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REZUMAT. S-a urmarit efectul lectinei extrase din germeni de grau (Triticum vulgaris — WGA)
si al celei extrase din dovlecel (Curcubita pepo ovifera — CPA) asupra nivelului de infestare in
trichineloza experimentala la sobolani.

S-au administrat lectinele la 7 zile dupa infestarea experimentala cu 1.500 larve de Trichinella
spiralis/sobolan. WGA 1n doza de 5mg/kg s-a administrat oral 3 zile consecutiv si CPA in doza
de 3mg/kg s-a injectat intraperitoneal 3 zile consecutiv.

Investigatiile parazitologice, histopatologice si imunohistochimice s-au realizat dupa 35 de zile
din momentul infestarii.

Examenul parazitologic a relevat o scadere a gradului de infestare cu 98,4% in cazul
administrarii de WGA si doar cu 62,5% consecutiv administrarii de CPA. Histopatologic, la
sobolanii infestati si tratati cu lectine s-au evidentiat chisturi alterate alaturi de chisturi cu
morfologie nemodificata. Reactiile imunohistochimice pentru proteina S-100 si pentru actina din
leiomiocite au facut posibila identificarea chisturilor si a larvelor cu modificari structurale
minime.

infestarea experimentatu larve de T. spiralis la
sobolan.

In prezent, tratamentul trichinelozei nu mai
constituie o problet existand o gamlarg de
produse pe bazde albendazol, utilizate la ogn

la animalele de interes economic (2,3,6). §iotu
in multe situdi, substagele active eficace
impotriva unor agen infectiosi sau parazitari,
devin du@ un timp nefolositoare prin apaa
fenomenului de rezistgh Acesta este doar unul
dintre motivele pentru care consigier oportura
incercarea de identificare de noi subgtan

Materiale si metode

Animale

S-au utilizat 20 desobolani convetionali in
greutate de 80 — 100g, grupia 6 loturi:

capabile & intervimm 1n diferite faze ale
trichinelozei, blocand formarea chisturilor sau
provocand distrugerea larvelor.

Studiul actual se bazeape unele investiga
anterioare, care au demonstrauoele lectine de
origine vegetal, administrate simultan cu larvele
de T. spiralis au redus gradul de infestare (5,7).
In aceast lucrare sunt prezentate rezultatele
obtinute consecutiv adminigiii de lectine dup

126

Lot 1 — 3sobolani infesta oral cu 1.500 larve de
T. spiralis.

Lot 2 — 4sobolani infesta oral cu 1.500 larve de
T. spiralis. La 7 zile post infestare (P.l.) li s-a
administrat prin gavaj WGA in dazde 5
mg/kg/zi, 3 zile consecutiv.

Lot 3 — 4sobolani infesta oral cu 1.500 larve de
T. spiralis. La 7 zile P.l. li s-a administrat



intraperitoneal CPA n dazde 3 mg/kg/zi, 3 zile
consecutiv.

Lot 4 — 3 sobolani neinfesta si netratai cu
lectine.

Lot 5 — 3 sobolani neinfest® carora li s-a
administrat prin gavaj WGA in dazde 5
mg/kg/zi, 3 zile consecutiv.

Lot 6 — 3 sobolani neinfest® carora li s-a
administrat intraperitoneal CPA in dozle 3
mg/kg/zi, 3 zile consecutiv.

Lotul 4 a fost lotul martor iar loturile § 6 au
fost necesare pentru a umin eventualele
modificari tisulare induse de administrarea
lectinelor. Sacrificarea animalelor prin sangerare
la alb s-a realizat la 35 de zile de la debutul
experimentului.

Metode

Larvele de T. spiralis (tulpin meninuta in
laborator) au fost amute prin digestie
artificiala, ulterior stabilindu-se nuinul larvelor

in suspensie pentru standardizarea dozei
infestante.

Dupi sacrificarea animalelor din experiment,
examenul parazitologic s-a efectuat pe probe
recoltate din diafragm, lindb si musculatura
membrelor posterioare, prin trichineloscogie
digestie pepti&. Puterea infestamta larvelor
obtinute prin digestie peptic s-a testat prin
bioproli pesobolani.

