METODO RAPIDO PARA DETECCAO DE FRACAO ANTIGENICA DE
VERMES ADULTOS DE SCHISTOSOMA MANSONI *

Mauro Scapin ** e Miriam Tendler ***

Frag¢do antigénica de Schistosoma mansoni oblida a partir de vermes adul-
tos, precipitou em 35 minutos com soros de doenies com esquistossomose man-
oénica e tornou-se visivel sem coloracdo, utilizando-se o método de imunoele-

troosmoforese (I1.E.O.F.).

INTRODUGCAO

A estrutura antigénica de formas adul-
tas de Schistosona mansoni, helminto res-
ponsavel pela esquistossomose mansonica,
grave parasitose que ocorre endemica-
mente em extensas areas de nosso pais e
encontra-se ainda em expansao, vem sen-
do exaustivamente estudada, visando sua
caracterizacdo imunolégica e bioquimica,
purificagdo e obtencfio de antigenos espe-
cificos.

Em 1962, Biguet e Capron (1) identi-
ficaram, através de estudo eletroforético e
imunoeletroforético, componentes antigé-
nicos de extrato salino de vermes adultos
de Schistosoma mansoni.

Kent (10), em 1963, pesquisou compa-
rativamente extratos aquosos de formas
adultas e larvares de S. mansoni, estudan-
do .seus constituintes, bem como seu po-
tencial antigénico, através de dupla imu-
nodifusdo em gel de agar, contra soros hu-

manos e de animais infectados com 8.
mansoni.

Seguiram-se a estas indmeras outras
pesquisas imunosorologicas da citada hel-
mintiase, tendo como base os métodos de
dupla imunodifusdo e imunoeletroforese
(2, 4, 8, 10, 14, 15, 16, 17).

Presentemente, em-nosso.laboratorio, no
curso de pesquisa imunologica sobre os
constituintes antigénicos do S. mansoni
{exemplares machos e fémeas de vermes
adultos), tivemos a oportunidade de utili-
zar a técnica de imunoeletroosmoforese
(I.E.O.F.), que nos parece, sob varios as-
pectos, a exemplo de procedimentos seme-
lhantes empregados para estudos de ame-
biase (11) e triquinose (5), grandemente
vantajosa, € a qual passamos a descrever.

MATERIAL E METODOS

Cobaias adultas, em numero de 10
(dez), foram experimentalmente infecta-
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das com 3 banhos, ricos em cercarias eli-
minadas por Biomphilaria glabrata e, apos
45 dias de infeccao, os vermes adultos foram
recolhidos por perfusdo do figado e sistema
porta (13) e conservados a —18°C por 24
hs. em 5ml. de solugao de NaCl 0,15M com
merthiolato 1:10.000.

O extrato de vermes adultos, usado
como antigeno, foi obtido a partir de
275 mg de vermes Secos, em suspensao de
3,5ml. de NaCl 0,15M, contendo 1:10.000
de merthiolato, a partir de homogeneiza-
¢ao a 750 rpm durante 5 min. com o ho-
mogeneizador de vidro Potter-Elvehjem
(15). No sentido de eliminar restos de
membrana e particulas subcelulares, o ex-
trato de vermes foi submetido a centrifu-
gacdo de 1.500 rpm por 5 min. e 10.000 rpm
por 60 min. Fara clarificacdo total, o sobre-
nadante desta ultima etapa foi passado
através de filtro Millipore com poro de
0,22 u. Todos estes procedimentos foram le-
vados a efeito em temperatura em torno de
40C.

Soros obtidos de portadores de esquis-
tcssomose mansdnica, oriundos de Aareas
endémicas brasileiras, cujo diagnéstico foi
feito por exame coprolégico pelo método
de Hoffman, Pons & Janer (7), foram usa-
dos como fonte de possiveis anticorpos.

