http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-9:

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.69, n.2, p.422-428, 2017

Resposta imunologica a antigenos de Hysterothylacium deardorffoverstreetorum
de peixes teledsteos

[Imunne response against Hysterothylacium deardorffoverestreetorum from teleost fish]
J. Ribeiro', M. Knoff', N.N. Felizardo', M.A. Vericimo?, S.C. S4o Clemente’

! Aluno de pos-graduagio — Faculdade de Medicina Veterinaria — Universidade Federal Fluminense — Niteroi, RJ
“Instituto de Biologia — Universidade Federal Fluminense — Niteréi, RJ
3Faculdade de Medicina Veterinaria — Universidade Federal Fluminense — Niter6i, RJ

RESUMO

Anisaquidose ¢ uma doenca provocada por parasitos da familia Anisakidae e se caracteriza por
manifestagdes gastrointestinais e alérgicas. O Anisakis simplex ¢ o parasito mais patogénico ao homem e
altamente alergénico. Porém, outros anisaquideos também sdo danosos aos humanos, mas ¢ desconhecida
a imunogenicidade dessas larvas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial imunogénico do
parasito Hysterothylacium deardorffoverestreetorum (HD) em modelo murino. Camundongos da
linhagem BALB/c foram divididos em trés grupos experimentais e receberam as preparagdes antigénicas
obtidas de larvas de HD: extrato bruto de larvas (EBH), extrato secretado/ excretado de larvas (ESH) e
extrato bruto de larvas apos excrecao/secrecdo (EEH). Amostras séricas foram obtidas em diferentes dias
apds imunizagdo para determinagdo dos niveis de anticorpos especificos pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Os resultados demonstram aumento na produgdo de imunoglobulina (Ig) G apds a segunda
imunizagdo, com aumento progressivo apos a terceira imunizagdo. Ja em relagdo a IgE, a reatividade foi
mais tardia, demonstrando aumento progressivo apds a terceira imunizacdo. Foi avaliada a imunidade
celular por meio da intradermorreacdo, como resultado estatisticamente significativo em relagdo ao
controle utilizado. Este experimento ¢ a primeira descrigdo da potencialidade patogénica desse parasito
em mamiferos e representa um avango no diagnostico da anisaquidose humana.

Palavras-chave: anisaquidose, Hysterothylacium, infec¢éo experimental, modelo murino
ABSTRACT

Anisaquidosis is a disease caused by parasites of Anisakidae family and is characterized by
gastrointestinal and allergic reactions. The Anisakis simplex is a more pathogenic Anisakidae to humans
and is highly allergenic. However, other species of this family also have characteristics that are harmful
to humans, but little is known about the immunogenicity this parasites. The objective of this study was to
experimentally assess the immunogenic potential of the parasite  Hysterothylacium
deardorffoverestreetorum (H.D) in mice. Mice of inbred BALB/c strain were divided into three groups
and received three immunizations of the following antigenic preparations obtained from L3 larvae H.D:
Crude larval extract of H.D (CEH) Extract secreted / excreted larvae H.D. (ESH) and crude extract of
larvae after excretion / secretion (EEH). Serum samples were obtained on different days after
immunization to determine the levels of circulating specific antibodies by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). The results show increased production of immunoglobulin (Ig) G after the second
immunization with a gradual increase after the third immunization. Regarding IgE reactivity, this
occurred later, demonstrating a progressive increase only after the third immunization. Cellular
immunity was evaluated by intradermal, and showed statistically significant result compared to the
control used. This experiment is the first description of the pathogenic potential of this parasite in
mammals and represents a breakthrough in the diagnosis of human Anisakidosis.
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INTRODUCAO

