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Resumo

O presente estudo objetivou avaliar antigenos excretdrios/ sectetotios
(AgE/S) e somiticos (Ag S) de Fasciola hepatica, anticorpos especificos
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Antigenos.

e demonstrar a presenca de sitios reativos em corte histolégico do
parasito adulto pela técnica de imunoistoquimica. A resposta imune
foi observada pela reacao intensa nas células que circundam a ventosa
ventral do parasito. A técnica de imunoistoquimica ¢ sensfvel e de facil
execucio na detecgdo de sitios antigénicos em cortes histologicos de

Fasciola hepatica.
Introducao

A fasciolose ¢ uma zoonose pa-
rasitaria de importancia econémica para
ruminantes, embora outros animais podem
também ser infectados; porém, é de menor
importancia em escala global nestes
hospedeiros'. O homem também ¢é suscetivel
e, em algumas areas do mundo, a fasciolose
humana tem carater epidémico e ¢
considerada zoonose emergente®. No Brasil,
os ultimos relatos de prevaléncia mostraram
taxas com grande amplitude nas diferentes
regides, desde 6% até acima de 80%.

Nas doencas parasitarias, a utilizacao
de métodos imunoldgicos para identificacio
e localizacdo de sitios antigénicos de parasitos
¢ importante para melhorar as técnicas
diagnésticas ajudando no conhecimento
destas proteinas e de seus mecanismos,
proporcionando rapidez e eficiéncia na
detec¢io da doenca®. Antigenos de Fasciola
hepatica sio investigados por métodos
imunolégicos e propriedades bioldgicas,
auxiliando no entendimento de sua
complexidade e localizacao dentro do
parasito”®*!*1L12. Aloumas investigacoes tém
enfocado a identificacao e tipificacao
molecular de agentes etiolégicos, permitindo
estabelecer perfis genéticos caracteristicos
para melhor compreensio e relagdo com
seus hospedeiros e o meio ambiente''* O

objetivo deste trabalho foi de determinar a
localizagao histologica de fragdes antigénicas
de Fasciola hepatica, avaliar a antigenicidade
de antigenos excretorios/secretotios (Ag E/
S) e somaticos (Ag S) e anticorpos especiticos
em corte histologico.

Materiais e Métodos

Processamento dos parasitos adultos

Os exemplares adultos de Fasciola
hepatica foram obtidos de bovinos abatidos
em frigorifico, pela dissecacdo de tigados. Os
parasitos foram retirados, colocados em dgua
destilada e lavados varias vezes a fim de
eliminar restos de sangue e bile, foram
transportados a 4°C em frascos de vidro. Para
a obtencdo do antigeno somatico, frascos
com solucao salina estéril receberam, cada um,
20 fasciolas. Para a obten¢ao do antigeno
secretorio-excretorio, as fasciolas foram
mantidas por 24 horas em solucio salina estéril
acrescida de EDTA (5 pg/ml), pepstatina A
(2 pg/ml) e leupeptina (2ug/ml).

Producao do antigeno somatico (Ag S)

Lotes de vinte fasciolas foram
macerados com pistilo de vidro em cadinho
com a adicao de 20 ml de solucio salina
estéril. As amostras foram centrifugadas a
8000 x g por 30 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi retirado e dializado contra
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5 volumes de agua destilada, “overnight” em
geladeira, com a troca da agua destilada de
2 em 2 horas. A soluciao obtida foi
fracionada, colocada em frascos com
capacidade para 50 ml. A dosagem da
proteina foi avaliada pela técnica de
Bradford!’®. As amostras foram entio
liofilizadas e armazenadas em congelador até
o momento da inoculacio.

Producao do antigeno excretério-secretorio (Ag E/S)

Cem parasitos foram lavados varias
vezes com solucdo salina estéril. Foram
colocados em frasco de vidro esterilizado
contendo 400 ml de solucdo salina estéril
acrescida de 2 mg de EDTA, pepstatina A
e leupeptina, mantidos por 24 horas em
geladeira. A solugéo foi colocada em tubos
e centrifugada a 8000 x g por 30 minutos a
4° C. A amostra foi colocada em sacos de
didlise, dializada contra 5 volumes de dgua
destilada, “overnight”, em geladeira, com
troca da dgua destilada de 2 em 2 horas.
Foram, entdo, colocadas em frascos com
capacidade de 50 ml e submetidas a
dosagem de proteinas pela técnica de
Bradford (1976). As amostras foram
liofilizadas e armazenadas em congelador até
o momento da inoculagio.

