Rev. Saude piubl., 8. Paulo
15:623-8, 1981

DIAGNOSTICO DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA MEDIANTE
TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA COM ESPOROCISTOS
EM TECIDOS DE PLANORBIDEOS

Ana Maria Aparecida Guaraldo *
Othon de Carvalho Bastos #*
Luiz Augusto Magalhées *
Humberto de Aratjo Rangel*

GUARALDO, A. M. A. et al

Diagndstico da esquistossomose mansénica mediante

técnica de imunofluorescéncia com esporocistos em tecidos de planorbideos. Rev.

Satade publ.,, 8. Paulo,

15:623-8, 1881,

RESUMO: Propde-se uma técnica de imunofluorescéncia para diagnés-

tico da esquistossomose mansoénica,
glabrata contendo esporocistos

adotando-se
secunddrios

tecidos de Biomphalaria
de Schistosoma mansoni. A

reacdo de imunofluorescéncia indireta € executada sobre cortes histolégicos

preparados por inclus8o em parafina.

UNITERMOS: Esquistossomose mansoénica. Imunofluorescéncia. Biompha-

laria glabrata. Schistosoma mansoni.

INTRODUCAO

A primeira tentativa para diagnéstico da
esquistossomose mediante emprego da téc-
nica para detec¢do de anticorpos por imuno-
fuorescéncia deve-se a Sadun e col.13 (1960),
que obtiveram resultados excelentes com
cercarias e miracidios. A principal desvan-
tagem na aplicagdo desta metodologia con-
siste na ocorréncia de reacgdes cruzadas com
anticorpos contra Trichinella spiralis, Fas-
ciola gigantica e alguns trematodeos de
aves, roedores e bovinos (Sadun e Biocca 12,
1962; Pellegrino e Biocca %, 1963; Amin
e col.l, 1969). Este inconveniente fica ate-
nuado porque a distribuicdo geografica da
triquinelose e da esquistossomose ndo €
coincidente.

Diante da possibilidade do aproveitamento
da imunofluorescéncia indireta como rotina
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nos laboratorios, tornou-se imprescindivel o
aprimoramento deste método, visando obten-
cdo de material antigénico mais estavel e
passivel de maior rendimento e disponibi-
lidade. Durante algum tempo as cercarias
foram consideradas como forma antigénica
preferida para diagnostico da esquistosso-
mose pela imunofluorescéncia (Anderson e
col.z, 1961). Entretanto, a execugdo desta
técnica requer manutencdo constante do ciclo
do Schistosoma mansoni em laboratorio,
além de dispender muito tempo e material.

Para inquéritos epidemiologicos, os tra-
balhos de Camargo e col5 (1965) e Le
Viguelloux e col® (1969) preconizaram a
reagdo com particulas de esquistossomos
adultos liofilizados e aderidos em ladminas.
Entretanto, os mesmos autores encontraram
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dificuldade na interpretacdo dos resultados,
devido interferéncia de reacfes inespecificas.
Este problema foi minimizado por Coudert
e col.s (1967) mediante o preparo de cortes
de congelagdo utilizando vermes em figados
de animais parasitados. A autofluorescéncia
do helminto foi atenuada com coloragdo de

contraste pelo azul de Evans (Fry e
Wilkinson 7, 1963).
Recentemente, inumeros pesquisadores

tém adotado cortes de vermes adultos néo
fixados e incluidos em meio proprio (Tissue-
Tek O.C.T.) segundo técnica recomendada
por Wilson e col.1¢ (1974). Este método tem
sido apontado como de maior sensibilidade
e especificidade. Um inconveniente é, entre-
tanto, a exigéncia de criostato, aparelho dis-
pendioso que varios laboratérios nido tém
condicdo de adquirir. Na tentativa de su-
primir a necessidade do criostato, Rombert 11
(1968) desenvolveu um método de imuno-
fluorescéncia adotando reagdo em lamina
com particulas de hepatopancreas de mo-
lusco infectado com Schistosoma mansoni.
A positividade das reagdes com este mate-
rial fixado com acetona foi de 96%, reve-
lando algumas reagbes inespecificas com
soros pouco diluidos. Posteriormente, Kien
Truong e colé (1970) também adotaram
para imunofluorescéncia indireta cortes con-
gelados de hepatopdncreas de Biomphalaria
glabrata parasitada, na investigagdo da
seqiiéncia do aparecimento e evolugdo de
anticorpos em camudongos experimental-
mente infectados por S. mansoni.