Os peixes teledsteos capturados e
comercializados na costa brasileira sdo
comumente parasitados por nematoides das
familias  Anisakidae e Raphidascarididae.
Parasitos membros dessas familias utilizam os
peixes como hospedeiros intermediarios ¢ podem
ser encontrados em visceras e musculatura (Cruz
et al.,, 2010). O homem atua como hospedeiro
acidental ao consumir o pescado cru,
insuficientemente cozido, defumado a frio ou
inadequadamente salgado, contendo larvas de
terceiro estagio desses nematoides (Sabater;
Sabater, 2000). Dessa forma, a ingestdo acidental
de larvas da familia Anisakidae pode ocasionar
uma doenca conhecida como anisaquidose.
Atualmente, sabe-se que nematoide Anisakis
simplex € a espécie mais importante para a saude
publica, seguido de Pseudoterranova decipiens
(Hochberg e Hamer, 2010). Larvas desses
parasitos possuem um grande poder de
sensibilizacdo do sistema imunoldégico, o que
pode resultar em manifestagdes alérgicas e
gastrointestinais severas (Hochberg e Hamer,
2010; Cho et al., 2014). No entanto, com rara
ocorréncia, outros membros sdo citados como
causadores de anisaquidose, como larvas de
Contracaecum sp. e de Hysterothylacium
aduncum. (Yagi et al., 1996; Barros et al., 2006;
Hochberg e Hamer, 2010; Piscaglia et al., 2014).
Com relagdo a estas duas ultimas espécies, ha
poucos estudos sobre a resposta imunoldgica e o
potencial alergénico das larvas para seres
humanos. Com as larvas dos parasitos do género
Hysterothylacium, foram realizados somente
estudos experimentais, com o objetivo de avaliar
reatividade cruzada com antigenos de Anisakis
simplex (Caldas et al. 1998). Este trabalho tem
por objetivo a investigacdo experimental
sobre o potencial alergénico de larvas de
terceiro estagio do parasito Hysterothylacium
deardorffoverstreetorum com utilizagdo de
modelo murino.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo, os parasitos foram coletados
de peixes das espécies Cynoscion guatucupa
(pescada maria-mole); Priacanthus arenatus
(olho-de-cdo); Paralichthys iscoceles (linguado),
comercializados nos mercados de Niter6i e Rio
de Janeiro, no periodo de agosto de 2012 a
novembro de 2014. As larvas foram, entdo,
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identificadas em microscopio optico,
seguindo as descri¢oes realizadas por Knoff
et al. (2012). Depois de identificados, os
parasitos  foram  processados com  trés
preparagdes diferentes: extrato bruto de larvas
de Hysterothylacium deardorffoverstreetorum
(EBH), extrato secretado/excretado de larvas
de Hysterothylacium deardorffoverstreetorum
(ESH) e extrato bruto de larvas apés
excregdo/secre¢do — esgotado — (EEH). O CEH
foi obtido por meio da maceragdo do parasito
integro. Ja o ESH foi obtido mediante imersdo de
larvas vivas em meio acido, a fim de induzir a
excrecao dos antigenos desejados. Ja o EEH foi
obtido por meio das larvas que passaram pelo
processo de extracao do antigeno
excretado/secretado mediante a incubagdo de
larvas L3 vivas em meio 4acido, com uma
concentracdo de acido cloridrico entre 50 e
100mMol/L em temperatura de 37°C, segundo
protocolo citado por Valls et al. (2003). Os
antigenos foram obtidos conforme protocolo
descrito por Perteguer et al. (1996). Em um
homogeneizador de Potter (Thomas Phila USA),
as larvas, em solugdo de cloreto de sodio a 0,9%,
foram desintegradas na presenga de fluoreto
fenilmetilsulfonil (PMSF). Posteriormente, foi
centrifugada a 8500 x g, em temperatura de 4°C,
por um periodo de 30 minutos na centrifuga
(Internacional portable refrigerated centrifuga
Model PR). A quantificagdo proteica dos extratos
foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951);
foi utilizada albumina sérica bovina (BSA)
Img/mL como padréo.

Para o experimento, utilizaram-se camundongos
BALB/c de oito a 10 semanas de idade, criados e
mantidos no biotério local (Nucleo de Animais
de Laboratorio — NAL-UFF). Esses animais
foram alojados em ambientes com exaustdo de
ar, em temperatura ambiente a 23-25°C, foram
alimentados com Nuvilab CR-1 Chow (Nuvital
Nutrientes S/A) e receberam agua destilada
tratada com 0,1% HCL ad libitum. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica da Universidade Federal Fluminense, sob o
numero 00137/09.

