UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

Curso de Pés-Graduagdo (Mestrado e Doutorado) em Patologia Humana

VIRTUTE SPIRfT /S,

TESE DE DOUTORADO

UM ANTIGENO ESPECIE E ESTAGIO ESPECIFICO PARA O Schistosoma
haematobium. Identificagdo através de anticorpos monoclonais a partir de imuni-
zagdo de camundongos com antigenos ovulares sollveis.

EDUARDO ANTONIO GONCALVES RAMOS

SALVADOR-BAHIA-BRASIL

1993

G

002544

1




EDUARDO ANTONIO GONCALVES RAMOS
Médico

UM ANTIGENO ESPECIE E ESTAGIO-ESPECIFICO PARA O Schistosoma
haematobium. Identificagdo através de anticorpos monoclonais a partir de
imunizagdo de camundongos Balb/C com antigenos ovulares soluveis.

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade Federal da
Bahia para a obtengdo do Titulo de
Doutor em Patologia Humana.

Orientador: Prof. Dr. Donald A. Harn Jr.
Co-Orientador: Prof. Dr. Zilton de A. Andrade

SALVADOR - BAHIA - BRASIL

1993

CPe QO N

RRe. 284




Ramos, Eduardo Anténio Gongalves
R175 Um antigeno espécie e estagio-especifico para
o Schistosoma haematobium. Identificagdo através de
anticorpos monoclonais a partir de imunizagdo de camundongo
Balb/c com antigenos ovulares soluveis/Eduardo Antdnio Gongalves
Ramos. ___ Salvador: Faculdade de Medicina da UFBA, 1993
71p.: il

Tese (Doutorado em Patologia Humana) - Universidade
Federal da Bahia.

1. Esquistossomose 2. Imunologia 3. Hibridoma 1. Titulo

CDU: 616.995.122:616-097

C&:GM
BisLIDTECA
W oré (A9 1=

(CaT 1 K Nz

: —
/.
“ B



Aos meus pais, Delza e Armando
Aos meus irmaos.

A minha esposa Neuza e ao meu filho Alan, com muito carinho.

Ao Prof. Zilton de Araujo Andrade, pelo exemplo de dedicagéo
a pesquisa e ao ensino.



ESTE TRABALHO FOI DESENVOLVIDO NO LABORATORIO DO DR. DONALD HARN
DO DEPARTAMENTO DE SAUDE PUBLICA TROPICAL DA ESCOLA DE SAUDE
PUBLICA DA UNIVERSIDADE HARVARD, BOSTON, EUA. DURANTE A SUA
EXECUGAO O POS-GRADUANDO RECEBEU UMA BOLSA DE TREINAMENTO EM
PESQUISA EM DOENCAS TROPICAIS DO PROGRAMA TDR, DA ORGANIZAGAO

MUNDIAL DA SAUDE.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Donald Alfred Harn Jr., pela amizade, compreensao, orientagdo e por
tornar possivel a realizag&o do nosso treinamento em seu laboratério.

Ao Prof. Zilton de Araujo Andrade, pelo incentivo constante, amizade, orientagao e,
principalmente, pelo exemplo de cientista e educador.

A Profa. Sonia Gumes Andrade, coordenadora dos cursos de pds-graduagdo em
Patologia Humana, pela compreensao e estimulo constantes.

Ao Prof. John R. David, pela amizade e pelas condigbes para a realizagdo do
nosso treinamento no Departamento de Saude Publica Tropical da Escola de Saude
Publica da Universidade Harvard.

Ao Prof. Moyses Sadigursky, pela amizade, compreensdo e estimulo constantes
as nossas atividades cientificas.

A Profa. Achilea Bittencourt, pela amizade, confianga e incentivo constantes.
A Roberta David, pela amizade e pelo apoio na nossa estadia em Boston.

A John Quinn, A-Lien Xu, Xao Yin Zou, Sandra Reynolds, Evan Secor, Gu Wei,
Albert Ko, Dania Richter, Anat Gross, Andu Gebremichael, Annemarie, Will Kastens e
Kinje Hirayama pelo convivio enriquecedor em Boston.

A Rosalia Meires O. da Silva, bibliotecaria do Curso de pés-graduagdo em
Patologia Humana, pela orientagdo nos aspectos formais da tese e pelo auxilio na revisao
bibliografica.

As Senhoras Euridice Sant'anna, Ana Maria Fiscina Sampaio, Ana Cristina Campos
e Celeste Barbosa, bibliotecarias do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, pela ajuda na
revisdo da literatura.

Aos colegas Luiz Freitas, Mitermayer Reis, Luciano Espinheira, Helenemarie
Barbosa, Jane Lenzi, Maria Clara Melro, pelos momentos agradaveis do curso de pés-
graduagao.

Ao Dr. Roque Almeida, pela confecgdo computadorizada dos gréficos e figuras.
Ao Jackson Lemos Moreira, pela composigdo computadorizada do texto.

Ao Sr. Antonio Silva, pela realizagao das fotocépias.

Aos colegas do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz.

A Organizagdo Mundial da Salide, mais especialmente ao programa de
treinamento em pesquisa de doengas tropicais (Programa TDR), ao qual estivemos
vinculados durante a realizagéo deste trabalho.

A Coordenagao de Aperfeigoamento do Pessoal de Ensino Superior (CAPES).



Aos professores do Departamento de Anatomia Patologica e Medicina Legal da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal da Bahia.

A Neuza e Alan Ramos pela paciéncia, compreensdo e apoio durante a realizagdo
deste trabaiho.

Agradego a todos aqueles que, direta ou indiretamente, contribuiram para a
realizagao desta investigagdo cientifica.



RESUMO

No presente estudo, relata-se a identificagdo e caracterizagdo imunoquimica parcial de

antigenos especificos do Schistosoma haematobium reconhecidos através de anticorpos

monoclonais murinos. Os anticorpos monoclonais foram produzidos em camundongos
Balb/C imunizados com antigenos ovulares soluveis por via intraperitonial. Este trabalho

contribui para a identificagdo de antigenos do S. haematobium que séo espécie-

especificos e que tambem so foram detectados nos ovos dos parasitas, sendo também
estagio-especificos. A comparagdo da sequéncia parcial de aminoacidos de dois
peptideos tripticos da banda antigenica reconhecida pelo anticorpo monoclonal 2D14E8
em membrana de nitrocelulose com outras sequéncias de proteinas conhecidas revelou,
nos dois peptideos, uma homologia com a proteina "heat-shock” ou proteina de estresse

70 presente em varias espécies animais, incluindo o homem e o S. mansoni.



