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RESUMO

A imunoeletroforese cruzada (IEC) foi utilizada para a deteccao do antigeno
polissacaridico circulante anédico (AgCA) do Schistosoma mansoni, livre e comple-
xado, em soro de hamsters infectados. O AgCA foi também pesquisado em soros
humanos de 7 pacientes na fase aguda e de 23 na fase cronica da infeccdo. Foram
estabelécidas as condicdes para isolamento e determinacdo do AgCA complexado.
A sensibilidade da técnica foi aumentada pela incorporacao de polietilenoglicol a
2% a agarose e realizacao da corrida eletroforética a 4°C. O AgCA livre foi detectado
em 12 e 0 complexado em 30 dos 37 soros de hamsters analisados. Foi observada
correlacao entre AgCA (livre e complexado) e carga parasitaria. O AgCA nao foi
detectado, nas condicdes experimentais utilizadas, nas amostras de soro humano
de 7 pacientes na fase aguda e de 23 na fase cronica da infeccao.

UNITERMOS: Schistosoma mansoni: Imunoeletroforese cruzada (IEC); Anti-
geno circulante andédico (AgCA) Imunocomplexos (IC).

INTRODUCAO

A presenca dos antigenos circulantes do
Schistosoma mansoni no soro é indicativa de
infeccao em atividade e sua deteccao, conse-
quentemente, nao s6 constituiria critério seguro
para o diagnéstico inicial como para verificacéao
da persisténcia da infeccdo apés tratamento qui-
mioterdapico.

Na deteccio desses antigenos tém sido utili-
zadas técnicas de precipitacao em agarose, fixa-
cdao de complemento, hemaglutinacao, ensaios
imunoenzimaticos e radioativos como revisto
por QIAN & DEELDER (10), QIAN & WEN (11)
e, ainda, SIMPSON & SMITHERS (13). Destas
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técnicas, as duas ultimas sdo as mais sensiveis,
porém de alto custo, o que impossibilita sua utili-
zacao no diagnoéstico de rotina.

Dos antigenos circulantes do S. mansoni
descritos os dois antigenos polissacaridicos, ori-
ginarios do tubo digestivo do verme, tém sido
muito estudados com vistas ao estabelecimento
de técnicas para sua determinac¢ao na circulacao
do hospedeiro, provavelmente devido a sua
grande estabilidade ao calor e por nao precipi-
tarem na presenca de dcido tricloroacético a
10%, o que facilita seu isolamento das proteinas
séricas. O antigeno circulante polissacaridico
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anodico (AgCA) foi detectado em soro e urina
de animais infectados e o antigeno polissaca-
ridico catédico (AgCC) em soro e urina de ani-
mais e de humanos infectados, bem como em
leite de maes infectadas (10).

A necessidade da utilizacdo de técnicas de
baixo custo e simples execucao para a determi-
nacao dos antigenos circulantes do S. mansoni
levou-nos, no presente trabalho, a tentativa de
aumentar a sensibilidade da imunoeletroforese
cruzada (IEC)de LAURELL (7), através da incor-
poracao de polietilenoglicol (PEG) a agarose,
bem como da execucao desta em camara refrige-
rada (4°C). Por serem os dados da literatura, rela-
tivos a correlacio entre os niveis dos antigenos
circulantes e carga parasitaria conflitantes (11)
pesquisamos, ainda, a possivel existéncia de cor-
relacao entre carga parasitdria e niveis do AgCA
livre e formando imunocomplexos, em hamsters.

MATERIAL E METODOS

Soros de hamsters — Hamsters infectados
por inoculacdo subcutdnea com diferentes na-
meros de cercarias do S. mansoni foram sangra-
dos pelo plexo orbital 30, 40 e 45 dias apos infec-
¢ad. O nimero de vermes recuperados na perfu-
sédo do figado e veias mesentéricas com salina
contendo 1% de EDTA foi determinado nestes
hamsters apés os mesmos terem sido sacrifica-
dos.

