 ,000%

dpi — dias pds-infecgdo. * - Diferencas significativas.
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No que se refere a I[gM anti-parasita, apenas foi possivel analisar a sua evolu¢do com os
antigénios de somaticos das larvas L1 - AgT e AgS. Tanto os niveis séricos como a cinética destes
anticorpos foram similares durante os 60 dias de infec¢ao nos dois casos (Figuras 30 e 31), notando-

se 0 seu aumento progressivo com o tempo de infeccao (r;=0,756 P=0,000)
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Figura 30 — Cinética dos anticorpos IgM anti-T. spiralis/AgT no periodo de infec¢ao
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Densidade optica (405 nm)
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Figura 31— Expressao dos niveis de IgM com AgS/ELISA no periodo de infec¢do

os dois antigénios detectou-se a subida significativa de IgM ao 12° dia pds infecgdo,

seguindo-se uma quebra do titulo de anticorpos por volta do 18° dia, altura em que foram

observadas as primeiras larvas recém-eclodidas, voltando a subir ao 45° dia correspondente ao

periodo em que as larvas entraram em fase de enquistamento. Nao se observaram diferencas

significativas em relagdo aos niveis séricos de IgM detectados com os dois antigénios (Quadro 5).
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Figura 32 — Anélise da resposta humoral (IgM) anti-T. spiralis em ratos. Mediana das densidades 6pticas das
amostras utilizando 2 antigénios (AgT — Antigénio total e AgS- Antigénio somadtico de larvas L1 apds incubagio)
durante 60 dias.

Quadro 5- Mediana das densidades 6pticas de IgM em relacdo aos dois antigénios e ao periodo de infeccdo

Periodo de infec¢ao (dpi)

0 11 12 14 16 18 19 45 60
Antigénios
AgT
0,021 0,072 0,103 0,204 0361 0,193 0,272 0,240 0,614
AgS

0017 0087 0,112 0245 0385 0221 0299 0259 0,599
Kruskal-Wall;
rus aP WS 630 317 275 117 38 317 529 317 505

dpi — dias pés-infecgdo. * - Diferencas significativas.
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4.4 — Separacao das proteinas antigénicas por SDS-PAGE

Os diferentes antigénios foram analisados por SDS-PAGE utilizando um gel de
poliacrilamida na concentracdo de 12,5%, revelando um ndmero varidvel de proteinas com peso

molecular aproximado entre 12 a 82 KD (Figura 33).

KDa

250
150
100
75

50
25
37

15

10

P- Padrdo molecular, 1- AgT, 2-AgESLNB, 3-AgESL1, 4- AgS

Figura 33 — Andlise electroforética dos quatro antigénios em SDS-PAGE.

No entanto, o perfil de bandas e os respectivos pesos moleculares foram distintos nos quatro
antigénios analisados, sendo os antigénios de excrecdo-secrecdo OS que apresentaram O menor
ndmero de fracgdes antigénicas (Quadro 6). Assim, verificou-se que o antigénio de larvas newborn
(AgESLNB) apresentou uma tnica banda de peso molecular de aproximadamente 68 KD, também
presente no AgT. Por sua vez, no AgESL1 visualizaram-se duas bandas com pesos moleculares de

16 e 82 KD, apenas reveladas neste antigénio.
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Quadro 6 Antigénios e respectivas bandas moleculares
Peso das bandas moleculares (KD)

12 15 16 20 32 38 44 49 56 68 74 82
Antigénios
AgT + o+ + o+ + o+ o+ 4
AgS + + + + + +
AgESL1 + + + +
AgESLNB +

Foram ainda realizados dois géis em sistema mini-gel, um na concentracdo de 12,5% em

condicdo reduzida (Figura 34) e outro a 10% em condi¢do ndo reduzida (Figura 35). Curiosamente,

neste ultima concentracdo, o AgESL1 revelou bandas de peso molecular mais elevado 100, 150 e

200 KD (Quadros 7 e 8).
KD P P 1 2
200 o
s
—
97
66 r— B —
45 —— r———
31 =1 TR, -
21 — TR |
14 e—
6 Bl

P- Padrdo molecular; 1-AgESLNB; 2-AgESL1; 3-AgT; 4-AgS

Figura 34- Andlise electroforética dos quatro antigénios em SDS-PAGE

(em baby-gel a 12,5% em condi¢do reduzida)
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Quadro 7 Antigénios e respectivas bandas moleculares em gel a 12,5%