SUMMARY

One report the identification and the partial immunochemical characterization of

Schistosoma haematobium species-specific-antigens recognized by murine monocional

antibodies. The monoclonal antibodies were produced in Balb/C mice immunized with
soluble egg antigens, intraperitonealy. This work shows the identification of S.
haematobium epitopes which are species-specific and that only could be detected in the
parasite eggs therefore being stage-specific too. The comparison of partial amino acid
sequence from two tryptic peptides of the antigenic bands recognized by monoclonal
antibody 2D14E8 on nitrocellulose paper disclosed, in both peptides, an homology to
heat-shock or stress protein 70 in several animal species, including the man and the S.

mansoni.
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1 INTRODUCAO

Esta tese constitui parte dos trabalhos desenvolvidos durante um treinamento de
trés anos realizado no laboratério do Dr. Donald Harn, do Departamento de Saude
Publica Tropical da Universidade Harvard (Boston-EUA).

Desenvolvemos neste laboratério, sob orientagdo do Dr. Donald Harn, um projeto
de pesquisa relacionado com a produgdo de anticorpos monoclonais contra o

Schistosoma haematobium que fossem capazes de reconhecer antigenos

espécie/estagio-especificos, pudessem ser utilizados em imunodiagnéstico e/ou tivessem
algum potencial imunoprofilatico. Foram feitas varias tentativas sem sucesso para obter
anticorpos monocionais contra vermes adultos, macho e fémea. Por outro lado, os
anticorpos monoclonais obtidos apresentavam reagdo cruzada com outras espécies de
Schistosoma. Fomos, entdo, orientados a tentar a geragcdo de hibridomas usando-se 0s

antigenos ovulares soluveis (SEA) do Schistosoma haematobium como agente

imunizante.

Embora ndo tenhamos Schistosoma haematobium no Brasil e, sim, 0o Schistosoma

mansoni, a execu¢do deste projeto de pesquisa nos permitiu obter experiéncia nos
campos da imunologia e imunoquimica e a obtengédo de conhecimentos cientificos basicos
que poderéo vir a ser utilizados ndo sé no estudo da esquistossomose mansdnica como
também no estudo de outras doengas tropicais, como Leishmaniose, Doenga de Chagas e
Hanseniase, patologias que sdo bastante comuns em nossa regidao e vem sendo objeto
de estudo do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz-FIOCRUZ, em Salvador-Bahia, local
onde trabalhamos.

Por outro lado, a possibilidade de diagnéstico sorolégico diferencial entre as
esquistossomoses mansdnica e hematodbia, através de testes usando-se antigenos
espécie-especificos, & de grande importancia (Farag e cols., 1978; Hillyer e cols., 1980;
Barsoum e cols., 1990). Existem extensas areas na Africa e no Oriente Médio onde ambas

as infecgdes ocorrem simultaneamente e esta diferenciagdo permitiria a aplicagdo da
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quimioterapia mais adequada (El Aiamy e Cline, 1977). Surge, portanto, a necessidade de
serem desenvolvidas técnicas diagndsticas mais sensiveis uma vez que os exames
laboratoriais de fezes nem sempre possibilitam o diagndstico da infecgdo. Além disso, os
testes soroldgicos baseados na detecgdo de antigenos espécie-especificos poderiam ser
correlacionados com a carga parasitaria dos pacientes. O uso de tais antigenos
propiciaria, ainda, a realizagdo de estudos soroepidemiolégicos retrospectivos mais
precisos e rapidos.

Por outro lado, a avaliagédo da intensidade de infecgdo bem como a detecgéo de
mais de uma espécie de esquistossomo tém sido até agora, baseadas apenas na
presenga de ovos na urina ou nas fezes dos hospedeiros. Contudo, em certas formas
clinicas da doenga, como nas infecgdes com baixa carga parasitaria, os ovos podem nao
ser eliminados ou o0 sdo de modo muito irregular, mesmo na vigencia de vermes vivos,
ndo havendo uma boa correlagdo entre carga de vermes e a excregao fecal de ovos,
principalmente em infecgdes com baixa carga parasitaria. Para contornar esta dificuldade,
tém-se tentado desenvolver sondas soroldgicas. O teste ideal seria aquele que pudesse
fazer um diagnéstico seguro e espécie-especifico antes da postura dos ovos, o que
poderia propiciar o tratamento adequado antes que as lesdes granulomatosas surgissem.

Com o advento da tecnologia do hibridoma (Kohler e Milstein, 1975), pensou-se
que haveria o aprimoramento da especificidade dos testes de imunodiagndstico (Cruise e
cols., 1983, Mitchell e cols.,, 1983; Tiu e cols., 1989). Usando-se, criteriosamente,
anticorpos monoclonais especificos para um parasita ou estagio evolutivo do mesmo,
testes de ELISA poderiam ser desenvolvidos baseados na detecgdo de anticorpos contra
antigenos purificados pela coluna de cromatografia de afinidade usando-se o anticorpo
monoclonal. A propriedade de alta especificidade é exatamente a que e requerida de um
teste para detecgdo de um parasita. Todavia, poderia acontecer que a sensibilidade
ficasse comprometida pelo fato de que o teste imunodiagnéstico estaria baseado na
detecgdo de uma resposta imune contra um unico determinante antigénico, ou um numero
limitado de determinantes. Para que um teste de imunodiagndstico baseado em hibridoma

seja util, seria necessario assumir-se como verdadeira a premissa de que todos os
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individuos infectados responderiam a um limitado espectro de antigenos. Levando-se em
consideragdo tais dados relacionados com a sensibilidade, anticorpos monoclonais
poderiam ser utilizados em imunodiagndstico sob dois prismas: o primeiro, a identificacao
de anticorpos monoclonais contra antigenos imunodominantes especificos para o
parasita, sendo os anticorpos monoclonais usados para o isolamento e purificagéo do
antigeno; segundo, o uso de anticorpos de hibridomas contra antigenos compartilhados (e
que sdo responsaveis pela reagdes cruzadas e falsos positivos) para a deplegdo destes
antigenos do mosaico antigénico nativo.

