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Ovos e 6rgios reprodutores de fémeas de Angiostrongylus costaricensis
sdo reconhecidos mais intensamente por soros humanos de
fase aguda na angiostrongiliase abdominal

Eggs and reproductive organs of female Angiostrongylus costaricensis
are more intensely recognized by human sera from acute
phase in abdominal angiostrongyliasis

Ana Ligia Bender 23, Rafael Lucyk Maurer 22 Marcia Cristina Fernandes da Silva 23 Renata Ben 23,
Paula Barros Terraciano %22 Ana Cristina Aramburu da Silva 22 e Carlos Graeff-Teixeira 123

Resumo O Angiostrongylus costaricensis é um nematédeo intra-arterial de roedores. O homem acidentalmente
pode se infectar ao ingerir alimentos ou agua contaminados. Nosso objetivo foi o de descrever as estruturas do
parasita que sdo reconhecidas por soros humanos das fases aguda e convalescente da angiostrongiliase
abdominal. O método de imunofluorescéncia indireta foi empregado para estudar a reatividade sobre ovos
integros e cortes de vermes fémeas e de larvas de primeiro estagio (L1). L1 também foram estudadas integras
e depois de tratamento por sonicacdo. Fluorescéncia sempre mais intensa com soros de fase aguda foi detectada
na superficie dos ovos inteiros e nos fragmentos de L1 e ndo estava presente nem nas L1 inteiras, nem em
seus cortes. Uma reatividade inespecifica foi detectada na borda cuticular da cavidade geral e sobre 0s 6rgados
reprodutores. Os dados indicam que estes rgdos sdo fonte importante de antigenicidade.

Palavras-chaves: Angiostrongiliase. Imunofluorescéncia indireta. Angiostrongylus costaricensis.
Imunodiagndstico.

Abstract Angiostrongylus costaricensisis is an intra-arterial nematode of rodents. Man may become accidentally
infected through ingestion of contaminated food or water. Our objective was to describe the parasite structures
recognized by human antibodies in serum samples from acute and convalescent phases of abdominal
angiostrongyliasis. An indirect immunofluorescent method was employed to study reactivity on whole eggs and
sections of female worms and first stage larvae (L1). L1 were also studied before and after sonication. Fluorescence,
always higher with acute phase sera, was detected on the surface of whole eggs and in L1 fragments and was
neither present on whole L1 nor on their sections. An inespecific reactivity was seen on the cuticular border of the
general cavity and reproductive organs. The data indicate the latter as a main source of antigenicity.

Key-words: Angiostrongyliasis. Indirect immunofluorescent. Angiostrongylus costaricensis. Immunodiagnosis.

O Angiostrongylus costaricensis é um nematodeo
intra-arterial de roedores, causador da angiostrongiliase
abdominal e com ampla distribuicdo geogréfica nas
Américas®. O homem é infectado acidentalmente quando
ingere comida ou agua contaminados com larvas de
terceiro estagio presentes no muco secretado por
moluscos terrestres, seus hospedeiros intermediarios®.

A infec¢cdo humana é acompanhada de intensa
reacdo inflamatoéria, que retém grande parte dos ovos

nos tecidos, impedindo a liberacdo de larvas de primeiro
estagio, de modo semelhante ao que ocorre nos roedores.
O acometimento inflamatério é intestinal — principalmente
fleo-cecal, com dois padr6es fundamentais de les6es
macroscoépicas: tumoral e isquémico-congestivo*é. Nao ha
tratamento medicamentoso recomendado, pois as drogas
de acgao tecidual testadas em modelo experimental podem
agravar o quadro ao induzir migragao erratica dos vermes
e desencadear tromboses arteriais® . No Brasil, a
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maioria dos casos ocorrem nos Estados de Paranda, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo. Um estudo
epidemioldgico no Rio Grande do Sul mostrou que a
angiostrongiliase € uma doenga sazonal que afeta adultos
e criangas’. Contudo, poucos pacientes séo diagnosticados
no Sul do Brasil, se comparado ao que ocorre na Costa
Rica (América Central), onde a angiostrongiliase é
considerada um problema de saude publica®. Assim,
um método sorol6gico € instrumento importante para
estudos epidemioldgicos e aplicagdo clinica. Um teste
imunoenzimatico foi padronizado por Graeff-Teixeira*,
permitindo a documentacédo da reatividade cruzada.
Analises da cinética da resposta humoral humana através

do método de imunoeletrotransferéncia mostraram: a)
intensa reatividade cruzada; b) complexidade do antigeno
bruto de fémea e auséncia de padrao especifico com
revelacao de IgM, IgG1-2-3-4 e IgE (dados n&o publicados).