Pentru okinerea lectinelor s-au folosit germenii
de grausi miezul de dovlecel, omogenizecu
ajutorul unui omogenizator cu e de tip
Warring-Blendor. Extrata s-a #fcut din
omogenate timp de 24 de ore, folosind tampon
fosfat salin. Dup centrifugare, precipitarea
proteinelor din supernatante s-a realizat cu sulfat
de amoniu, p&h la o saturae de 60%.
Indepirtarea ionilor de amoniu s-a realizat prin
dializa. Purificarea lectinelor s-a @but prin
cromatografie de afinitate pe chitin pe
suporturile specifice — Sephadex G-1G0
Sepharose 4 B (Pharmacia Fine Chemicals).

Dozarea concentriai proteice s-a dcut prin
metoda Lowri (4) iar testarea capdatit de
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hemaglutinante s-a efectuat pe eritrocite de
iepure conform metodei Allen (1). Lectinele
obtinute au avut o concentr@ proteié de:
660ug/ml — WGAsi 500 ug/ml — CPA.

Examenul histologic s-aa¢ut pe fragmente din
musculatura linguél miocard, ficat, rinichisi
splind. Probele recoltate au fost fixate in s@u
de formaldehid 10%si supuse tehnicii uzuale de
includere in parafin Din toate tesuturile
recoltate s-au executat seai de 5um, care au
fost colorate prin metodele: tricromic Masson
(HEA), bicromic (HE)si cu albastru de toluidin

Examenul imunohistochimic s-a aplicat probelor
din musculatura lingua) fixate Tn soltie de
formaldehid 10%, incluse Tin parafin si
segionate la 2-3 um. Ele au permis
imunomarcarea actinei din leiomiocite cu
ajutorul anticorpului monoclonal (AMChanti-
acting si a proteinei S-100 (caracteristic
celulelor histiocitare, celulelor de tip Langerhans
si celulelor cu origine neuroectoderrijc cu
ajutorul serului policlonal (SPC)anti-S100
(Dako, Glostrup Danemarca).

Rezultate si discutii

In urma investigasiilor paraztologice s-au
obtinut urmitoarele rezultate, centralizate n
Tabelul 1. Specifiim ci nunirul de larve/g de
musculatui oktinute Tn urma digestiei peptice
reprezini media aritmetit a probelor
examinate.

S-a observatacadministrarea lectinelor WGA
CPA la sobolanii infestd experimental cu T.
spiralis induce o serie de modH#ic in ceea ce
priveste: aspectul larvelor oinute prin digestie
peptia, rezultatul bioprobei pgobolanisi gradul
de infestde. In cazul administrii orale de
WGA rezultatele au constat in reducerea
infestaiei cu 98,4% fa de infestda sobolanilor
din lotul 1, s-au ofnut larve nespiralate
(neviabile) si nu s-a reprodus infesta prin
administrarea larvelor oinute prin digestie
peptia si administrate altorsobolani. Efectele
administérii intraperitoneale de CPA au fost mai
slabe, reducéndu-se gradul infeisiacu doar
62,5% si, cu toate & prin bioprold nu a fost
reprodus infestaia, prin digestie peptic s-au
obtinut atat larve nespiralate catspiralate.
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Tabel 1

Rezultatele examenului parazitologic

Lot

Numar larve/g musculatura

[é)ioprobei pe sobolan

SSPRdYERIAIaTR R e

fi2@%a examenului histologic, nu
au fost sesizate modificari in structura
miocaraului, rinichiului  si splinei,
indiferent de lotul din care provenea
Pastrarea

animalul. integritatii

morfologice s-a inregistrat si in ficat, cu
exceptiaxanangobpiesiogln dosvidentiaa
aCesiScutard lifgualaahsotyelanipitarii
fedise (idfestgpathidtugranslfre/aeiniatg
gin Urarveimiicoeiivatededdepitosisania
peknebioica si de capsuld colagenica

jalNiaa ‘er
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Figural
Musculatura linguala, sobolan