Apresentaremos nesta tese, os resultados iniciais de nossos estudos sobre a
producdo de anticorpos monoclonais que reconhecem antigenos espécie e estagio-

especificos do S. haematobium e a caracterizagdo imunoquimica parcial da proteina

especifica inclusive com a obtengdo de parte da sua sequéncia de aminoacidos e a sua

identificagao.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 GENERALIDADES

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (Report of a meeting on application of
immunodiagnosis in schistosomiasis, 1992), o papel do teste imunodiagndstico ne
esquistossomose poderia ser analisado sob varios pontos de vista basicos: 1)
especificagfes para métodos direcionados ao suporte de medidas de controle da doenga;
2) avaliagdo da morbidade; 3) monitoragcdo do estado da imunidade especifica (grau de
protegéo); 4) avaliagdo de vacinas. No entanto, foi recomendado que a maior prioridade
fosse dada ao desenvolvimento de testes para uso nos programas de controle da
endemia visando, principalmente, a identificagdo e tratamento de pessoas (comunidades)
infectadas e a monitoragao da eficiéncia da quimioterapia, do controle de transmisséo e

da profilaxia.

2.2 AS REAGOES SOROLOGICAS PARA IMUNODIAGNOSTICO EM DOENGAS
PARASITARIAS, COM ENFASE NA ESQUISTOSSOMOSE; SENSIBILIDADE,
ESPECIFICIDADE E DIFICULDADES NA EXECUGAO

Os métodos imunoldgicos para a detecgdo indireta de parasitas tém grande
aplicagdo na epidemiologia das infecgdes parasitarias e no diagndstico individual de
pessoas infectadas (Mitchell, 1981). Os grandes obstaculos dos testes sorolégicos sdo a
baixa sensibilidade, as rea¢gdes cruzadas e as dificuldades na padronizagdo do teste
diagndstico.

E muito conhecida a dificuldade encontrada na obtengdo de um método
diagndstico que faga distingdo especifica entre os varios helmintos, por exemplo, devido a
alta frequéncia de reagéo cruzada decorrente da presenga de antigenos comuns a varios

vermes que sdo formados por misturas antigénicas glico-lipo-proteicas complexas.
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O valor de um teste imunodiagnéstico estd na possibilidade dele ser usado em
grande escala, ser de facil execugdo no campo e capaz de fornecer informagbes sobre a
intensidade e duragdo da infecgdo, a possibilidade de reagdes imunopatoldgicas e o
estado imune do hospedeiro (Mitchell, 1981, Cohen, 1984). Estes requisitos, no entanto,
considerados ideais, sdo muito dificeis de serem obtidos nos diferentes testes de
imunodiagnéstico.

De referéncia aos testes diagnédsticos, temos que levar em consideragéo a sua
sensibilidade, especificidade e o valor preditivo positivo (Guimardes, 1985). A
sensibilidade é a capacidade que um teste tém de discriminar, dentre os suspeitos de
uma patologia, aqueles efetivamente doentes, representando a positividade na doenga
(Galen e Gambino, 1975). A especificidade é a capacidade que o mesmo teste tém de ser
negativo em soros de individuos que, sabidamente, ndo tém a doenga, representando a
negatividade na saude (Galen e Gambino, 1975). A qualidade que tém um teste de
identificar corretamente o0s individuos verdadeiros positivos denomina-se de valor
preditivo positivo, o qual é obtido através de uma férmula onde constam os valores da
sensibilidade, da especificidade e a prevaléncia da doenga na populagdo. Deste modo,
testes com altas sensibilidade e especificidade podem deixar de confirmar corretamente a
hipbotese diagndstica se forem ' utilizados para diagnosticar doengas com baixa
prevaléncia numa populagdo. Somente em condi¢des de prevaléncia superior a 50% e
que o valor preditivo positivo aproxima-se da sensibilidade do teste. A deteccdo dos
verdadeiros positivos fica condicionada a capacidade do teste ndo acusar resultados
positivos dentre individuos sadios, ou seja, a sua especificidade.

Numerosos testes imunodiagnésticos para a esquistossomose estdo disponiveis,
entre os quais podemos citar o teste da precipitina periovular, a intradermoreagéo, a
hemaglutinagdo indireta, a imunodifusdo em agarose e as imunoeletroforeses, a
imunofluorescéncia e, mais recentemente, os testes imunoenzimaticos (ELISA), sobre os
quais faremos comentarios gerais.

Diversas técnicas sorolégicas podem avaliar anticorpos diferentes e, para obter-se

o maximo de sensibilidade e especificidade, deve-se realizar mais de um teste. Nos
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estagios iniciais da infecgdo, os niveis de anticorpos sdo baixos e os testes podem na
ser bastante sensiveis.
Faremos a seguir, uma analise geral dos principais métodos imunodiagnésticos

que vém sendo utilizados em doengas parasitarias, especialmente, em esquistossomose.

2.2.1. O teste da precipitina periovular (COP)

Este teste baseia-se na formagdo de precipitados em forma de bolhas ou de
segmentagdes, quando se incubam ovos de esquistossoma com soro de pacientes
esquistossomaticos (Olivier-Gonzalez, 1954). Tais precipitados correspondem a formagac
de complexos antigeno-anticorpo e contém 1gG1, IgM e IgA (Kagan e cols., 1958). Este
teste é trabalhoso e exige o emprego de ovos frescos ou liofilizados. Sua sensibilidade é
de 90 a 95 % e oferece boa especificidade (Mello e cols., 1978, Ruiz-Tiben e cols., 1979).
Permite identificar infecgdo de grau discreto cujo diagndstico poderia escapar ao exame
parasitolégico de fezes (Hillyer e cols., 1981; Lambertucci e cols., 1983). Pode ainda ser
utilizado como critério de cura pois o teste torna-se negativo 6 a 10 meses apds o
tratamento (Hillyer e cols.,, 1981). Por outro lado, embora este teste seja
espécie-especifico para o S. '|agonicum, ele nao faz distingdo entre os S. mansoni e S.

haematobium (Yogore e cols., 1968).