Soros humanos — Foram obtidos de 7 pa-
cientes com nao mais de seis meses de infeccao
(fase aguda) e de 23 na fase cronica. Todos eles
apresentavam mais de 45 ovos de S. mansoni
por grama de fezes.

Antigenos do S. mansoni — O antigeno bru-
to salino foi obtido por trituracdo dos vermes
adultos liofilizados, em NaCl 0,1%. seguida de
agitacdo por 72 horas a 4°C e centrifugacdo a
8.5060¢g por 15 minutos a 4°C. O sedimento foi des-
prezado e o sobrenadante caracterizado quanto
a0 teor protéico e polissacaridico.

Para obtencdo da fragdo antigénicaresisten-
te ao aquecimento, 2ml do antigeno bruto salino
foram aquecidos em banho a 100°C para denatu-
racio e consequente precipitagio das proteinas.
Apo6s centrifugacéo, o sedimento foi desprezado

e o sobrenadante, contendo os antigenos polissa-
caridicos anddico e catddico (4), foi mantido a
4°C até utilizacao.

O AgCA foi obtido segundo técnica descrita
por NASH et al. (4).

Soro imune anti-S. mansoni — Foi obtido
por imunizac¢ao de carneiros com 3 inoculacoes
subcutaneas do antigeno bruto salino contendo
1,0mg de proteina, seguidas por 3 inoculac¢des,
pela mesma via, do AgCA contendo 1,0mg de
polissacarido. Esta série foi repetida por trés
vezes, num total de 18 inoculagoes, com inter-
valos de 14 dias entre as mesmas. A solu¢éo do
antigeno foi emulsificada com adjuvante com-
pleto de Freund na primeira e incompleto nas
demais inoculacdes. A gamaglobulina imune foi
obtida a partir do soro imune, por precipitacao
com sulfato de amoénio a 38% de saturacio.

A gamaglobulina imune assim obtida for-
mou, na dupla difusdo em dgar, 6 linhas de preci-
pitacdo contra o antigeno bruto salino e apenas
uma linha de precipitacao contra soros de hams-
ter colhidos 30 a 45 dias apdés infec¢do com o
S. mansoni, contra AgCA purificado e, ainda,
contra a fracao antigénica resistente ao aqueci-
mento, adicionada ou nao do AgCA. O mesmo
namero de linhas, formando cones de precipi-
tacdo, foi observado quando utilizou-se a técnica
de IEC, sendo que o cone de precipitacéo forma-
do por diferentes dilui¢des da solucdo da AgCA
purificado eram nitidos até a diluicdo de 1/30
do anti-sorona solucao de agarose. Destas obser-
vacoes concluimos que, além de reagir com 5
dos antigenos protéicos do verme adulto do S.
mansoni, o anti-soro obtido reagia com o AgCA,
mas nido com o AgCC. De fato, foi observado
que o AgCC é imunogénico para o hospedeiro
infectado, mas ndo imonogénico quando utili-
zado para imunizacéao artificial (5,11).

Precipitacao e dissociacdo dos ICs das
amostras de soro — Utilizando-se o AgCA purifi-
cado e ICs preparados com o mesmo, foram esta-
belecidas as condicoes 6timas para a separacéo
do AgCA livre do complexado por precipitacao
com PEG (PM = 6.000), dissociacdo destes com-
plexos e eliminacdo, ap6s denaturagéo por aque-
cimento, dos anticorpos dos mesmos. De acordo
com estas condicbes, os soros dos pacientes e
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de hamsters infectados foram tratados como
descrito a seguir, para posterior determinacao
do AgCAlivre e complexado por IEC. PEG numa
concentracédo final de 7% que, como observamos
em experimentos prévios, nao precipita o AgCA
mas sim os ICs deste, foi adicionado as amostras
do soro, sob agitacdo. Apos centrifugacao, tanto
o precipitado (possivelmente contendo os ICs)
redissolvido em tampao glicina-HCI], pH 2,8, co-

mo o sobrenadante foram aquecidos por 5 minu-
tos em banho a 100°C, para denaturagao e conse-
quente precipitacao das proteinas. As amostras
em tampado glicina - HCI] foram neutralizadas
subsequentemente com tampao tris-acetato de
sodio, pH = 8,7. Tanto estas como o sobrena-
dante da precipitacao com PEG 7%, onde pes-
quisamos o AgCA livre, foram submetidos 2 IEC
(Figura 1).