lot 2 (infestat + WGA). Chist distrus.
Perete cu structura fibrilara gi reactie

= n . . I B ' ' -

In musculatura sobolanilor lotului
2 (infestati + WGA) s-au remarcat in
aceeasi sectiune histologica chisturi cu
arhitectura puternic alterata alaturi de
chisturi nemodificate. Alterarile chisturilor
au constat 1n dezorganizarea Si

permeabilizarea peretelui, acesta

capatand o] structura fibrilara
neuniforma, dilacerata de prezenta a
numeroase elemente celulare (Fig. 1 si
2). Nu s-a mentinut diferentierea dintre

sarcoplasma celulei doica si capsula

observata la animalele din alte loturi.
Figura 2
Musculatura linguala, sobolan

lot 2 (infestat + WGA). Chist distrus

infiltrat cu celule mononucleare si

Lo ~ 1 1 ' . . ~
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In musculatura gobolanilor lotului 3 (infestati + CPA) au fost surprinse
chisturi distruse si chisturi cu aspect normal. Structura sarcoplasmo-colagenica a
chisturilor a fost complet dezorganizata si inlocuitda de o reactie celulara
puternica, predominand eozinofilele si elementele mononucleare de tip
macrofagic si epitelioid (Fig. 3, 4 si 5). In unele chisturi, larvele nu au mai
prezentat structura interna, fiind granulate sau cu aspect omogenizat (Fig. 5). Tn
sectiunile examinate s-a evidentiat o populatie mastocitara numeroasa, sub
forma de cuiburi de mastocite localizate in apropiere sau la distanta fata de
chisturile (nemodificate sau distruse) de T. spiralis (Fig. 6).

In musculatura animalelor din loturile 4, 5 si 6 s-au surprins rare fibre
musculare hialinizate si grupuri de mastocite fara o repartitie particulara in
musculatura linguala.

Prin examen imunohistochimic pentru evidentierea proteinei S-100, in
musculatura sobolanilor lotului 1 au fost puternic marcate filetele nervoase si s-a
obtinut o reactie mai slaba a sarcoplasmei din jurul larvelor (Fig. 7 si 8).

La animalele din loturile 2 si 3, consecutiv utilizarii SPC anti — S-100, nu s-
a observat imunomarcarea structurilor din componenta chisturilor distruse sau cu

morfologie nemodificata.

U

in cazul utilizarii
AMC anti-actina, in
musculatura
animalelor din lotul 1,
s-au nregistrat reactii
de culoare in fibrele

musculare ale

peretilor vasculari gi in
unele zone din

structura larvelor.

Spre deosebire de
PAGE 1112901
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aceste aspecte, in cazul sobolanilor loturilor 2 gi 3, pe baza reactiei inregistrate si
a intensitatii acesteia s-au observat 3 categorii de chisturi:

chisturi cu morfologia nealterata, in care larva nu a fost marcata (Fig. 9)
(probabil datoritd denaturarii structurilor intime larvare, ipoteza sustinuta si de
rezultatele digestiei peptice, in urma examenului obtindndu-se larve neviabile),

chisturi distruse cu reactie celulara masiva perifocala (Fig. 10), situatie in
care larva a prezentat zone reduse de marcare,

chisturi cu morfologie nemodificata dar cu marcare difuza, neuniforma a
larvelor.

Consideram ca reactia fatd de AMC anti — actina ofera informatii
referitoare la integritatea structurala a larvelor din chisturi. Cu cat reactia este
mai intensa si uniform repartizata in toata structura larvei, cu atat posibilitatea ca
aceasta sa fie inca viabila este mai mare. Prin tehnicile obisnuite de
histopatologie nu se pot diferentia larvele viabile sau cele vii cu putere infestanta
de cele neinfestante.
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Figura3

Musculatura linguala, sobolan lot 3 (infestat + CPA). Chist distrus, resturi

larvare in contact direct cu reactia inflamatorie perifocala

(Coloratie H.E., ob. 20)