Foram utilizados trés diferentes grupos, cada um
com seis camundongos. Os animais foram
imunizados pela via intraperitoneal com 10pg de
cada preparagdo antigénica, associados a 2mg de
hidréxido de aluminio, no volume de 0,2mL, nos
dias zero, 21 ¢ 42 do experimento. Como
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controle, os animais receberam, pela mesma via
de inoculagdo, 2mg de hidroxido de aluminio. A
conten¢do quimica para inoculagdo e sangria foi
realizada com xilazina 200pg/kg, associada a
ketamina 10mg/kg.

Obtencdo e preparo do soro — Amostras de
sangue foram colhidas do plexo retro-orbitario
em um volume de 0,1mL nos dias zero (controle
antes da imunizagdo), 14°, 21°, 28°, 35°, 42°, 49°,
56° e 70° do experimento. O material foi
inicialmente diluido 1:10 em salina fisiologica,
centrifugado a 800 x g por 10 minutos, e, entdo,
o soro foi separado.

A presenca de anticorpos dos isotipos IgE e
IgG, anti-Hysterothylacium nos soros dos
camundongos foi determinada por meio do
método imunoenzimatico ELISA. Em placas
com pogos de fundo chato (Maxi - Sorp - Nunc),
foram colocados antigenos de Hysterothylacium
deardorffoverstreetorum separados segundo o
método descrito anteriormente. O antigeno foi
colocado na concentragdo de 20ug proteina/mL
em tampdo contendo bicarbonato 0.05M, pH 9.6.
As placas foram incubadas durante duas horas a
37°C e foram lavadas em tampdo fosfato salina
(PBS) pH 7.2. Os sitios livres foram bloqueados
com solu¢do de gelatina a 1% em PBS (PBS-G)
durante duas horas a temperatura ambiente. Em
seguida, as placas foram lavadas trés vezes em
PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS- T). Os
soros foram diluidos em PBS-G de forma seriada
na base 3 a partir de 1:40 e incubados
por duas horas a 37°C. Os anticorpos
conjugados a peroxidase: anti-IgE (cadeia ),
(RatAnti-Mouse IgE — Invitrogen) e anti- IgG
total (L e H) (1:10000), (RabbitAnti-MouselgG,
wholemolecule — Sigma), diluidos na solugdo de
bloqueio, foram acrescidos a reacdo (50uL/pogo)
e as placas foram mantidas a 37°C durante uma
hora. Apos lavagem das placas com PBS-T, a
reagcdo com o substrato e o cromogeno se fez
pela adicdo de 50uL/poco de solugdo coletada
10uL de peroxido de hidrogénio a 30% diluidos
em 25mL de tamp3ao citrato a 0,1 M em presenca
de 10mg de OPD (ortofenilenodiamina). As
placas foram incubadas durante cinco minutos a
temperatura ambiente. A reagdo enzimatica foi
interrompida com adi¢do de solugdo de acido
sulfurico 4N. A leitura de densidade optica (DO)
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foi realizada na leitora de microplaca (Thermo
Plate TP-READER) em comprimento de onda de
492nm. O resultado foi expresso por meio das
médias aritméticas do somatdério das DO das
dilui¢des. A andlise dos resultados foi realizada
pela comparagdo do somatdrio das DO de cada
Soro.

Grupos de camundongos BALB/c, imunizados
com antigenos secretados e somaticos HD,
receberam, na oitava semana apds a imunizagao
secundaria, uma inje¢do intradérmica no
pavilhdo auricular de 20puL da solugdo antigeno
somatico com salina fisiolégica a Img/mL. A
espessura do pavilhdo auricular foi feita antes da
inoculagdo e 24, 48 e 72 horas apos a inje¢do
com micrometro de mostrador (Mitutoyo n°
7301).

A analise estatistica foi realizada por analise de
varidncia com pos-teste de Tukey com o
programa GraphPadInStat. Na analise estatistica
dos dados experimentais, foram considerados os
valores significativos a partir de P<0,05
(Rodrigues, 1996).

RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo
demonstram que, ap6s a primeira imuniza¢do nos
trés grupos experimentais, ndo houve elevagio
dos niveis de anticorpos IgG. No entanto, apés a
segunda e a terceira imunizagdo (realizadas nos
dias 21 e 42, respectivamente), houve uma
gradativa elevacao dos niveis de anticorpos até o
49° dia e esses niveis foram estatisticamente
significativos em comparagdo com as amostras
séricas obtidas apds a primeira imunizacdo,
conforme demonstrado na Fig. 1. Ao se
analisarem os niveis de anticorpos produzidos ao
longo do experimento, nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os trés grupos
experimentais (EBH, ESH e EEH). Na Fig. 2,
verifica-se que os grupos imunizados com EBH e
ESH responderam, apos a segunda imunizagdo,
no 35° dia, com wuma discreta, porém
significativa, elevagdo dos niveis de IgE
(P<0,05). Entretanto, a partir do 42° dia da
terceira imunizagdo realizada, os trés grupos
responderam com uma marcante elevagdo de
anticorpos IgE especificos, atingindo o nivel
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maximo no 56° dia, seguido de uma diminui¢do
no 70° dia. Diferentemente dos niveis de IgG,
houve diferenca  estatistica nas  outras
preparacdes nos dias 14, 28 e 35 entre o EEH,
que ficou um pouco abaixo dos demais
antigenos. A avaliagdo da imunidade celular
(Fig. 3) mensurada pela intradermorreagio
revelou que as trés preparagdes antigénicas
apresentaram um aumento do espessamento
auricular nos trés tempos avaliados (24, 48 e 72
horas). No entanto, verificou-se, no tempo
de 48 para 72 horas, que o grupo sensibilizado
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com EBH aumentou, diferentemente dos
grupos ESH e EEH, que se mantiveram no
mesmo patamar da leitura anterior. Os resultados
obtidos indicam que as prepara¢des antigénicas
do HD apresentaram potencial imunogénico
desencadeante da produgdo de anticorpos IgG e
IgE especificos em camundongos BALB/c
ap6s a segunda imunizagdo. Os animais
imunizados apresentaram uma positividade na
intradermorreagdo, principalmente para EBH,
sugerindo um forte envolvimento da imunidade
celular no processo imunologico estudado.
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Figura 1. Niveis de anticorpos IgG anti-larvas de Hysterothylacium deardorffoverestreetorum.
Camundongos foram imunizados com diferentes preparagdes antigénicas de larvas de H.
deardorffoverestreetorum. As setas indicam as imunizagdes (zero, 21 e 42 dias). Os valores indicam as
médias do somatorio das DO =+ erro-padrao da média de cada grupo. A anélise estatistica foi realizada por
meio de ANOVA, com *** P>0,001comparado ao dia zero.
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Figura 2. Niveis de anticorpos IgE anti-larvas de Hysterothylacium deardorffoverestreetorum.
Camundongos foram imunizados com diferentes preparagdes antigénicas de larvas de H.
deardorffoverestreetorum. As setas indicam as imunizagdes (zero, 21 e 42 dias). Os valores indicam as
médias do somatdrio das DO + erro-padrio da média de cada grupo. A analise estatistica foi realizada por
meio de ANOVA, com *P>0,05 e ***P>0,001 comparado ao dia zero.
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Figura 3. Mensuragdo da espessura do pavilhdo auricular dos camundongos BALB/c sensibilizados com
antigenos EBH, ESH e EEH. Camundongos foram imunizados com diferentes preparagdes antigénicas de
larvas de H. deardorffoverestreetorum. As setas indicam as imunizagdes (zero, 21 e 42 dias). Os
resultados estdo expressos em mm de espessura + erro-padrao da média de cada grupo.A andlise
estatistica foi realizada por meio de ANOVA, com *P<0,05 e ***P<0,001 comparado a hora zero.
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DISCUSSAO