Diante das dificuldades de padronizacéo de testes
imunoldgicos com boa sensibilidade e especificidade,
a identificacdo de componentes antigénicos estagio-
especificos indicadores de fase aguda poderiam auxiliar
no aprimoramento dos métodos de diagndstico. A
imunofluorescéncia indireta € um método extremamente
sensivel, que permite a identificacdo de estruturas do
A. costaricensis que apresentem maior antigenicidade
na fase aguda, bem como melhor especificidade.

MATERIAL E METODOS

Manuteng&o do ciclo: os isolados Santa Rosa e Nova
Itaberaba de A. costaricensis sdo mantidos em
laboratério, em camundongos Swiss e C57BL6. As fezes
dos roedores infectados sdo examinadas utilizando-se
0 método de Baermann, pelo qual séo recolhidas as
larvas L1. Apés a centrifugacao, as L1 sdo contadas
com o auxilio de estereomicroscopio e posteriormente
utilizadas para infectar Biomphalaria glabrata, onde se
completa o ciclo de 28 dias para a obtencéo da larva
L3. A B. glabrata é digerida com acido cloridrico 0,7% e
pepsina 0,03 % (Sigma P7125), a 37°C por uma hora,
para coleta das larvas L3. Estas séo inoculadas em
camundongos para a manutenc¢do do ciclo (10 a 15 L3
por animal) e/ou obtencdo de vermes adultos
(inoculacédo de 30 L3 por animal) utilizados como
substrato para analise.

Amostras: foram utilizadas amostras de trés
individuos com diagndstico de angiostrongiliase,
confirmado por exame anatomo-patoldgico provenientes
da soroteca de referéncia do Laboratério de
Parasitologia Molecular do IPB/PUCRS, mantidas a -
20°C. Essas amostras foram coletadas em dois
momentos diferentes pos-infec¢do: na fase aguda, até
trinta dias do inicio dos sintomas (PA = positivo na fase
aguda) e na fase de convalescenga, noventa dias apds
o inicio dos sintomas (PC = positivo na fase de
convalescenca). Além dessas, foram usadas duas
amostras oriundas de individuos portadores de outras
parasitoses (CE = controle de especificidade): um
paciente com diagnéstico de hidatidose e outro com
sorologia positiva para toxocariase. A amostra de soro
de um individuo clinicamente sadio com reatividade
muito baixa a pesquisa de anticorpos para
angiostrongiliase por método imunoenzimatico foi
utilizada como controle normal (CN)2.

Preparo de antigenos. a) Ovos: purificados a partir
da solucao salina na qual vermes adultos foram
mantidos a 37°C por 48 horas, e a concentracao foi
ajustada para 100 ovos/pL. A suspensao foi lavada duas
vezes em solucao salina 0,9% com centrifugacao
durante cinco minutos, a 850xg. Uma amostra PA, duas
amostras CE e uma amostra CN foram diluidas a 1/200
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(concentragao determinada por experimento de titulac&o)
na suspensao de ovos (2uL soro + 398pL de suspensao
de ovos) e incubadas em banho de agua a 37°C por 30
minutos. Apds a incubagao, os ovos foram lavados duas
vezes com 600uL de tampéo salina fosfato (PBS) e
centrifugados por 5 minutos a 850xg. Centrifugou-se
novamente por cinco minutos a 850xg e ressuspenderam-
se 0s ovos com 200uL de conjugado fluorescente anti-
humano (bioMeérieux, Rio de Janeiro, Brasil) diluido a 1/
500 marcado com isotiocianato de fluorescenina (FITC).
O titulo de conjugado foi escolhido apés titulagéo,
empregando-se células Hep-2 e cortes histoldgicos de rim
de rato, com a diluicdes seriadas do conjugado sobre
amostras-padréo positiva e negativa para estes substratos.
Incubou-se por 45 minutos em banho-maria a 37°C.
Depois repetiram-se trés ciclos de lavagem com 600puL
de PBS e centrifugacdo por 5 minutos a 850xg. Ao final, o
botéo de ovos foi ressuspenso com PBS e os ovos foram
observados entre lamina e laminula com aumento de 400x
em microscopio de fluorecéncia Olympus Provis AX 70 e
analisados em Citdbmetro de Fluxo FacsCalibur.