Peso das bandas moleculares (KD)

18 28 32 42 49 68 74 94
Antigénios
AgT + + +
AgS + + + + + + + +
AgESL1 + +
AgESLNB +
1 2 P 3 4 P KD
3 ' — 200
. 116
c— —_—
- 66
- -—
-
e °
31
21

&

P- Padrao molecular 1- AGESLNB 2-AgESL1 3- AgT 4- AgS

Figura 35- Andlise electroforética dos quatro antigénios em SDS-PAGE num gel a 10%
em condi¢do ndo reduzida.

Quadro 8 Antigénios e respectivas bandas moleculares num gel a 10%

Peso das bandas moleculares (KD)

44 56 74 94 100 150 200
Antigénios
AgT + + + + +
AgS
AgESL1 + + + + + +
AgESILNB + + +
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4.5 — Avaliacio da reactividade das fraccoes antigénicas por “Western-blot”

A técnica de immunobloting foi utilizada com o objectivo de identificar as proteinas
antigénicas que poderiam ser reconhecidas pelos soros dos ratos em diferentes fases de infeccao.
Atendendo a reduzida quantidade de antigénios de excre¢dao AgESL1 e AgESLNB obtida, apenas se

efectuou o estudo seroldgico para os antigénios somaticos AgT e AgS.

5.1 — Antigénio total de larvas L1 - AgT

Na detec¢do da IgG anti-T. spiralis utilizando antigénio total (AgT), as bandas de 42, 82,
114 e 250 KD foram as dnicas reconhecidas por todos os soros a partir do 16° dia de infecg¢do,
reactividade que permaneceu ao longo do periodo de estudo (Figura 37). No entanto, verificou-se
que outras bandas com pesos moleculares distintos eram especificamente reconhecidas apenas pelos
soros de determinado tempo de infeccdo, como foi o caso das frac¢des proteicas de 68 e 94 KD com

os soros do 60° dia pés-infec¢do (Quadro 9).

.,
———

T

RO Y Y S ———————

1

P- Padrdo molecular, CN- Controlo negativo, S- Shistosoma mansoni L-Toxocara canis
11-60 dpi

Figura 36 - Identificag@o das proteinas de T. spiralis reconhecidas
por anticorpos IgG utilizando antigénio total (AgT).
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Quadro 9 - Reactividade no Imunoblotting de anticorpos IgG presentes nos ratos infectados por

T. spiralis em diferentes dias pds infec¢do utilizando o antigénio total.(AgT)

Proteinas (KD)

Periodo de infec¢ao 32 42 49 68 82 94 104 124 250
16° dpi + + + +
18° dpi + + + + + +
19° dpi + + + + + + +
45° dpi + + + + + +
60° dpi + + + + + + + + +

Ao testar-se o AgT para IgM anti-parasita, a infeccao foi detectada mais cedo, ao 14° dia,
evidenciada pelas bandas de 15, 56, 130 e 200 KD (Figura 37). A semelhanga dos resultados
obtidos pelo método ELISA, também se verificaram reac¢des cruzadas com soro de Toxocara canis
especialmente a nivel das bandas de 49 e 114KD. Ao 60° dia de infeccdo, quase todas as fracgdes

(exceptuando as de 15 e 130 KD) apresentam reactividade com os soros dos animais (Quadro 10).

KD P CN S L 11 12 14 16 18 19 45 60
250 ’.,._ § | &

150 &

155';:.___

w0f

P- Padrdo molecular, CN- Controlo negativo, S- Shistosoma mansoni L-Toxocara canis
11-60dpi

Figura 37 - Identificacdo das proteinas de T. spiralis reconhecidas
por anticorpos IgM utilizando antigénio total (AgT)
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Quadro 10 - Reactividade do AgT-IgM anti-T. spiralis por Imunoblotting durante a infeccao

Proteinas (KD)

Periodo de infeccao 15 49 56 68 74 98 114 130 200 250

14° dpi + + + +

16° dpi + + + +
18° dpi + +

19° dpi + + + + + +
45° dpi + + o+ + + +
60° dpi + + + + + o+ + +

Comparando a reactividade do AgT para IgG e IgM anti-T. spiralis nos soros dos ratos, ha a
salientar a presenca de trés frac¢cdes comuns (49, 68 e 250 KD) reactivas com os dois anticorpos.
Contudo o padrao de reconhecimento foi distinto para a maioria das proteinas antigénicas, sendo as
de 42, 82, 104, 124 e 250 KD as reconhecidas com maior frequéncia no caso dos anticorpos IgG,
enquanto que para IgM foram as frac¢cdes com pesos moleculares de aproximadamente 49, 56, 114,

200 e 250 KD (Figuras 38 e 39).