Nas infec¢des por helmintos, a produgdo de IgE
¢ um marco da resposta imunoldgica. Esta ¢
consequéncia da ativagdo de wum perfil
linfocitario Th2 pelos helmintos, na qual
predomina a secre¢do de IL-4 que, por sua vez,
promove a mudanca de classe de
imunoglobulinas secretadas pelos linfocitos B
para IgE. Apesar de este ser um conhecimento de
longa data, a investigacdo inicial da resposta
imunologica a larvas de terceiro estagio (L3) de
A. simplex foi conduzida por meio da
identificagdo da produgdo de anticorpos IgG
especificos, mais abundantes no soro e, portanto,
mais acessiveis a pesquisa (Cho e Lee, 2006).
Embora controversa, a produgdo de IgG 4
especifica tem sido utilizada por investigadores
para avaliagdo de doengas alérgicas, uma vez que
esta imunoglobulina também se liga a epitopos
reconhecidos pela IgE especifica, sendo assim
considerada como indicadora de estados de
doenca alérgica (Cho e Lee, 2006). Na forma
alérgica de anisaquidose, o achado mais
relevante ¢ o aumento dos niveis de IgE total e
especifica. Em humanos, as respostas contra
antigenos de A. simplex, tanto com anticorpos
IgE quanto com IgG, sdo altamente
heterogéneas, variando muito entre os individuos
tanto quantitativa quanto qualitativamente
(Audicana e  Kennedy, 2008). Essa
heterogeneidade de resposta pode ser observada
em modelo experimental murino, em que a
imunizacdo com extrato bruto de larvas L3 de A.
simplex na cavidade peritoneal resulta na maior
producdo de anticorpos especificos da classe
IgG2a do que IgG 1, o que indica um predominio
da resposta imunoloégica com padrdo Thl sobre a
resposta Th2 (Cho e Lee, 2006). Em estudo
realizado por Baeza et al. (2004) com o objetivo
de avaliar as diferentes preparagdes antigénicas
do A. simplex, comprovou-se que o produto
proveniente da secregdo/excrecdo do parasito
mostrou-se mais alergénico que a preparagio
com antigeno somatico. Esse resultado difere
parcialmente do presente estudo, uma vez que,
em relacdo ao HD, ndo houve diferenca entre as
preparagdes antigénicas na produgdo de IgG. Nos
niveis avaliados de IgE, houve diferenca apenas
no grupo imunizado com larvas apods excrecao
(EEH), cujo resultado ¢ abaixo dos demais
antigenos, sugerindo que o antigeno mais
alergénico esta presente na secregao/excrecdo da
larva ou na larva antes do tratamento em meio
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acido, pois, na avaliagdo da imunidade celular, o
antigeno bruto obteve resultado mais expressivo
que os demais. Estudos alergénicos realizados
anteriormente com larvas de Hysterothylacium
spp. apontam o objetivo de avaliacdo de
reatividade com outros nematoides, sobretudo
com larvas de Anisakis sp. Em avaliagdo da
reacdo cruzada testando-se soro de pacientes com
anisaquidose alérgica com antigenos de H.
aduncum, evidenciou-se reacdo  positiva,
confirmando a reagdo cruzada entre esses dois
nematoides. (Fernandez-Caldas et al., 1998 e
Maraion et al. 1998). Em estudo realizado por
Iglesias et al. (1996), com o objetivo de avaliar a
reatividade cruzada de Anisakis simplex e outros
nematoides, incluindo o Hysterothylacium
aduncum, foram  fracionados diferentes
antigenos.  Utilizaram-se ~ antigenos totais,
antigenos secretado-excretados, antigenos do
pseudoceloma e antigenos cuticulares. Observou-
se uma reagdo cruzada moderada em relagdo aos
antigenos somaticos de A. simplex e H. aduncum.
Outro estudo que comparou a reatividade
cruzada de Anisakis simplex com diferentes
antigenos, incluindo duas espécies diferentes, o
Hysterothylacium aduncum e o H. fabri, foi
realizado por Lozano Maldonado et al. (2004).
Evidenciou-se a reagdo cruzada em ambos os
antigenos testados, tanto somaticos quanto
secretados.
CONCLUSAO

O presente estudo é o primeiro relato do
potencial patogénico em mamiferos desse
parasito que esta amplamente distribuido no
continente americano. Esses resultados mostram
que essas larvas sdo capazes de ativar o sistema
imunologico tanto celular quanto humoral.
Estudos posteriores serdo necessarios para
melhorar o esclarecimento sobre o mecanismo de
acdo do parasito, as fracdes antigé€nicas mais
importantes e a reatividade cruzada.
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