Fig.1 —SEPARACAODO ANTIGENO POLISSACARIDICO CIRCULANTE ANODICO (AgCA)LIVRE DAQUELE FORMANDO
IMUNOCOMPLEZXOS (ICs), EM SORO.
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Imurnoeletroforese cruzada (IEC) — Foram
utilizadas laminas revestidas com agarose
RIO-RAD de baixa eletroendosmose (m, = 0,13
+ 0,02) a 1%, em tampdo TRIS-acetato de s6dio
(pH = 8,6 e forga idénica 0,06), contendo incorpo-
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rados 2% de PEG e a fragao gamaglobulinica
do soro imune anti-S. mansoni previamente tra-
tada com PEG 2% na diluicdo final de 1/30 (V/V).
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Foram aplicados 7 ul das amostras, em dife-
rentes orificios de 2 mm de diametro feitos na
agarose, bem como de uma solucao contendo
250ug/mldo AgCA purificado. A corrida eletrofo-
rética foi realizada em camara a 4°C, com uma
corrente de 3,6 mA/cm durante 60 minutos, sen-
do utilizado na cuba o tampao TRIS-acetato de
sodio (pH 8,6; forca ionica 0,113). Apos a corrida,
as laminas foram lavadas com solucao de PEG
a 2% em NaCl 0,85%, secadas e subsequente-
mente coradas com uma solucao de azul de Coo-
massie. A distancia da ponta do cone de precipi-
tacao ao pontode aplicacao da amostra foi deter-
minada com uma ampliacao de aproximada-
mente 8,1 vezes por projeciao. A concentracao
de cada amostra foi determinada com base na
concentracao da solucédo padrio do AgCA, apli-
cada em todas as laminas.

Analise estatistica — Para verificar a exis-
téncia ou nao de correlacao entre o numero de
vermes recuperados dos hamsters infectados e

a concentracao do AgCA, foi utilizado o teste
de correlacao de PEARSON (1).

RESULTADOS

Foram padronizadas nesta investigacao as
condicoes de separacao do antigeno circulante
livre do'S. mansoni daquele formando ICs, por
precipitacao destes ultimos com PEG, dissocia-
cao dos ICs, denaturacgido dos anticorpos dos
mesmos por aquecimento em banho a 100°C e
neutralizacao das amostras, para posterior pes-
quisa do mesmo por IEC. O procedimento utili-
zado, de acordo com as condig¢des consideradas
ideais, esta resumido na Figura 1.

A Figura 2 mostra o aspecto de uma das
laminas de IEC que obtivemos com amostras
de soros de hamsters infectados, utilizando tais
condigoes. As menores concentragoes detecta-
das do AgCA, purificado a partir do verme adul-
to, ficaram em torno de 5-10pg/ml.

.

9 1011 12 13 14 15 16

Fig. 2 — Fotografia e representacdo esquematica de lamina de imunoeletroforese cruzada (IEC) contendo globulinas imunes
anti-antigeno bruto de S. mansoni incorporadas 4 agarose. Nos orificios pareados 1 e 2: 3 e 4: 5e 6, Te 8 9e 10: 11 e 12;
12 e 14 foram aplicados 7 pl de sobrenadante e do precipitado, respectivamente, dos soros tratados com PEG a 7% comao
deserito acima. de diferentes hamsters infectados com 8. mansoni. O mesmo volume de uma solucan de AgCA (250 pg mb

foi colecado no orificio 15 e de sore humano normal no 16,
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Os resultados obtidos na determinacao, por
IEC, do AgCA nos soros de 37 hamsters infecta-
dos pelo S. mansoni constam da Tabela I. Obser-