100 -
90 -
80
70 -
60 -
X 50+
40 -
30 -
20 -
10
0 - ! ! ! ‘
32 42 49 68 82 94 104 124 250 KD
Peso molecular (KD)

Figura 38 —Frequéncia das frac¢des antigénicas do AgT reactivas para IgG.
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100 -
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15 49 56 68 74 98 114 130 200 250 KD
Peso molecular

Figura 39 — Frequéncia de fraccdes antigénicas do AgT reactivas para IgM

4.5.2 — Antigénio de larvas L1 apés incubacao - AgS

A Figura 40 evidencia as frac¢des antigénicas do AgS (antigénio somético de larvas L1 ap6s
incubac¢ado) reconhecidas pela IgG anti-parasita ao longo do periodo de infec¢do, verificando-se o
reconhecimento de uma banda de alto peso molecular (250 KD) logo no 11° dia de infeccao, cuja
reactividade se mantém constante com os soros de diferentes dias. Além desta, duas outras fraccoes
de 38 e 150 KD foram predominantes nas diferentes fases da infec¢do (Quadro 11), enquanto que
para algumas frac¢des antigénicas parece haver alguma especificidade de fase, como por exemplo a

molécula de 74 KD apenas visualizada nos soros com mais tempo de infecc¢ao (60 dias).
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P- Padrao molecular, CN- Controlo negativo, S- S. mansoni L-T. canis (11-60 dias p.i.)

Figura 40 - Identificagdo das proteinas de 7. spiralis reconhecidas
por anticorpos IgG utilizando AgS.

Quadro 11 - Reactividade das fraccdes do AgS para IgG em diferentes dias p6s infeccio

Proteinas (KD)
Periodo de infeccao 10 15 20 32 38 42 62 74 98 114 150 250
11°dpi +
12° dpi + + +
14° dpi + + o+
16° dpi + + o+
18° dpi + + + + + o+ + + + +
19° dpi + + + + +
45° dpi + + 4+ + + +
60° dpi + + + + + + + + 4+ o+ + +
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Na deteccdo da IgM, as frac¢oes do AgS mais reactivas foram as de 42 e 200 KD (Figura
41) e apenas se verificou reacc¢io cruzada com 7. canis a nivel da banda de 150 KD. A frequéncia

das fracgdes proteicas reactivas ao longo da infec¢do encontra-se resumida no Quadro 12.

CN S KDa

w e % : ez § = ” e __,_\ 250
: 5 - : 150
100

75

50
37

25

15

10

e g Y PN lon
B I .

Ep ot : i H e

I 5 { | o TR

P- Padrdo molecular, CN- Controlo negativo, S- Shistosoma mansoni L-Toxocara canis
11-60dpi

Figura 41- Identificacdo das proteinas de T. spiralis reconhecidas

por anticorpos IgM utilizando AgS.

Quadro 12 - Reactividade no Imunoblotting de anticorpos IgM presentes nos ratos infectados por

T. spiralis em diferentes dias pds infec¢@o utilizando o AgS.

Proteinas (KD)

Periodo de infec¢do 32 38 42 56 68 114 150 200 250
12 dpi + +

14 dpi +

16 dpi + + +

18 dpi + + + +
19 dpi + + + +
45 dpi + + + + +
60 dpi + + + + + + + + +
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Na deteccao de IgG e IgM anti-parasita, o AgS revelou um padrdo de fraccdes reactivas
diferente (Figuras 42 e 43). Com efeito, no caso da IgG, foram as fraccdes de 38, 98, 150 e 250 KD

e, para IgM, as de 32, 42, 200 e 250 KD as reconhecidas com mais frequéncia.
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Peso molecular (KD)