Na citometria de fluxo foram contados 5 mil eventos
(cada evento = 1 ovo). Nao foi possivel a analise por
citometria com um numero significativo de amostras,
em funcao da quantidade de ovos requerida para o
experimento. Assim, utilizamos o teste KS (Kolmogorov-
Smirnov) para comparar as fluorescéncias médias.

b) Larvas L1:suspensas em concentracao ajustada
para 100 larvas L1/uL, foram lavadas duas vezes por 5
minutos cada, a 850xg e com solucao salina de 0,9%.
Parte desta suspensao de larvas L (100pL ) foi incluida
em gel (Tissue Freezing Medium, cat. 0201 08926, Leica
Instruments, Nussloch, Germany) para corte em
criostato. Outra parte foi submetida a tratamento com
ultrasom, visando romper cuticulas e membranas. Os
cortes congelados e a preparacao sonicada foram
submetidos a reacéo de imunofluorescéncia (RIF) como
descrito anteriormente, exceto por um volume maior nos
ciclos de lavagem com 800pL de PBS.

As larvas incluidas em gel foram mantidas a -20° C,
até serem feitos os cortes de seis micrometros em
criostato Shandon (Inglaterra). Os cortes foram



colocados em laminas revestidas com ovalbumina,
fixados em etanol absoluto por 10 minutos e
processados pelo método de RIF, conforme descrito
anteriormente. Apds secarem a temperatura ambiente,
as laminas foram montadas com glicerina alcalina, para
observacédo ao microscépio.

A lise por ultrassom de 500mL da suspensao de
larvas L1 foi realizada com o equipamento Vibracell
7502 (Sonics, Newtown, CT USA) amplitude de 30%
em dois ciclos de 120 segundos, em banho de gelo.
Exceto pelas condi¢Bes de centrifugacdo nos passos
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de lavagem (10.000xg, 3 minutos), o processamento
da RIF ocorreu como acima descrito.

c) Vermes: as fémeas foram lavadas em solucéo
salina 0,9% e incluidas em gel. No periodo de estudo
néo foi possivel dispor de vermes machos. Os cortes
histolégicos de cinco micrémetros foram feitos em
criostato Shandon (Inglaterra), aplicados sobre
[amina revestida com ovalbumina e fixados com
etanol absoluto por 10 minutos. Os cortes foram
mantidos a -20°C até o processamento pela técnica
de RIF.

RESULTADOS

A microscopia optica de fluorescéncia demonstrou
intensa fluorescéncia homogénea apenas na superficie
dos ovos incubados com soros PA, (Figura 1), o que foi
demonstrado também na anélise em citometria de fluxo.
A amostra de soro PA e as duas amostras de reatividade
cruzada (CE) apresentaram diferenca de fluorescéncia
significativa em relagdo & amostra de individuo n&o
parasitado (CN), com p < 0.001. Apresentou também
diferenca significativa a fluorescéncia média da amostra
PA em relacdo a cada uma das duas amostras CE
analisadas, com p < 0,001 (Figura 2).

Nao foi observada fluorescéncia na membrana
externa de larvas L1 integras ou em cortes, em
nenhuma das amostras de soro testadas. Nas larvas
tratadas pelo ultrasom foi demonstrada reatividade com
amostra PA, a fluorescéncia observada foi menos
intensa com amostra CE e ausente com CN (Figura 3).

Nos cortes de vermes testados com amostras de
fase aguda, foi observada reatividade nas estriagoes

transversais da cuticula (também observada em alguns
cortes analisados com soro de individuo nao
parasitado), fluorescéncia ao longo do contorno da
cavidade geral, auséncia de reatividade em tubo
digestivo e reatividade em tubo reprodutor, que
aumentava a medida em que os cortes feitos eram mais
proximos da extremidade caudal .

Nos cortes analisados com soros de fase de
convalescenca (PC), observou-se que os padrdes de
reatividade mantinham similaridade aos da fase aguda,
com discreta diminui¢éo na intensidade de fluorescéncia
observada no tubo reprodutor.

Nos cortes analisados com soros CE, foi observada
reatividade do contorno da cavidade geral, que se
mantinha nos cortes proximais e distais do verme e
reatividade na superficie externa da cuticula em alguns
cortes. No tubo reprodutor observou-se reatividade de
menor intensidade ou auséncia de reatividade interna
nos cortes proximais do verme (Figura 4).
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Figura 1 - Em A) ovo de A. costaricensis apresentando intensa
reatividade de membrana com amostra positiva de fase aguda e em
B) auséncia de reatividade frente a amostra controle normal (400x).
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Figura 2 - Grafico da analise por citometria de fluxo da reatividade dos ovos de A. costaricensis
frente ao soro positivo de fase aguda, controle de especificidade 1 e 2 e controle normal.

Figura 3 - Em (a) larvas L1 de A. costaricensis integras analisadas com soro
positivo de fase a}«\qu_da PA) e em (b) com soro controle de especificidade (CE);

(a) A = 200x; (b) 400x. Em (c) corte de larvas L1 analisadas com soro PA'e
em (d) com soro CE (A = 400x). Andlise de larvas tratadas pelo ultrasom com
soro controle normal em (e), soro CE em (f) e com soro PA em (g).
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Figura 4 - Cortes da regido anterior (a,b,c,d) e posterior

com soro positivo_de fase aguda (FPA)

em (a) e (e);
controle de especificidade, (CE) em (C) e (q)( e controle normal, CN, em
D = tubo digestivo e TR = tu

cavidade geral estdo indicados por setas.