Hillyer e cols. (1979) comparando este teste com as técnicas do ensaio
imunoenzimatico ( ELISA) e radioimunoensaio com a finalidade de detectar anticorpos
contra algumas formas de antigenos ovulares soluveis, analisaram 121 pacientes
infectados pelo S. mansoni tendo como controle soros de pacientes parasitados por
equinococose, fascioliase, cisticercose e triquinose. Esses autores verificaram que o teste
COP teve uma sensibilidade de 95% e foi capaz de identificar 100% dos pacientes
excretando 10 ou mais ovos por grama de fezes, sendo a sua especificidade de 96%. O
teste COP mostrou-se altamente sensivel e especifico além de ser género especifico com
excegao dos casos com triquinose. Na experiéncia dos autores, o COP é mais acurado na

detecgdo de individuos infectados do que um Unico exame parasitolégico de fezes. Em
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eas onde a triquinose e rara ou ausente, o teste COP positivo pode ser interpretado

mo uma prova parasitoldgica de infecgdo pelo S. mansoni ou S. japonicum.

2.2. Os testes de imunodifusdo e de imunoeletroforese

Os métodos que utilizam gel de agarose comecaram a ter um uso geral a partir de
47 com o desenvolvimento do teste de Oudin seguido pela técnica de imudifusdo de
ichterlony (1947), imunoeletroforese (Grabar and Williams, 1953) e a eletroforese
ntracorrente (Edwards, 1971). Com o método da imunoeletroforese, bandas especificas
precipitagdo antigeno-anticorpo sdo identificadas em vaérias infecgbes parasitérias.
bora o teste seja trabalhoso e exija uma grande quantidade de antigeno e soro, a
bilidade em detectar reagdes antigeno-anticorpo género e espécie-especificos o faz
remamente util no diagnastico.
Todavia, Hillyer e cols. (1979), comparando varios métodos de imunodiagndsticos
‘a a esquistossomose, realizaram a imunodifusdo com antigenos ovulares sollveis
tos, verificando que a técnica tém uma baixa sensibilidade (41%) e apresenta uma
recificidade de apenas 83%, nao permitindo quantificagdo. Resultados pouco
sorajadores no que se refere a sensibilidade e especificidade, 67% e 84%
pectivamente, ja tinham sido obtidos por Ruiz-Tiben e cols. (1979) quando aplicaram a
inodifusao, utilizando extratos de vermes adultos e de cercarias. Novamente, Hillyer e
5. (1981), comparando o COP e imunodifusdo para diagndstico de infecgdo causada

o S. mansoni e/ou S. haematobium, verificaram que, usando extrato de verme adulto

no antigeno, a imunodifusdo falhou em diagnosticar corretamente um em cada cinco

'viduos infectados.
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areas onde a triquinose e rara ou ausente, o teste COP positivo pode ser interpretado

como uma prova parasitolégica de infecgdo pelo S. mansoni ou S. japonicum.

2.2.2. Os testes de imunodifusdo e de imunoeletroforese

Os métodos que utilizam gel de agarose comecaram a ter um uso geral a partir de
1947 com o desenvolvimento do teste de Oudin seguido pela técnica de imudifusdo de
Ouchterlony (1947), imunoeletroforese (Grabar and Williams, 1953) e a eletroforese
contracorrente (Edwards, 1971). Com o método da imunoeletroforese, bandas especificas
de precipitagdo antigeno-anticorpo sado identificadas em varias infecgées parasitérias.
Embora o teste seja trabalhoso e exija uma grande quantidade de antigeno e soro, a
habilidade em detectar reagdes antigeno-anticorpo género e espécie-especificos o faz
extremamente util no diagnéstico.

Todavia, Hillyer e cols. (1979), comparando varios métodos de imunodiagndsticos
para a esquistossomose, realizaram a imunodifusdo com antigenos ovulares soluveis
brutos, verificando que a técnica tém uma baixa sensibilidade (41%) e apresenta uma
especificidade de apenas 83%, ndo permitindo quantificagdo. Resultados pouco
encorajadores no que se refere a sensibilidade e especificidade, 67% e 84%
respectivamente, ja tinham sido obtidos por Ruiz-Tiben e cols. (1979) quando aplicaram a
imunodifusdo, utilizando extratos de vermes adultos e de cercarias. Novamente, Hillyer e

cols. (1981), comparando o COP e imunodifusdo para diagnéstico de infecgdo causada

pelo S. mansoni e/ou S. haematobium, verificaram que, usando extrato de verme adulto
como antigeno, a imunodifusdo falhou em diagnosticar corretamente um em cada cinco

individuos infectados.
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2.2.3 O teste da hemaglutinagdo indireta (HAI)

E uma técnica de alta reatividade estando indicada para a andlise de grande
numero de amostras de soro através de métodos de microtitulagdo, mas ndo tém boa
sensibilidade na fase aguda inicial da infecgéo.

Deelder e cols. (1989) investigaram a aplicabilidade de anticorpos monoclionais
murinos da classe IgM em hemaglutinagdo indireta para se estabelecer os niveis do
antigeno catédico circulante (CCA) e do antigeno circulante anddico (CAA) em soros
humanos. Eles verificaram que o teste de hemaglutinagdo indireta com anticorpos
monocionais aumenta significantemente a sensibilidade do teste na detecgdo dos
antigenos circulantes em pacientes esquistossométicos. Mas Deelder e Eveleigh (1978) ja

haviam sido os primeiros pesquisadores a detectar, através de hemaglutinagdo indireta,

CAA no soro de hamsters infectados pelo S. mansoni com alta sensibilidade.

2.2.4 Os testes de imunofluorescéncia

Sadun e cols. (1960) foraii os primeiros a introduzir a imunofluorescéncia indireta
(Coons e Kaplan, 1950) no diagndstico da esquistossomose usando como antigeno
cercarias de S. mansoni. Este teste tém a desvantagem de dar reagdo cruzada com

anti-soros contra Trichinella_ spiralis, Fasciola gigantica e esquistossomas de bovinos,

aves e de roedores. Wilson e cols. (1974), tentando aperfeigoar o método, utilizaram
como antigeno secgBes de vermes adultos e cercérias cortadas ao criostato e avaliadas

frente a soros de pacientes infectados pelo S. mansoni e S. haematobium com controles

ndo infectados. Esses autores verificaram que o antigeno de verme adulto embebido em
meio Tissue-Tek OCT (Ames Co., Miles Laboratory, USA) forneceu as melhores indices
de sensibilidade e especificidade. Os antigenos de cercarias apresentaram intensa
reagdo cruzada com soro anti-Trichinella e formagdo de cristais de gelo quando as

cercarias foram embebidas em OCT.
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Kanamura e cols. (1979) estudaram 10 pacientes com a forma aguda e 30 com a
forma crénica da esquistossomose mansdnica com a finalidade de correlacionar a classe
de anticorpos circulantes com o padrdo de imunofluorescéncia em sec¢des de vermes
adultos e de figado contendo granulomas, cortadas ao criostato. Eles verificaram que,
durante a fase aguda, houve predominio de IgA de modo diferencial ao lado de IgM. Por
outro lado, na fase crdnica ndo detectaram IgA e observaram uma presenga significante
de 19G, sendo a IgM muito menos intensa.