Figura 42- Percentagem de frac¢des proteicas do AgS que reagiram com anticorpos
IgG nos ratos infectados.
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Figura 43- Percentagem de fracgdes proteicas do AgS que reagiram com anticorpos IgM
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Apesar dos dois antigénios, AgT e AgS, apresentarem diferencas no padrao de reactividade,
sendo as frac¢des de alto peso molecular predominantes no AgT e as de baixo peso molecular no
AgS, existem moléculas antigénicas comuns (200 e 250 KD), tanto na deteccdo de IgG como IgM
anti-7. spiralis. No entanto, ao contrdrio do antigénio total (AgT), o antigénio obtido apds

incubacgado (AgS) revelou alguma inespecificidade, em particular a nivel da banda de 150 KD.
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Discussdo e conclusoes

5. Discussao e Conclusoes

O desenvolvimento de métodos de diagndstico especificos e sensiveis, que permitam a
deteccdo da triquinelose nos animais destinados ao consumo humano, é uma das prioridades
manifestada pela International Commission on Trichinellosis (2000). Esta recomendacao resulta do
nimero crescente da infec¢do em humanos, ndo sé em paises considerados tradicionalmente
endémicos, em que a situagdo epidemioldgica se encontrava controlada, como também em regides
onde nio existiam referéncias a sua existéncia (Boireau et al., 2000 e Forbes, 2000).

A caracterizagdo dos antigénios de Trichinella sp., assim como a identificacdo dos
componentes da resposta imune humoral expressos durante a infeccdo, constituem medidas
importantes para o desenvolvimento de métodos alternativos ou complementares aos exames
directos actualmente em vigor (Gamble et al., 2004).

A manutengdo do parasita 7. spiralis em modelos animais é o método mais usado, em
investigacdo, quer para um melhor conhecimento da interac¢do parasita’hospedeiro, quer para
obtenc¢ao de antigénios parasitarios para o imunodiagndstico.

A producdao de antigénios exige métodos de isolamento do parasita complexos, com
excepg¢do da fase de larvas musculares (L1) em que estas sdo facilmente obtidas, as outras fases do
ciclo sdo menos acessiveis.

Em relacdo a producdo de antigénios de parasitas adultos, apesar de os termos obtido na fase
intestinal, o seu nimero foi insuficiente para producdo do respectivo antigénio. Neste estudo, os
parasitas adultos sé foram identificados e isolados ao 14° dia. Contudo, alguns autores (Furze &
Selkirk, 2005) referem a sua presenca no intestino entre o 4° e o 11° dia apds a infecgcdo. As
diferencas observadas no tempo de maturacdo dos parasitas adultos poderdo ser devidas, entre
outros factores, a dose infectante, a forma de infec¢do e ao modelo murino por nés utilizado. Com
efeito, no nosso estudo experimental, tentdmos reproduzir o modo de infeccdo o mais préximo
possivel daquele que ocorre na natureza, procedendo a infeccdo oral de Rattus rattus através da
administracdo de fragmentos de carne parasitada envoltos em miolo de pao contendo uma dose
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infectante de 1500 larvas de 7. spiralis da fase muscular. No trabalho dos autores anteriormente
referidos, a infec¢do em murganhos foi efectuada por inoculagao oral de uma suspensao contendo
500 larvas. Este modo de infec¢ao podera retardar e/ou inibir a activacdo dos mecanismos efectores
da imunidade induzidos pelos antigénios das larvas libertadas pelo processo de digestdo, permitindo
a penetracdo imediata das larvas na submucosa intestinal e o seu rdpido desenvolvimento a fase
adulta (Mulcahy et al., 2004).

No que se refere ao antigénio de larvas recém eclodidas e em fase de migracao (newborn), o
isolamento destas larvas foi efectuado pela técnica de Baerman modificada, uma vez que nao foi
possivel isola-las dos detritos de matéria organica apds digestao péptica (de referéncia para larvas
de T. spiralis). Consideramos que esta adaptacdo serd uma mais valia e podera ser util em futuros
estudos sobre esta fase do parasita.

No presente estudo, foram produzidos dois antigénios somdticos de larvas musculares (AgT
e AgS, pré e pés-incubacio, respectivamente) e dois antigénios de excrecao-secrecdo (ES), a partir
de larvas musculares (L1) e de larvas recém-eclodidas e/ou em fase de migracao tissular (larvas
newborn - LNB).