(Figura4
Musculatura

linguala, gobolan lot 3
(infestat + CPA). Detaliu
la Fig. 3. Abundenta de
eozinofile si de celule

epitelioide, dilacerarea

fibrelor musculare
perifocale datorita
infiltratului inflamator,
hialinoza musculara,

larva cu structura puternic alterata. (Coloratie H.E., ob. 40)
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Figura5
Musculatura

linguala, sobolan lot 3
(infestat + CPA). Chist

distrus cu pierderea

structurii  sarcoplasmo-
colagenice, larva alteratd cu aspect granular, infiltrat celular predominant

mononuclear. (Coloratie H.E., ob. 40)
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Figura6
Musculatura linguala, sobolan lot 3 (infestat + CPA). Grupare de mastocite

cu diferite grade de degranulare. (Coloratie cu albastru de toluidina, ob. 100)

OFigura?7
Musculatura linguala,

sobolan lot 1 (infestat). Chist
cu structura nemodificata.
Imunomarcarea celulei ,doica”
din jurul larvei. (SPC anti — S-
100, ob. 20)

OPAGE 111330
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Figura 8
Musculatura linguala, sobolan lot 1 (infestat). Sectiune transversala printr-

o extremitate a unui chist normal. Slaba imunomarcare a sarcoplasmei celulei
,doica” comparativ cu reactia puternica inregistrata in structurile nervoase

(sageata) si in macrofagele interstitiale. (SPC anti — S-100, ob. 20)

CTPAGE 11340
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Figura9
Musculatura linguala, sobolan lot 3 (infestat + CPA). Chist cu aspect

morfologic nemodificat, lipsa reactiei in structura larvei. Reactie de control in

peretii vasculari. (AMC anti-actina, ob.40)

O

Figura 10
Musculatura

linguala, sobolan lot 3
(infestat + CPA). Chist
distrus, marcarea unei

zone reduse din

structura larvei

(sageata). Reactie de

control n peretii

vasculari

(AMC anti-actina, ob.20)
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Imunomarcarea cu SPC anti — S-100, prin reactiile diferentiate obtinute,
poate constitui un marker pentru integritatea si viabilitatea larvelor sau pentru
evidentierea conservarii echilibrului stabilit intre larva si celula ,doica” din
interiorul chistului. Afirmatia se bazeaza pe imunomarcarea sarcoplasmei
celulelor ,dioca” din chisturile lotului 1 si lipsa acestei reactii la loturile 2 si 3.

in experimentele anterioare (5, 7), cand lectinele au fost administrate
concomitent cu infestarea experimentald, administrarea continuand pana in ziua
a saptea dupa infestare, in cazul WGA s-a constatat o scadere a gradului de
infestare, distrugerea a numeroase chisturi si pierderea puterii de infestare a
larvelor. Rezultate asemanatoare au fost remarcate si in experimentul actual. Se
poate desprinde ipoteza ca, la un moment dat, lectinele utilizate intervin in faza
de finchistare musculara a larvelor de T. spiralis, provocand distrugerea
chisturilor sau inducand modificari in structura larvelor. Rezultatele preliminare
sunt promitatoare, in terapia/profilaxia trichinelozei conturandu-se posibilitatea
utilizarii unor principii activi de origine vegetala si nu doar a substantelor de
sinteza.

Concluzii

Administrarea oral de WGAsi intraperitoneal de CPA lasobolani infestd experimental cu T.
spiralis a redus gradul de infestare cu 98,4% e&spcu 62,5%.

Consecutiv administrarii de lectine (WGA si CPA), prin examen histologic
si imunohistochimic s-a demonstrat alterarea structurii chisturilor de T. spiralis.

SPC anti — S-100 poate fi considerat marker al integritatii morfologice al
chisturilor musculare de T. spiralis, imunomarcand doar sarcoplasma celulelor
,doica” din chisturile normale ale animalelor netratate cu lectine.

AMC anti — actina de leiomiocit poate fi considerat marker pentru
integritatea structurala a larvelor de T. spiralis, imunomarcand diferit larvele din

chisturile gobolanilor tratati cu lectine comparativ cu larvele normale.
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