TABELA I — Concentracao sanguinea do anti-
geno circulante (AgCA) livre e complexado, em
hamsters com diferentes cargas parasitarias do
S. mansoni.

n® V/H AgCA (pg/ml)

Livre Complexado

12 ND ND
20 ND ND
26 ND ND
30 ND 7,2
30 ND 14,6
30 ND 99,1
30 ND 148,8
30 162,5 103,3
34 ND ND
38 ND 2247
40 ND ND
40 ND ND
44 ND 81,7
50 ND 64,3
51 ND 167,3
54 ND ND
60 ND 65,6
60 7.8 67,1
60 82,2 87,5
64 ND 36,5
76 ND 51,0
80 ND 53,7
80 ND 74,9
80 80,0 43,7
80 ND 126,9
80 ND 1284
80 ND 2148
-86 218,2 107,4
88 240,0 109,4
100 262,4 119,8
120 81,8 89,5
130 250,0 1477
140 ND 214
145 400,0 164,0
150 109,1 35,8
160 136,3 136,3
200 ND 1707

N° V/H = n? de vermes recuperados dos hams-
ters
ND = nio detectado
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va-se nela que o AgCA livre ou complexado, foi
detectado em todos os hamsters com mais de
54 e em nenhum dos 3 hamsters com menos de
30 vermes e, ainda, que o antigeno livre foi detec-
tado em 32,4% e o complexado em 81,1% das
37 amostras de soro de hamsters infectados.
Além disso, detectou-se 0 AgCA livre somente
nas amostras em que o AgCA complexado foi
detectado. Os soros de 5 hamsters nao infectados
nao apresentaram cone de precipitagdo na IEC.

Os coeficientes de correlacdo calculados a
partir dos valores indicados na Tabela I encon-
tram-se na T'abela II. As correlacoes entre AgCA
(livre e complexado) e carga parasitaria em
hamsters, tomados dois a dois, foram significan-
tes ao nivel de 5%.

TABELA II — Matriz de coeficientes de corre-
lacao (r) entre as varidveis AgCA (livre e comple-
xado) e carga parasitaria (V/H) em hamsters.

V/H AgCA AgCA

Livre complexado
V/H —  0,457* 0,390*
AgCA Livre — 0,337*

AgCA complexado -
(*) Significante a 5%

O AgCA nao foi detectado, nas condic¢des
experimentais utilizadas, em qualquer dos soros
humanos analisados.

DISCUSSAQ

Numerosas técnicas foram padronizadas para a
deteccao dos antigenos circulantes do S. man-
soni, as mais sensiveis utilizando a rea¢édo destes
com anticorpos marcados com radioisétopos,
enzimas ou fluorocromos. Entretanto, para que
uma técnica seja de utilidade para o diagnéstico
da esquistossomose nos paises endémicos, todos
eles em desenvolvimento, é necessdrio que ela
seja de baixo custo e de facil execucéo, enqua-
drando-se aqui as técnicas de precipitacao em
agarose e de hemaglutinacdo. DEELDER &
EVELEIGH (3) utilizaram a hemaglutinacao in-
direta para a deteccdo do AgCA do S. mansoni
em soro de hamsters e obtiveram uma boa sensi-
bilidade, detectando o antigeno em diluicoes de
até 20 ng/ml.
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As técnicas de precipitacao sdo menos sensi-
veis. Apesar do aumento das sensibilidade que
obtivemos no presente trabalho, de 100 para 5-10
pg/ml, na deteccao do AgCA, pela introducdo
de pequenas modificagoes na técnica de IEC, esta
¢ ainda muito baixa, se comparada a de hema-
glutinac¢do indireta.