Dos quatro antigénios produzidos, os melhores resultados foram obtidos com os antigénios
totais ou somdticos de L1 e, em particular, com o AgT (antigénio total de larvas L.1). Com efeito,
foi evidente a superioridade deste antigénio a nivel da sensibilidade e especificidade (100%) na
deteccdo de IgG anti-T. spiralis pela técnica de ELISA (Figura 18), bem como a nivel molecular,
traduzido pelo nimero de fraccdes antigénicas reactivas (Quadro 6). Pelo contrario, o AgESLI,
resultante dos produtos metabdlicos destas larvas L1 em cultura in vitro (antigénio de excrecgao-
secrecdo), demonstrou uma menor sensibilidade do que o AgT. Resultados similares foram obtidos
por Pozio et al (2002b) num estudo seroldgico efectuado em cavalos, em que as taxas de
positividade de IgG anti-7. spiralis foram de 98% e 57% com antigénios total e ES,

respectivamente.
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No entanto, resultados divergentes foram encontrados por alguns autores (Gamble, 1996;
Ribicich, 2000 e Korinkova et al., 2008), em que salientam valores de sensibilidade e especificidade
superiores com os antigénios de excrecdo-secrecao das larvas L1, levando-os, inclusive, a sugerir a
sua aplicacao em ELISA, em programas de vigilancia epidemioldgica (porcos e cavalos) e/ou
rastreio de Trichinella spp. em animais selvagens. Na opinido de Gamble er al (1988) e Bién
(2007), a qualidade destes antigénios depende ndao s6 dos métodos de cultura das larvas e da
adequada purificacdo dos antigénios, como também da estirpe de Trichinella utilizada,
caracteristicas que podem contribuir para a divergéncia de resultados entre os diversos estudos.

Um dos aspectos biolégicos mais importantes das larvas musculares de Trichinella spp. € a
sua resisténcia e manuten¢do do seu poder infectante mesmo em condicdes ambientais adversas
(Pozio et al., 1992b, Kapel et al.,1999 e Theodoropoulos et al.,2000). Neste estudo comprovou-se
que as larvas L1, apés um periodo de 48 horas em anaerobiose, mantinham ndo s6 a mobilidade
como também uma elevada imunogenicidade. Com efeito, o antigénio somdtico produzido das
larvas pés-incubacao (AgS) apresentou o teor de proteina mais elevado (Quadro2), como valores de
sensibilidade e especificidade para IgG quase idénticos (Figuras 18 e 19) ao produzido pelas larvas
L1 sem incubagao (AgT).

Quanto aos outros anticorpos doseados, IgM e IgG;, também foi evidente a superioridade
dos antigénios somdticos (AgT e AgS) em ELISA comparativamente aos de excregao-secrecao
(AgESL1 e AgESLNB). Relativamente ao antigénio de excrecdo-secre¢ao de larvas newborn
(AgESLNB), ele foi o que apresentou menor reactividade para todos os anticorpos determinados
pelo método de ELISA.

Contudo, ao contrdrio do observado para a IgG, na deteccdo dos anticorpos IgM e IgG;
verificaram-se reacgdes cruzadas na presenca de infeccdo por Toxocara canis com 0s quatro
antigénios produzidos.

O reconhecimento de anticorpos induzidos por outros helmintas, tais como Capillaria,

Trichuris, Schistosoma mansoni e Fasciola hepatica, tem sido observado em infecgdes por
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Trichinella spp. tanto em humanos como em animais domésticos e selvagens (Niel et al., 1976;
Roach et al.,1988; Linder et al.,1992 e De La Rosa & Correa, 1995). Além disso, os resultados de
diversos estudos demonstraram a existéncia de comunidades antigénicas comuns entre Trichinella
spp. € outros helmintas (Abdel-Rahman et al., 2003; Yera et al., 2003 e Abdel-Rahman & Abdel-
Megeed, 2005). Na opinido destes autores, este facto tem contribuido para limitar a aplica¢do dos
métodos serolégicos, em particular a técnica de ELISA, em larga escala.