Considerando os fatos mencionados,
parece oportuno sugerir a utiliza¢gdo de mé-
todo mais simples para obtencdo de material
antigénico que atenda as principais exigén-
cias de estabilidade, especificidade, sensibi-
lidade, bom rendimento e custo accessivel.
Ocorreu-nos a opcdo de utilizar tecidos de
moluscos parasitados pelo Schistosoma
mansoni. O material antigénico em questio
é fornecido por esporocistos secundarios ma-
duros encontrados principalmente em ovo-
testis e hepatopancreas do hospedeiro inter-
medidrio. As reagbes de imunofluorescéncia
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podem ser executadas sobre cortes histo-
légicos destes 6rgédos devidamente incluidos
em parafina.

MATERIAL E METODOS

Antissoros

Foram utilizados dois sistemas para apli-
cacdo da técnica de imunofluorescéncia in-
direta. No primeiro sistema os soros imunes
foram produzidos em coelhos contra extrato
bruto de esquistossomos adultos, obtidos de
camundongos infectados experimentalmente
com cercdrias eliminadas por Biomphalaria
glabrata. O esquema adotado para imuni-
zacdo de coelhos foi estabelecido por Bastos
e col.3 (1978). Os antissoros assim obtidos
foram titulados previamente por hemagluti-
nac¢éo indireta com reagente “Behring” para
esquistossomose, apresentando alto teor de
anticorpos aglutinantes (titulo de 16.384).

No segundo sistema foram processadas
reacdes com imunessoros de camundongos
Swiss albinos submetidos a infec¢do com
100 cercarias de Schistosoma mansoni elimi-
nadas por Biomphalaria glabrata. Tanto o
grupo de animais controles como dos infec-
tados representam o soro de 10 camundongos
sacrificados semanalmente, da primeira até
oitava semana da infeccdo pelas cercdrias.
O grupo dos infectados recebeu a sigla In
e dos controles, Cn (seja n equivalente ao
numero de semanas que transcorreram desde
a data da infeccdo pelo S. mansoni).

Conjugados Fluorescentes

Para o sistema proposto com soro de
coelhos imunes utilizou-se como conjugado
fluorescente a fracdo globulinica de soro de
carneiro anti IgG de coelho, preparado em
nosso laboratorio. A purificagdo do antissoro
de carneiro foi obtida mediante cromato-
grafia em coluna de DE-52 celulose mediante
eluicdo com gradiente de pH e forca ibnica
com tampéio fosfato. As fragdes eluidas com
tampdo fosfato 0,04 M pH6,0, referentes ao
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terceiro pico, corresponderam, eletroforetica-
mente a I1gS do soro de carneiro. Estas
fracdes foram devidamente liofilizadas para
serem conjugadas com isotiocianato de fluo-
resceina. O excesso de fluorocromo livre
foi retirado mediante cromatografia em
coluna de Sephadex G-25 previamente equi-
librado com tampéio fosfato de sédio 0,01 M
pH 7,2. Das fracgées eluidas foi determinada
a relacdo Fluoresceina/Proteina  (F/P)
avaliada em 1,8. A melhor dilui¢do do con-
jugado para as reagdes foi de 1/30.

No caso da revelacdo das reagdes com
soros de camundongos foi adotado o con-
jugado “Hyland Lab.” (soro de cabra anti-
-imunoglobulina 7 S de camundongo) na
dilui¢io 1/50.

Antigenos
Foram adotadas cinco categorias de pre-
paragdes antigénicas:
1. cercéarias livres, recém eliminadas, fixa-
das, em formol 0,5%.
2. miracidios livres, recém eclodidos, fixa-
dos em formol 0,5%.
de ambos os

(@3]

esquistossomos adultos,
sexos, liofilizados.

4. esquistossomos adultos, de ambos os
sexos, incluidos em parafina.

5. esporocistos primarios e secundarios,

em cortes histolégicos de Biompha-
laria glabrata devidamente incluida em
parafina.

Apenas as preparacdes | e 2 tiveram as
reacdes executadas em tudo de ensaio.