Utilizamos, para isolamento e dissociacao
dos ICs, procedimento semelhante ao descrito
por DEELDER et al (6), com modificacées na
concentracdo do PEG utilizado na precipitacao
dos ICs e no tempo de aquecimento para denatu-
racdo das proteihas. SANTORO et al. (12) sepa-
raram anticorpos anti-S. mansoni dos ICs forma-
dos por estes anticorpos com antigenos circu-
lantes do parasita, por precipita¢ao dos ICs com
PEG 7%. De fato, observamos que esta concen-
tracdo de PEG néo precipita o AgCA livre, mas
somente os ICs formados por estes. Observamos,
ainda, que 0 aguecimento em banho a 100°C para
denaturacio das proteinas, em pH acido, por
mais de 5 minutos provoca a degradag¢ao parcial
do AgCA, razao pela qual nao prolongamos o
mesmo por mais tempo. Com as proteinas seria
também denaturado, se presente, o antigeno cir-
culante protéico designado por “antigeno-4” (2),
deixando na amostra apenas os dois antigenos
polissacaridicos, an6dico e catédico, resistentes
a0 aquecimento. Destes, apenas o ultimo foi en-
contrado em fluidos bioldogicos humanos (10, 11).
Como o anti-soro que utilizamos nao reage com
este antigeno, nossos resultados negativos com
08 soros humanos sao coerentes com os dados
da literatura.

Como MITCHELL & CRUISE (8) enfatizam,
a técnica ideal para o imunodiagnoéstico da es-
quistossomose seria aquela que fornecesse, en-
tre outras, informacédo sobre a carga parasitaria
do hospedeiro. Os dados existentes naliteratura,
sobre correlacio entre concentracao dos antige-
nos circulantes e carga parasitdria sado confli-
tantes (10). Em relacido ao AgCA do S. mansoni,
DEELDER et al (5) ndo observaram correlacao
entre carga paragitaria e os niveis do mesmo em
hamsters e camundongos, enquanto no presente
estudo observamos correlacdo entre estes dois
pardametros. Esta discrepancia pode ser devida
a utilizacdo de técnicas diferentes na deteccao
do AgCA.

A presenca do AgCA livre observada princi-
palmente no soro de hamsters com alta carga
parasitaria (> 80V/H) é, provavelmente devida
a insuficiéncia de anticorpos especificos para
complexar os altos niveis do AgCA liberado para
a circulacao pelos vermes.

As d;ficuldades na determinac¢ao dos antige-
nos circulantes do S. mansoni em fluidos biolo-
gico humanos, resultantes de seus baixos niveis
nas infec¢oes naturais e da falta de resposta imu-
ne com formacgao de anticorpos a imunizacao
de animais com 0 AgCC, presente em fluidos bio-
16gicos de pacientes infectados, talvez concorram
para o aparente desinteresse atual dos pesquisa-
dores, que se reflete no reduzido numero de tra-
balhos publicados mais recentemente no sen-
tido de se chegar a uma técnica simples mas
sensivel de deteccao dos antigenos circulantes
do S. mansoni, para fins diagnosticos.

SUMMARY

Detection of circulating polysacéharide anti-
gen of Schistosoma mansoni in hamster sera
by crossed immunoelectrophoresis.

Crossed immunoelectrophoresis (IEC) was
used for detection of free and complexed circula-
ting polisaccharide anodic antigen (AgCA) of
Schistosoma mansoni in sera of infected hams-
ters. An attempt was also done to detect AgCA
in human sera from patients infected with S.
mansoni.

The conditions for isolation and detection
of complexed AgCA were established. The sensi-
tivity of IEC was increased by incorporation of
2% polyethylene glicol (PEG) to the agarose and
by maintaining the system at 4°C during the elec-
trophoretic run.

Free AgCA was detected in 12 and the com-
plexed in 30 of the 37 hamsters sera analysed.
Correlation between AgCA (free and complexed)
and the parasite load was observed. AgCA was
not detected, under the experimental conditions
used, in human sera from 7 patients in the acute
and 23 in the chronic phase of infectjon.
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