Para além das caracteristicas dos antigénios, outro aspecto igualmente relevante &
determinado pela expressdo da resposta imunoldgica do hospedeiro na infeccdo por Trichinella spp.
No que se refere a resposta imune humoral, alguns estudos experimentais tém demonstrado uma
variacdo nas classes das imunoglobulinas expressas no decurso da infeccdo, aparentemente
dependentes da estirpe de Trichinella, da fase parasitdria e da dose infectante, assim como, do
hospedeiro.

Nas infec¢des por T. spiralis e T. pseudospiralis em modelo murino (Furze e Selkirk, 2005),
a resposta imune frente a antigénios ES de larvas L1 caracterizava-se pelo aparecimento inicial de
anticorpos IgA, seguindo-se a IgM e IgG. Em relagdo aos isétipos da IgG, os da subclasse IgG;
foram detectados mais cedo e em niveis mais elevados do que IgG,,. Embora o desenvolvimento da
resposta imune tenha sido semelhante nas duas espécies, os niveis de anticorpos induzidos por 7.
spiralis eram significativamente mais elevados e consistentes durante o periodo de infeccao.

Resultados diferentes foram obtidos por Serrano et al., (2001) nas infec¢des por 7. spiralis e
T. brivoti em porcos, tendo os autores verificado uma relacao directa entre os titulos de IgG e IgG;
anti-parasita, a dose infectante e a intensidade da infec¢ao, associagdo que nao foi observada para
IgM. Também neste estudo, os niveis séricos de anticorpos eram superiores na infeccdo por 7.
spiralis.

No que se refere a cinética dos anticorpos, observamos um padrao idéntico para IgG e IgM,
tanto para o inicio da positividade (11° dia) como para a subida do titulo de anticorpos (“picos”),

coincidentes com as fases de eclosdo e enquistamento das larvas (Figura 12). Quanto a IgG,, apesar
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de terem sido detectados valores positivos ao 12° dia, a subida marcante dos niveis destes
anticorpos parece ocorrer a partir do 45° dia de infec¢do, correspondente a fase de enquistamento
(Figura 29). De acordo com Doligalska (2000) e Moskwa (1999), o aumento de IgG; na fase
muscular serd resultante da sua accao larvicida sobre as larvas imaturas, em coopera¢do com 0OS
mecanismos efectores de citotoxidade mediados por anticorpos.

Na maioria das investigacdes referentes ao desenvolvimento da resposta imune humoral tem
sido observado que os anticorpos IgG parecem ser dominantes no controlo da infeccdo, sendo
activados precocemente e expressos durante longo periodo na maior parte dos hospedeiros
(Mendez-Loredo et al., 2001, Furze e Selkirk, 2005). Contudo, na infec¢ao em cavalos (Pozio et al,
2002b), parece haver uma sub-expressao destes anticorpos, induzindo a resultados falso-negativos.
Estudos epidemioldgicos recentes em pacientes assintomdticos que tiveram triquinelose
demonstram uma associac¢do directa e especifica entre os niveis de IgGy anti-Trichinella e a fase
cronica da parasitose, sugerindo a sua utilizagdo como marcador imunolégico da infecgao,
apresentando este uma alta sensibilidade e especificidade (Pinelli et al., 2004 e 2007). Observagdes
semelhantes tém sido evidenciadas noutras infeccdes helminticas, nomeadamente na fasciolose,
schistosomoses e nas filarioses (Silveira et al., 2002; Belo e Gracio, 2003; Maizels &
Yazdanbakhsh, 2003).

Na determinag¢do da expressdo destes anticorpos ao longo do periodo de infecgdo, foi
evidente a dependéncia da preparacdo antigénica utilizada. Os resultados mais consistentes e
expressivos observaram-se com os antigénios somdticos, enquanto que com os antigénios de
excrecdo-secrecao a infeccdo foi detectada mais tardiamente e com titulos de anticorpos bastante
inferiores. Estas observagdes estdo em concordancia com o referido por Pozio et al-, (2002b) e Bién
(2007), em estudos efectuados em cavalos e porcos, respectivamente. Além disso, a aplicacdo de
antigénios somdticos no diagnoéstico da triquinelose humana (Ruangkunaporn et al., 1994) permitiu
a sua detecc@o numa fase precoce a par de uma elevada sensibilidade e especificidade (81% e 92%,