Dias e cols. (1990) estudaram 1453 casos com idade superior a 14 anos de idade e
1044 com idade inferior a 14 anos, todos residentes em uma &area endémica para
esquistossomose mansbnica em Sdo Paulo comparando as técnicas de Kato-Katz
quantitativo (Katz e cols., 1972), teste intradérmico e imunofluorescéncia. A finalidade
deste trabalho foi a de determinar a prevaléncia da doenga através de um modelo
probabilistico. A imunofluorescéncia foi realizada com antigeno de verme adulto, sendo
detectada as imunoglobulinas G. Neste estudo, as sensibilidade e especificidade para
todas as idades foram de 98,8% e 78,9% respectivamente. A prevaléncia geral da
esquistossomose calculada através da imunofiuorescéncia foi de 55,5% em comparagio
com 44,3% da prevaléncia real da doenga. A técnica da imunofluorescéncia revelou aita
sensibilidade para ambos os grupos etarios mas sua especificidade foi satisfatdria apenas
para criangas, (92,1%) quando comparada com a dos aduitos (69,2%). Estes achados
mostram que este teste é ideal para o diagndstico da esquistossomose na infancia. Além
disso, a sensibilidade da imunofluorescéncia ndo depende da carga parasitaria como a
técnica parasitoldgica.

O custo de um microscopio de imunofluorescéncia, a subjetividade da leitura do
teste e os problemas tecnicos na avaliagdo de um grande numero de amostras séricas
sdo aspectos que tém dificultado uma maior aplicagao deste método.

O desenvolvimento de um fluorémetro confidvel resultou na técnica conhecida
como FIAX (Kagan, 1979). O fluordmetro @ usado para quantificar a imunofluorescéncia
de um disco de acetato de celulose saturado com antigeno soluvel ao qual se fez reagir,

sequencialmente, soro de paciente e soro anti-imunoglobulina conjugado com
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isotiocianato de fluoresceina. Métodos similares empregando "beads" de agarose tém
sido desenvolvidos, como o teste de esferas substratos com antigenos definidos (DASS)
para o diagnéstico de esquistossomose e outras infecgdes parasitarias (Deelder e Ploem,
1974; Deelder e cols., 1977). Esses autores acoplaram covalentemente antigenos do S.
mansoni a "beads" de agarose como um agente matriz para a reagdo de
imunofluorescéncia para esquistossomose, utilizando soro de pacientes e de animais
infectados. Este sistema revelou ser tdo sensivel quanto a reagao de imunofluorescéncia
usando-se secgbes congeladas do verme adulto como antigeno. O método FIAX é a
técnica de imunofluorescéncia a qual se acrescenta a quantificagdo da reagdo de modo
automatizado. Este método combina as vantagens técnicas da hemaglutinagdo indireta
citadas anteriormente, com a sensibilidade e especificidade do método de
imunofluorescéncia conforme ja mencionado. Todavia os métodos FIAX e DASS utilizam
antigenos soluveis, ao passo que o teste de imunofluorescéncia emprega antigenos tanto
soluveis quanto da superficie membranar de parasitos, sendo possivel que ambos os
testes possam detectar diferentes anticorpos. Um teste FIAX utilizando antigeno
purificado de membrana poderia se aproximar da eficiéncia do teste de

imuncfluorescéncia.

2.2.5 O método imunoenzimatico (ELISA)

A substituicdo do isotiocianato de fluoresceina por enzimas como a peroxidase
derivada do "horse-radish", ou a fosfatase alcalina e a visualizagdo de produtos quimicos
coloridos diferentes em decorréncia da interagdo enzima-substrato formam a base para o
teste imunoenzimatico (ELISA). Nesta técnica (Engvall e Perlmann, 1972), modificada por
Voller e cols. (1976), antigeno soltvel e ligado a superficie de uma fase solida tal como
pocinhos de uma microplaca ou tubos de poliestireno ou polivinila, através de pontes
hidrofilicas. Este teste pode ser automatizado para uso em larga escala e, devido a sua

boa sensibilidade, vem sendo muito utilizado para o diagnéstico de doengas parasitarias.
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McLaren e cols. (1978) descreveram o teste de ELISA em estudos epidemiolégicos
com grande numero de individuos esquistossomaéticos representantes de varias areas
rurais, sendo utilizados antigenos brutos derivados de vermes adultos e de ovos do S.
mansoni, cepa Porto Rico, sendo tal técnica comparada com a imunofluorescéncia e a
reagdo de fixagdo de complemento. Eles verificaram que o teste ELISA é tao sensivel
quanto a imunofluorescéncia. Sendo, no entanto, mais especifico. Verificaram também a
existéncia de muitas reagdes cruzadas com infecgbes com outros esquistossomas
humanos e de outros animais. Hillyer e Gomes de Rios (1979a) e Hillyer e cols. (1979b),
estudando o teste de ELISA no diagndstico da esquistossomose e utilizando os antigenos
ovulares soluveis brutos, verificaram que o teste tém boa sensibilidade e especificidade
quando se utilizam bons controles positivo e negativo. Contudo, verificaram a existéncia
de intensa reagdo cruzada quando se utiliza soro de individuos com fascioliasis,
triquinose, cisticercose e equinococose. Concluiram que, para este teste ser efetivo sdo
necessarios mais estudos sobre a purificagdo dos antigenos ovulares soltveis. Deelder e
cols. (1980), tentando estabelecer que tipo de antigeno melhor se adaptaria ao teste de
ELISA, utilizaram antigenos de verme adulto e ovulares purificados e concluiram que
ambas as preparag¢des antigénicas utilizadas deram bons resultados porém estes foram
melhores com soros de criangas que de adultos. Os melhores resultados foram obtidos
com a fragéo solGvel no acido tricloroacetico do antigeno de verme adulto, que contém o
proteoglicano do antigeno circulante anddico.