As preparacdes destinadas a cortes histo-
logicos em parafina foram fixadas em
liquido de Rossman (90 ml de alcool etilico
100% saturado com acido picrico e 10ml
de formoldeido 37¢:) durante 2h. Apoés
processamento rotineiro para inclusido em
parafina foram levados ao micrétomo ajus-
tado para 7 micra. Os cortes histolégicos
assim obtidos sofreram desparafinizacdo e
hidratacdo a fim de receberem soro imune
descomplementado, na dilui¢do 1/8.

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

Estas reacfes foram idénticas, tanto para
o material processado em tubo como para
aqueles preparados em laminas de micros-
copia. Antes de receberem o soro, as prepa-
racdes sofreram trés lavagens sucessivas
com solugdo salina tamponada (PBS 0,01 M
pH 7,2). As laminas foram secas parcial-
mente e os imunessoros diluidos a 1/8 adi-
cionados sobre as preparagbes para rea-
girem a temperatura ambiente em camara
umida durante 45 min. Decorrido o tempo
de reacdo, os materiais foram lavados trés
vezes com PBS com duracdo minima de 2
min. em cada lavagem. O excesso de PBS
foi retirado e adicionou-se o respectivo con-
jugado contendo azul de Evans na proporgéo
adequada (diluicdo 1:10.000 para conjugado
de soro de camundongo e diluicdo 1:5.000
para conjugado de soro de coelhos). Apds
adicdo do conjugado, as preparacdes foram
colocadas no escuro, no interior de uma
estufa a 37°C, durante 45min. Apds a
remocdo do conjugado, todas as laminas
foram montadas em glicerina alcalina tam-
ponada, pH 9,0.

Os controles utilizados foram os seguin-
tes:
1 — apenas tampdo; 2 — apenas conjugado;
3 — soro normal de coetho (ou camun-
dongo) - conjugado especifico; 4 — inibicdo
da fluorescéncia soro imune de coelho
(ou camundongo) - anti-imunoglobulina
ndo fluorescente 4 conjugado especifico;
5 — tratamento de tecido de molusco néo
parasitado.

O resultado da fluorescéncia foi obtido
mediante exame das laminas ao microscépio
Zeiss com lampada de merctrio UV (HBO
200) e filtros barreira 0/47/44 com excita-
dor 1 e condensador de campo escuro.

A avaliagio da especificidade dos antis-
soros disponiveis foi possivel mediante
absorcdo dos imunessoros com vermes lio-
filizados. Para isto incubou-se a mistura
antigeno-anticorpo durante 18h em refri-
gerador a 4°C. O soro foi separado por
centrifugacio.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As reacbes de imunofluorescéncia e de
hemaglutinacio acusaram resultado negativo
quando testadas com imunessoros absorvidos
com esquistossomos liofilizados. Conside-
rando que na imunofluorescéncia foram
adotadas preparagdes de miracidios, esporo-
cistos primdrios, esporocistos secunddrios,
cercarias e esquistossomos de ambos os
sexos, o desaparecimento da fluorescéncia
atesta a existéncia de determinantes anti-
génicos comuns do verme adulto com todas
as fases larvares do Schistosoma mansoni.
Esta conclusio é fundamentada nos resulta-
dos apresentados pelos soros de coelhos
imunizados apenas com vermes adultos de
ambos os sexos do S. mansoni.

Quando se analisam os resultados encon-
trados com utilizagdo de soros de camun-
dongos em diferentes estdgios da doenga
frente aos diversos preparados antigénicos,
observa-se que os primeiros anticorpos for-
mados sdo especificos para o tubo digestivo
do parasita, aparecendo a partir da terceira
semana de infeccdo, conforme ilustrado na
Tabela (Bastos+, 1979). Os imunessoros

das semanas subseqiientes originaram fluo-
rescéncia também no tegumento do verme.
Cercarias e miracidios revelaram-se fluores-
centes com tratamento de soros colhidos a
partir da quarta semana de infeccdo. As
cercarias presentes nos esporocistos secun-
darios apresentaram fluorescéncia quando
tratadas com soros de camundongos com
seis semanas de infeccdo e a reacdo torna
bastante intensa para a parede do esporo-
cisto a partir da sétima semana.