respectivamente), indicadores que atingiram indices de 100% apds dois a quatro meses de infeccao.
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A andlise da constituicdo antigénica por electroforese em gel de poliacrilamida (10% e
12,5%) revelou um padrao de fraccdes distinto nos quatro antigénios, salientando-se o ndmero
reduzido de bandas visualizadas nos antigénios ES em contraste com o observado nos antigénios
somaticos (Figuras 33 e 34). A electroforese em SDS-PAGE do antigénio de excre¢ao-secrecao por
nés produzido, a partir de larvas recém eclodidas e em migracao (AgESLNB), revelou um nimero
restrito de bandas com pesos moleculares compreendidos entre 32 e 100 KD, frac¢des comuns aos
outros antigénios. No entanto, ndo foi possivel testar a sua reactividade devido ao reduzido volume
obtido. Segundo Salinas-Tobon ef al., (2007) o antigénio de LNB parece efectivamente ser
constituido por um reduzido nimero de frac¢des antigénicas, comuns a outros estadios do parasita,
com excep¢do de uma fraccdo imunoreactiva de 49 KD, aparentemente especifica da fase de larva
imatura.

Apesar do leque das fracgdes proteicas encontrado no nosso estudo ser muito abrangente,
identificaram-se duas bandas, de 56 e 74 KD, comuns aos quatro antigénios, enquanto que outras
parecem ser antigénio-especificas, nomeadamente as moléculas de 16 e 82 KD apenas detectadas no
antigénio de excrecao-secrecdo de larvas L1 (Quadro 6).

A imunoreactividade das fraccoes dos antigénios somaticos (AgT e AgS) para IgG e IgM foi
testada por Immunoblotting, perante todos os soros obtidos durante a infeccdo experimental. No que
se refere ao antigénio total (AgT), as moléculas de 42, 82, 104, 124 e 250 KD foram as
reconhecidas com mais frequéncia pela IgG anti-parasita, enquanto que para a IgM predominaram
os polipéptidos com pesos moleculares de aproximadamente 49, 56, 114, 200 e 250 KD (Figuras 38
e 39). Apenas trés fraccoes de 49, 68 e 250 KD reagiram com as duas classes de anticorpos e, a
semelhanca do observado no método de ELISA na deteccdo da IgM, verificou-se reactividade
cruzada com 7. canis a nivel das moléculas de 49 e 114 KD.

Em relacdo ao AgS (antigénio somdtico L1 pds-incubagio), a detec¢do de IgG e IgM anti-
parasita também demonstrou um padrao de reactividade diferente (Figuras 42 e 43). Com efeito, no

caso da IgG, foram as fracgdes de 38, 98, 150 e 250 KD e, para IgM, as de 32, 42, 200 e 250 KD as
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reconhecidas com mais frequéncia. Com excep¢ao da molécula de 150 KD, reactiva com soro de 7.
canis, as restantes fraccoes antigénicas demonstraram uma elevada especificidade.

Um aspecto relevante evidenciado nos dois antigénios foi a presenga constante de certas
bandas ao longo do periodo de infeccdo, enquanto que determinadas frac¢des parecem ser
especificas de fase (Quadros 9 e 11).

Comparando com os resultados de outros estudos (Pozio et al., 2002b, Yera et al., 2003;
Pinelli et al., 2007 e Salinas-Tobon et al., 2007), existem algumas similaridades no padrao de
reactividade de certas frac¢des antigénicas, em particular as de pesos moleculares compreendidos
entre 32-35 KD, 43-45 KD, 49KD e 97-105KD. Além disso, a sua frequéncia foi observada em
antigénios produzidos de diferentes fases parasitarias de Trichinella spp. no diagnédstico da infeccao
em diversos hospedeiros (incluindo humanos).

Estas observacdes sdo de elevada importancia, uma vez que através de estudos mais
aprofundados a nivel molecular, bioquimico, etc., poderdo ser desenvolvidas outras ferramentas de
maior especificidade para o imunodiagndstico, tais como proteinas recombinantes, o que permitird o
aumento da reprodutibilidade dos testes e a sua aplicacdo em larga escala, nomeadamente em
estudos de rastreio e/ou em complemento dos métodos directos em vigor na inspeccdo da
triquinelose. Outra vantagem adicional desta metodologia serd a reducdo do recurso a modelos

animais, para obten¢ao de antigénios.
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