Um avango significante do método de ELISA pode ser a detecgado de antigenos nos
fluidos corpdreos de pacientes infectados com doengas parasitarias. Nestas situagdes,
anticorpos podem persistir depois da cura quimioterapeutica, mas a sua mensuragao n3o
tém sido dtil na avaliagdo da carga parasitaria. Técnicas sensiveis para a detecgdo de

antigenos circulantes podem tornar possivel a avaliagido de tal parametro.
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2.2.6 O teste intradérmico

O teste intradérmico € um dos testes utilizados como meios diagnésticos mais
criticado por ser pouco sensivel e ndo especifico. As razées para este conceito erréneo
sdo os resultados equivocados que vem sendo relatados por investigadores que nao
levam em consideragdo a natureza quantitativa do teste intradérmico, a necessidade de
se usar reagentes padronizados e a complexidade da resposta do hospedeiro. Alguns
autores (Pellegrino, 1958;, Kagan e cols., 1961a e 1961b; Pellegrino e cols., 1960a e
1960b) chamam a atencgdo para a necessidade de se medir a drea da reagao cutanea.

Este teste é rapido, sensivel e de grande valor para estudos sobre prevaléncia de
infecgdes parasitarias. Com o desenvolvimento de antigenos padronizados, purificados e
ajustados, e seguindo rigorosamento do protocolo para a execugdo do teste, varias
informagdes uteis podem ser obtidas quando realizado corretamente e com os resultados
interpretados adequadamente o teste cutaneo avalia tanto a resposta humoral como a
celular do hospedeiro. Pode contribuir também para estudos sobre o estado imune do
hospedeiro (Moriearty e cols., 1974a e 1974b).

Hiatt e cols. (1978) avaliaram o teste intradérmico em pacientes
esquistossométicos diagnosticados pelo exame de fezes pela técnica do formol-éter
modificada por Ritchie, sendo seguidos os critérios de Kagan e cols. (1966). Os autores
verificaram que o teste intradérmico revelou um quadro inacurado diferente do verdadeiro
estado infeccioso da comunidade. Nos seus estudos foi encontrada uma sensibilidade
muito baixa em criangas (em torno de 36%) enquanto que, em adultos a sensibilidade foi
de 79%. Por outro lado, a especificidade em adultos foi de apenas 68% enquanto que, em
criangas observou-se 96% de especificidade. A pouca especificidade do teste
intradérmico em adultos pode ser explicada pela provavel ocorréncia de infecgdes
antigas. A ocorréncia de reagdes falso positivas em areas endémicas contribui
substancialmente para a falta de especificidade do teste. Uma outra causa importante
para a baixa especificidade e a interagdo entre infecgdes esquistossométicas humanas e

as infecgbes esquistossomédticas em aves e mamiferos. Estas ultimas infecgSes ndo s&o
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precisamente detectadas em paises do terceiro mundo o que dificulta uma melhor

interpretacado dos resultados dos testes intradérmicos.

2.3 ANTIGENOS ESQUISTOSSOMOTICOS USADOS NOS VARIOS TESTES DE
IMUNODIAGNOSTICO

Existem muitos testes para o diagnéstico soroldégico da esquistossomose,
baseados em anticorpos anti-esquistossoma e usando antigenos parasitarios brutos ou
parcialmente purificados. Estes testes ndo indicam infecgdo ativa ou carga parasitaria
como a que é conseguida pelo exame parasitolégico de fezes. No entanto, alguns deles,
que avaliam a presenga de anticorpos anti-ovos, apresentam uma correlagao entre niveis
de anticorpos e a carga parasitaria. A detecgdo de antigenos circulantes em fluidos
corpéreos do hospedeiro poderia indicar uma infecgdo ativa e oferecer uma melhor
correlagao com a carga de vermes (Deelder e cols., 1989).

A detecgdo de antigenos esquistossomoéticos envolve tanto a avaliagdo de
antigenos do verme adulto, como a de estagios larvarios e de antigenos derivados dos
ovos. O antigeno ideal seria aquele oriundo dos estagios mais iniciais do parasita no
hospedeiro definitivo, particularmente os estagios larvarios ou os vermes adultos
imaturos, visto que o diagnéstico e tratamento da doenga poderiam ser feitos,
seguramente, antes do aparecimento de ovos que s&o o principal fator patogenetico das
lesGes da esquistossomose.

O uso de extratos brutos de antigenos esquistossométicos, sejam eles derivados
dos vermes adultos ou de ovos, tém sido pouco encorajador. Os parasitas tém uma
grande complexidade antigénica e sdo formados por um grande mosaico de proteinas e
glicoproteinas, e, por isso, & muito importante que haja purificagdo de antigenos para o
seu emprego em diagnéstico e imunoprofilaxia. S3o poucas as informag¢des detalhadas
sobre a participagdo de antigenos esquistossométicos purificados na resposta imune ao
helminto ou mesmo sua relevancia no imunodiagnéstico da infecgdo (Bout e Carlier,

1982).
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Em 1976, Pelley e cols. identificaram trés diferentes glicoproteinas derivadas do
SEA do S. mansoni denominadas MSA1, MSA2 e MSA3. O MSA1 é altamente estagio e
espécie-especifico e tém maior importancia em imunodiagndstico. O mesmo grupo de
pesquisadores (Hamburger e cols., 1976) demonstrou também que o MSA1 parece ser
pelo menos um dos antigenos responsaveis pela indugdo do granuloma peri-ovular,
tendo-se caracterizado que os ovos imaturos contém cerca de 10 vezes menos MSA1 que
ovos maduros. Este antigeno foi testado para diagndstico através do radioimunoensaio,
sendo verificadas uma sensibilidade de 100% e uma elevada especificidade (Pelley e
cols., 1977). Demonstrou-se, também, através do teste da precipitina peri-ovular que o
anticorpo monoclonal anti-MSA1 reage com ovos de esquistossomas (Hillyer e Pelley,
1980). No entanto, este anticorpo também oferece reagdo cruzada com outras espécies
de esquistossomas humanos.

Objetivando melhor caracterizar a complexa mistura de antigenos ovulares do S.
mansoni, Carter e Colley (1979) utilizaram a cromatografia de afinidade utilizando a
concanavalina A (Con A) ligada & Sepharose 4B, estudando as fragdes obtidas. A andlise
pela eletroforese em acrilamida demonstrou que na fragao que nao se ligava a Con A pelo
menos 20 bandas proteicas distintas e trés glicoproteinas estavam presentes. Por outro
lado, na fragdo que se ligava a Con A, pelos menos seis glicoproteinas distintas puderam
ser visualizadas. O mesmo grupo de cientistas (Harrison e cols., 1979), comparando tais
resultados com aqueles obtidos através do fracionamento de antigenos ovulares com
cromatografia de imunoafinidade e usando soro de camundongos com 16 semanas de
infecgdo pelo S. mansoni, verificou que os antigenos ovulares assim purificados
continham aqueles antigenos mais importantes detectados com a coluna de Con A.