As cercarias em desenvolvimento no in-
terior dos esporocistos encontram-se em
diferentes estdgios de diferenciacdo e pude-
mos notar fraca fluorescéncia localizada no
tegumento daquelas cercarias que ainda néo
diferenciaram o acetabulo. A medida que
as cercarias vao se diferenciando com for-
macdo da cauda bifurcada, a fluorescéncia
tende a aumentar de intensidade, surgindo
forte reacdo ao nivel da ventosa ventral e,
concomitantemente, a parede do esporocisto
torna-se intensamente corada (Fig.).

Todas as reacbes obtidas com soros
controles acusaram resultados negativo para
fluorescéncia.

TABELA

Reagles de

imunofluorescéncia obtidas

com soros imunes de camundongos

infectados com Schistosoma mansoni para estdgios evolutivos do verme.

Soros Reagbes em Tubos Reagdes em cortes Histologicos
miracidios cercarias esporocistos esporocistos esquistossomos
primérios secundéarios
I — —_ — — —_
1
1 — —_ — — —
2
13 — — — — 4
I, + + — - +
I5 + -— — —_— +
I ++ ++ - + ++
I +++ + 4+ - ++ +4++
I, +++ +++ + ++4 +++
C — — — —_ —

o

In e Cn = soro imune (I) e controle (C) obtidos semanalmente (n) apés exposigéo
a cercdrias, Reagles negativas (—) e positivas () em diferentes intensidades.
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Fig. — Esporocistos secunddrios de Schistosoma

marnsoni em hepatopancreas de Biomphalaria

glabrata, Cercirias em desenvolvimento mostram

tegumento fluorescente e maior intensidade de

fluorescéncia ao nivel de ventosas oral e aceta-

bular. Parede dos esporocistos com reagio posi-
tiva.

Nas reagOes realizadas com esporocistos
primdrios de S. mansoni observou-se fraca
fluorescéncia na parede do esporocisto a
partir da primeira semana de desenvolvi-
mento no invertebrado, adotando-se imunes-
soro coletado apds oito semanas da infecgio
em camundongos. O mesmo resultado foi
observado quanto ao tratamento destes
esporocistos com soros obtidos pela imuni-
zacdo de coelhos com vermes adultos. Os
melhores resultados foram produzidos com
tratamento de soros de coelhos na diluigdo
1:8, em todos os tipos de preparagdes.

A utilizagdo de esporocistos priméarios
para fins de diagnostico € desaconselhavel

devido a dificuldade de reconhecimento em
cortes histologicos, além de seu tamanho
diminuto.

A reprodugdo dos resultados com prepa-
rados histolégicos de hepatopancreas e ovo-
testis contendo esporocistos secunddrios de
§. mansoni indica que esta técnica propor-
cionou boa preservagio de antigeno asso-
ciada a possibilidade de grande nimero de
reagdes com um tnico planorbideo, sem a
necessidade de conservagio a baixa tem-
peratura. O volume de soro necessario para
execucdo da reagdo é de 50 a 100 micro-
litros, o suficiente para garantir a expo-
sicdo de toda d4rea do corte histoldgico.
O rendimento desta técnica adotando-se
tecidos de moluscos parasitados mostrou-se
muito superior a utilizagdo de cortes de
esquistossomos incluidos em parafina, que
se mostram as vezes com coloragdo inespe-
cifica. As preparagdes constituidas por es-
quistossomos liofilizados deram melhor re-
sultado que as obtidas em cortes histold-
gicos pela auséncia de coloragdo inespecifica.

Recomendamos avaliar a sensibilidade e
especificidade desta nova técnica compa-
rando-a com os resultados de soros ja
padronizados por outros métodos. Para
trabalhos de campo € interessante avaliar
o comportamento de amostras de sangue
de doentes, recolhidas em papel de filtro,
a fim de comparar o titulo dos soros frente

a este tipo de prepara¢do antigénica.
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[Diagnosis of mansoni schistosomiasis by means of

in planorbid tissues]. Rev. Satlde

ABSTRACT: An immunofluorescent technique is proposed for diagnosis
of mansoni schistosomiasis using Biomphalaria glabrata tissue with secondary
sporocysts., The indirect immunofluorescent reaction is carried out on histo-
logical sections prepared by embedding in paraffin.

UNITERMS: Schistosomiasis. Fluorescent antybody technic. Biomphalaria

glabrata. Schistosoma mansoni.
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