Inoculagao dos coelhos

Os trés coelhos foram colocados em
gaiolas individuais. Na primeira semana foi
realizado o exame clinico e parasitologico
dos animais. O coelho 1 foi inoculado com
0,5 ml de antigeno E/S acrescido de 0,5 ml
de adjuvante completo de Freund. Foram
inoculados 0,25 ml, via subcutanea, nas
regides axilar e inguinal. Foram realizadas 5
inoculagdes, com intervalos semanais. Na
quinta inoculagdo foi feita uma sangria de
prova e na sexta semana foi executada a
sangria branca. O coelho 2 foi inoculado
com o antigeno somatico usando a mesma
metodologia. O coelho 3 foi o controle.
Apés a sangria total, o sangue foi
centrifugado, o soro separado, fracionado
em por¢des de 1ml e mantido em
congelador.As amostras de soro foram
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inativadas a 56°C durante 30 minutos para
evitar a atividade do complemento.

A preparagio histologica dos cortes
de Fasciola hepatica adulta foi executada
conforme procedimento de Lopez et al.f.
Os soros hiperimunes e 0s soros negativos
de coclhos, na diluicao de 1:100 foram
testados em laminas com cortes histolégicos
de Fasciola hepatica pela técnica de
imunoistoquimica, utilizando-se o Kit
DAKO LSAB + Kit Peroxidase (K 0690,
CA,USA).

Resultados e discussao

Resposta imune foi observada pela
coloragdo marrom nas células proximas da
ventosa ventral (Vv) e ovarios contendo
ovos do parasito, demonstrando a
antigenicidade das amostras de Ag S e E/S
analisadas (Figura 1).

Em razao da grande area geografica
do pais, as caracteristicas de ecossistema
variam, com diferenciais climatologicos que
influenciam na epidemiologia de muitas
doencas como a fasciolose e, portanto, de
dificil controle. O diagndstico mais
difundido ¢é através do exame copro-
parasitologico, que apesar de sua economia,
nem sempre é vantajoso, pois requer a
presenca de ovos, dependente do periodo
pré-patente longo, além da demora no tempo
de processamento de grande quantidade de
amostras, quando se objetiva estudos
populacionais'®.

Nas técnicas imunodiagnosticas, a
sensibilidade e especificidade dependem das
caracteristicas da concentraciao do antigeno
e da qualidade do preparado antigénico que
se utiliza'>". Os antigenos utilizados neste
experimento mostraram reatividade pela
técnica imunoistoquimica, como os
encontrados por Miranda e VazquezS,
possibilitando sua posterior utilizacio em
testes sorologicos.

A localizagao i situ de epitopos em
corte de Fasciola hepatica também foi
demonstrada por Hanna e Hillyer'” e Lopez
et al.’>, embora estes autores utilizaram soro



Figura 1- Localizagao de antigeno E/S em corte histolégico de Fasciola
hepatica adulta. Deposi¢ao de cromageno (setas) proximo
aventosa ventral (Vv). 10X
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de coelhos naturalmente infectados por Fasciola
hepatica. A distribuicao 7 situ de antigenos E/S e S
de Fasciola hepatica foi demonstrada pela deposicio
do cromdgeno (Figura 1).

Conclusoes

A utilizacio de antigenos especificos para
o diagnostico apresenta interesse clinico pela
facilidade na obtencao e preparagio de antigenos
deste parasito narotinalaboratorial, sendo necessario
implementar estudos de fracionamento antigénico
em técnicas imunoldgicas de valor diagnostico.

In situ identification of Fasciola hepatica antigens

Abstract

The aim of the present study was to assess excretory-secretory antigens
and somatic antigens of Fasciola hepatica, specific antibodies, and to
identify reactive sites in histological sections of adult parasites by

Key-words:

Trematode.

Fasciola hepatica.
Immunohistochemistry.
Antigens.

means of immunohistochemistry. The immune response was
observed through the intense reaction of cells that surround the
ventral sucker of Fasciola hepatica. Immunohistochemistry is a sensitive
and easy-to-use method for detecting antigenic sites in histological

sections of this parasite.
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