Em 1979, Boctor e cols. isolaram e purificaram um antigeno polissacaride de ovos
de S. mansoni com peso molecular em torno de 200 kDa, composto principalmente por
hexoses neutras. Este antigeno pode ser detectado no soro de camundongos com
infecgdo aguda e crdnica pelo S. mansoni, parecendo ser especifico para 0 S. mansoni.

Na tentativa de correlacionar o SEA fracionado por cromatografia de troca ibnica,

eletroforese preparativa e eletroforese em acrilamida com hipersensibilidade tardia,
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Brown e cols. (1977) mostraram que o SEA contém pelo menos trés antigenos capazes de
provocar hipersensibilidade tardia em testes cutaneos em cobaias sensibilizadas com
ovos de S. mansonl. Sugeriram a existéncia de semelhangas dos antigenos acima
mencionados com aqueles descritos por Pelley e cols. em 1976 (MSA1 e MSA2).

Dunne e cols. (1981) identificaram e purificaram parcialmente um antigeno ovular
do S. mansoni (W1) que tém efeito hepatotdxico em camundongos depletados de
linfécitos T e macigamente infectados pelo S. mansoni. Este antigeno tém entre 20 e 50
kDa, € um carboidrato que induz a formagdo de intensa degeneragdo hidropica em
hepatocitos, alteragées essas que podem ser evitadas quando os animais séo tratados
com soro de outros camundongos cronicamente infectados pelo S. mansoni.

Hamburger e cols., (1982) identificaram e purificaram parcialmente uma

glicoproteina de ovos de S. haematobium, denominada de MEGL-H de peso molecular de

70 kDa. Esta glicoproteina foi altamente reativa com uma mistura de soros de pacientes
com esquistossomose haematobia através do radioimunoensaio. Estudos de inibigdo do
radioimunoensaio mostraram que ovos do S. mansoni contém componentes que
produzem uma limitada reagdo cruzada com a MEGL-H. Estes achados mostram que tal
glicoproteina poderia ser uma sonda sorodiagnostica em potencial.

Dois antigenos esquistossométicos tém sido estudados extensivamente pela sua
habilidade em diferenciar esquistossomose aguda e cronica. Em pacientes
esquistossomoticos, sdo detectados precocemente, na fase aguda, anticorpos dos tipos
IgG e IgM contra 0 GASP. O GASP é um proteo-glican anédico que é associado ao
intestino dos vermes, com peso molecular variando de 66 a 340 kDa (Nash e cols., 1974,
1981, 1983; Nash, 1978; Andrade e Sadigursky, 1978). Por outro lado, animais cronica e
macigamente infectados apresentam elevados niveis de anticorpos contra "Phenol
Sulfuric Active Peak" (PSAP), uma glicoproteina cuja mobilidade relativa varia de 90 a 130
kDa. Tendo em vista estes dados, Norden e Strand (1985) fizeram um estudo visando a
identificagdo de glicoproteinas do S. mansoni reconhecidas por soros de camundongos
durante o curso da infecgdo, através da imunoprecipitagdo com antigenos do verme

adulto e de cercaria, utilizando metionina marcada com o isotopo radioativo do enxofre



25

(S35). A resposta humoral inicial especifica (5* semana) foi direcionada contra trés
glicoproteinas de vermes com peso molecular de 35, 52 e 55 kDa. Com o progredir da
infecgdo, todas as proteinas mais preponderantes (variando de 12 a 140 kDa) foram
precipitadas pelo soro de cada camundongo e somente minimas variagdes individuais
foram detectadas contra essas glicoproteinas. Com vinte semanas, ocorreu
imunoreatividade maxima contra as glicoproteinas radiomarcadas e permaneceu neste
nivel até 50 semanas. Experimentos similares conduzidos com soros de pacientes com
infecgbes aguda e crdnica resultaram em padrées de imunoprecipitagdo quase que
idénticos aos obtidos com os soros dos camundongos.

O mesmo grupo de pesquisadores (Norden e Strand, 1984), tentando identificar
antigenos ovulares soluveis espécie-especificos e aqueles associados com reacgéo
cruzada com referéncia as trés espécies de esquistossomas patogénicas para o homem,
usando extrato de ovos marcado com o isétopo radioativo do iddo (1125) e apés radio-
imunoprecipitagdo com soro de pacientes infectados com os varios parasitas, analisou o
material antigénico através da eletroforese uni e bidimensional, caracterizando peso
molecular e ponto isoelétrico. Com base na imunorreatividade, estes autores ndo foram
capazes de distinguir entre o soro de pacientes infectados pelo S. mansoni e aqueles de
pacientes infectados pelo S. haematobium. Do mesmo modo, a resposta-imune humoral

de pacientes infectados pelos S. japonicum e S. mekongi ndo pode ser diferenciada.

Todavia, os autores verificaram que uma glicoproteina importante do S. mansoni (nimero

8) e duas glicoproteinas do S. haematobium (numeros 10 e 11) foram reconhecidas em

grau maior pelos soros de pacientes infectados com S. mansoni e S. haematobium do que

pelos soros de pacientes infectados pelos S. japonicum e S. mekongi, ou de que outros
pacientes infectados por outros parasitas ndo pertencentes ao género esquistossoma.
Essas glicoproteinas guardam alguma semelhanga com os antigenos MSA1 de Pelley e
cols. (1976) e com a glicoproteina MEGL-H de 70 kDa descrita por Hamburger e cols.
(1982), sendo consideradas género e espécie-especificas. Ainda na tentativa de
encontrar um antigeno que se correlacionasse com a infecgéo esquistossomética, Ruppel

e cols. (1985) compararam a reagdo em "imunoblots” de soros obtidos de pacientes
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infectados pelo S. mansoni e comprovados parasitologicamente com soros de pacientes
com historia suspeita de esquistossomose e aqueles com doengas parasitarias nao
mencionadas. Os autores verificaram que um componente antigénico em torno de 31 kDa
reagiu com todos os soros dos pacientes esquistossométicos bem como aqueles
suspeitos da parasitose, ndo sendo observada reagdo com soros de pacientes
albergando outros parasitas. Este antigeno, um polipeptideo, estava presente em vermes
de ambos os sexos e parece originar-se do intestino do esquistosoma. Qutros estudos
seriam necessarios para se verificar a potencialidade deste antigeno em
imunodiagnéstico.