A técnica por nos utilizada foi uma mo-
dificacdo do método de Pesendorf, Kras-
snitsky & Wewalka (19) empregado para
aumentar a sensibilidade e velocidade de
deteccao de complexos antigeno-anticorpo,
usada em diagnédstico de Antigeno-Aus-
tralia (6), tendo sido a terminologia
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Fig. 1 — orificio no gel de agar sobre lamina.
E = extrato obtido de vermes adultos de
Schistosoma  mansoni, utilizado como
antigeno.
8 — soro de doente esquistossomotico, uti-
lizado como fonte de possiveis anticorpos.

(I.LE.O.F.) usada por Novak, Koszeghy &
Penke (12).

Duas laminas de vidro de microscopia
de 7,0 x 2,6 cm foram cobertas com 2 ml/
lam., de agar (Difco) a 0,75% em “sodium
barbital acetate buffer”, pH 8.4; 0,13M
(19). Apods a gelificacao, foram feitos 4
crificios em cada lamina, dispostos confor-
me Fig. 1.

As laminas prontas, foram colocadas
em uma cuba para eletroforese com capa-
cidade para 2 laminas e a conexao elétrica
entre o gel e o buffer de cada extremida-
de da cuba, feita com papel filtro What-
man no 1.

Os 4 orificios das 2 laminas proximas
ao catodo foram preenchidos com 2,3 ml de
extrato e nos outros orificios foram colo-
cades a mesma quantidade de 4 diferen-
tes soros de doentes esquistossométicos,
que haviam apresentado uma linha de
precipitacao em gel de Agarocse a2 1% em
H,O destilada ,quando submetido a téc-
nica de dupla imunodifusdo, contra o
mesmo extrato em questao, pelo método de
Ouchterlony (3). Imediatamente apds a
colocacao dos soros, 0 metodo de I.E.O.F.
foi iniciado, a temperatura ambiente, con-
duzindo corrente continua no gel de 11
mA/lamina.

RESULTADOGS

A linha de precipitacio obtida pela
I.E.O.F. foi visualizada ,entre cada 2 ori-
ficios dispostos longitudinalmente (Fig. 2),
35 min. apdés a condugao da corrente elé-
trica e sem que fosse necessaria a retirada

Fig, 2 — I:E.O.F. em gel de agar. Demonstragio das
linhas de precipitacido dispensando colora-
cfo das laminas.
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das laminas de vidro, da cuba. Entretan-
to, para melhorar a visualizacao, utiliza-
mo-nos de iluminacdo obliqua, conforme
descrito anteriormente (19). Todos os 4
goros examinados apresentaram linha de
precipitagdo facilmente visualizada, con-
firmando as provas pssitivas obtidas pela
téenica de Ouchterlony.

CONCLUSOES

Devido 4 localizacdo do precipitado,
concluimos que a fracdo antigénica tem
migracido semelhante & albumina e o0 an-
ticorpo estaria na frag¢do gama do soro.

O curto tempo (35 min.) em que foi
realizado o método (I.E.O.F.); a rapida
e facil visualizacdo dos resultados (dispen-
sa coloracido); a possibilidade de reduzir
ainda mais o tempo de execucio do mé-
todo para 10 ou 15 minutos (aumentando-
-se a intensidade da corrente para 20 ou
25 mA), a utilizacdo simultdnea de diver-

sos soros (em placas de vidro de maiores
dimens6es), mostram ser o método de va-
lia na detec¢do de fragdes antigénicas so-
luveis de formas adultas de Schistosoma
mansoni oferecendo vantagens scbre ou-
tros métodos de imunodifusido e imuno-
eletroforese, habitualmente empregados no
seu estudo.
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SUMMARY

An antigenic fraction of Schistosoma mansoni, obtained from adult worms,
has precipitated within 35 minutes with human sera from schistosomotic pa-
tients and became visible without staining, using the immunoelelroctroosmo-

phoretic method (I.E.O.F)).
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