(e,f,.g,h) de vermes fémea do A. costaricensis analisados
ositivo da fase de convalescéncia, PC, em (b) e (),
gd) e (h). A cuticula e o contorno da

0 reprodutor. (A = 400x).

DISCUSSAO

A histéria do desenvolvimento de imunodiagnostico
em infec¢gbes helminticas inclui esfor¢os permanentes de
purificagdo e avaliacéo de antigenos espécie-especificos.
Antigenos purificados por cromatografia, que removem
antigenos responsaveis pela reatividade cruzada,
aumentam a especificidade dos testes diagnésticos,
comparativamente aos extratos de antigenos brutos dos
parasitas®®.

O antigeno bruto é uma mistura muito complexa.
Assim, direcionar a purificagdo de componentes é
muito importante. A infec¢cdo por Angiostrongylus
costaricensis, bem como pelo A. cantonensis, induz a
formag&o de anticorpos de reatividade cruzada a outros
parasitas!®. No experimento aqui relatado observou-se
que o padrdo de reatividade ao contorno da cavidade

geral e ao tubo reprodutor estava presente — salvo
variagbes na intensidade de fluorescéncia — quando
testados soros das fases aguda e convalescente e nas
amostras utilizadas como controles de reatividade
cruzada, demonstrando-se o predominio de resposta
humoral inespecifica.

Devido as dificuldades em manter os cortes fixados
alamina durante o teste de imunofluorescéncia indireta,
foram utilizadas laminas com revestimento de
ovalbumina, o que poderia ter ocasionado maior
reatividade de fundo back-ground em torno do corte,
mas que ndo prejudica as principais conclusdes do
estudo. A fluorescéncia em torno das estriacfes
transversais da cuticula foram observadas também em
alguns cortes analisados com soro do controle normal.
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A intensa reatividade observada nos ovos (tanto
integros quanto rompidos) e no tubo reprodutor das
fémeas analisadas demonstra que a antigenicidade do
A. costaricensis estd bastante associada a maturacao
do tubo reprodutor. Geiger e colaboradores? relataram
0 aumento nos niveis de anticorpos especificos ao
A. costaricensis do décimo quarto ao vigésimo primeiro
dia ap0s a infecgao em diante, especialmente para IgG1,
em infeccdo experimental murina! 3. Este aumento
coincide com a produc¢éo de ovos pela fémea e com a
producdo e migragao de larvas L1 através dos tecidos
intestinais, como descrito por Mota e Lenzi'!.

Extratos do tubo reprodutor ja foram avaliados
por eletroforese em gel de poliacrilamida e
imunoeletrotransferéncia para A. costaricensis (dados
ndo publicados), sendo ainda as misturas muito
complexas e sem evidéncias de componentes
especificos. Ha a possibilidade de que os epitopos mais
especificos sejam minoritarios, requerendo-se sua
purificagdo e concentragdo para avaliagdo da utilidade
diagnéstica. Nao foram obridas evidéncias da
localizacdo destes epitopos no estudo.

Oku e col*? relataram a precipitacdo de anticorpos
em torno das larvas de terceiro estagio e vermes adultos

imaturos, mas ndo encontrou a formagdo do
precipitado nas larvas de primeiro estagio de outro
metaestrongilideo prevalente na Asia e Oceania - 0
A. cantonensis - fato também observado em nosso
experimento, o que poderia ser decorrente da presenga
de uma bainha envolvendo a L1, sem comunicacao
com o meio externo®. Além disso, a auséncia de
reatividade interna das L1 em corte pode estar
associada a existéncia de antigenos sequestrados e
somente expostos suficientemente no material
antigénico quando tratado com ultrasom. E possivel
também que as moléculas antigénicas sejam
pouco expressas nessa forma larvar. Todas estas
possibilidades estdo de acordo com a variabilidade da
expressdo de moléculas, especialmente de superficie,
nos diferentes estagios de um parasita, o que pode
ter papel importante nos mecanismos de escape que
permitem a migracdo das larvas, mesmo em
hospedeiros nédo habituais?.

Em conclusao, os dados deste trabalho indicam que
grande parte da antigenicidade do A. costaricensis esta
localizada nos o6rgéos reprodutores, que poderiam ser
fonte de antigenos purificados para o diagndstico da
fase aguda da angiostrongiliase abdominal.
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