Tracy e cols. (1985) purificaram uma glicoproteina a que chamaram de 2, de ovos
do S. japonicum e, testando o seu potencial em diagnéstico através do método de ELISA
foram capazes de identificar os pacientes realmente infectados pelo S. japonicum entre
outros parasitados por varias espécies de esquistossomas ou por outros vermes, com
altas sensibilidade e especificidade.

Deve-se levar também em consideragdo que os esquistossomas sdo parasitas
intravasculares e, em consequéncia secretam e excretam diversos antigenos diretamente
na corrente sanguinea onde sdo processados pelo hospedeiro. Alguns desses antigenos
sdo degradados pelo figado e excretados como substancias nio antigénicas de baixo
peso molecular, enquanto outros sdo excretados na urina e leite como compostos
antigénicos (Santoro e cols., 1977 e 1980). Assim, a identificagdo e caracterizagao destes
antigenos sdo muito importantes. A detecgdo de anticorpos contra antigenos
esquistossométicos é indicativa de infecgdo passada ou presente e, em alguns casos, o
nivel de resposta pode ser correlacionado com parametros clinicos. Por outro lado, a
presenga de antigeno esquistossomético no hospedeiro é indicativa de infecgdo ativa e
algumas vezes, a quantidade do :ntigeno detectado pode ser correlacionada com a
intensidade da infecgdo. Varios antigenos esquistossométicos contendo carboidratos tém
sido caracterizados e testes para a detecgdo destes antigenos ou de seus anticorpos
correspondentes estdo sendo cada vez mais utilizados para diagndstico e analise clinica

da esquistossomose humana. Dentre esses antigenos, destacam-se o PSAP, o antigeno
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catddico circulante (CCA), o antigeno circulante anédico (CAA) e o proteoglican
associado ao intestino do verme (GASP) (Nash e cols., 1985). Estes antigenos foram
comparados através de radioimunoensaio empregando anticorpos monoclonais
especificos dos varios antigenos assim como teste de inibigdo, utilizando-se as
glicoproteinas originais. Por essas técnicas, PSAP e CCA foram consideradas
glicoproteinas distintas, enquanto que os dois compostos anddicos, GASP e CAA, foram
considerados como moléculas idénticas. Alguns desses antigenos (CAA e CCA) tém sido
utilizados em testes de ELISA para a detecgdo de anticorpos especificos (Deelder e cois.,
1980) com bons resultados, principalmente, em criangas. Todavia, a detecgao destes
antigenos no soro de pacientes infectados tém sido problematica em virtude dos seus
baixos niveis séricos. O mesmo grupo de pesquisadores (Deelder e cols.,, 1989)
investigou a aplicabilidade de anticorpos monoclonais murinos da classe IgM em testes
de hemaglutinagio indireta para se estabelecer os niveis séricos de CAA e CCA em soros
humanos. Foram encontradas rea¢des para o CAA em amostras de soro mas nunca em
amostras de urina, havendo uma forte correlagdo entre os titulos de anticorpos anti-CAA e
o numero de ovos. Em contraste, o CCA foi detectado tanto no soro como na urina e o
seu nivel correlacionou-se muito bem com a contagem de ovos. Pode-se portanto concluir
que o uso de anticorpos monoclonais anti-CAA nos testes de hemaglutinagdo indireta
aumenta significantemente a sensibilidade do teste.

Em 1990, Fu e Carter produziram um anticorpo monoclonal especifico para o SEA
do S. japonicum e usaram tal anticorpo em um teste de ELISA para a detecgdo de
antigenos circulantes em pacientes infectados pelo S. japonicum, nas fases aguda e
crénica. O antigeno reconhecido por este anticorpo monoclonal é uma proteina de 70 kDa
encontrada tanto no SEA como no SWAP e parece ser uma proteina "heat shock" de peso
molecular 70 kDa. O teste de ELISA utilizando esta imunoglobulina monoclonal teve uma
positividade de 93% nos pacientes com esquistossomose japonica aguda, 98% de
positividade em pacientes cronicos, sendo negativo nos controles né&o
esquistossométicos. De 26 pacientes portadores de esquistossomose mansdnica, apenas

um apresentou reagao positiva. Verificou-se também que ndo houve diferenga significante
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entre pacientes das fases aguda e crdnica, ndo havendo também correlagcdo entre
concentragdo antigénica e eliminagao de ovos. Aspecto interessante neste estudo foi que
35 dos 108 pacientes infectados e tratados com praziquantel, isto € 94% néao
apresentavam mais o antigeno 6 a 12 meses depois do tratamento, havendo uma grande
reducdo do antigeno nos demais pacientes. Este aspecto particular foi corroborado
experimentalmente em camundongos pelo mesmo grupo de pesquisadores (Carter e
cols., 1990). Levando em consideragido estes dados, os autores propoem que o teste de
ELISA utilizando esta proteina "heat shock" 70 pode ser util na diferenciagéo de infecgdes
passadas e presentes.

Levando em consideragdo os dados acima mencionados, os objetivos basicos
deste trabalho foram: 1) produzir anticorpos monoclonais contra antigenos ovulares

soluveis do S. haematobium utilizando a tecnologia do hibridoma; 2) identificar possiveis

antigenos esquistossomoticos espécie e estagio-especificos que possam ser utilizados
em imunodiagndstico e imunoprofilaxia e 3) caracterizar, pelo menos parcialmente, tais

antigenos do ponto de vista imunoquimico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PARASITAS

Os parasitas foram obtidos de hamsters (Mesocricetus auratus), LVG dourados,

infectados pelo S. haematobium oriundos da Universidade de Lowell, Massachussets,
EUA, Dr. Liang (Laboratério de Malacologia Médica). Os animais foram infectados com

350 cercarias de S. haematobium cepa Egito, por via cutdnea, sob anestesia com

pentobarbital sédico administrado por via subcutanea. Quatro meses apds a infecgao, os
hamsters foram sacrificados e perfundidos de acordo com o método de Duvall e DeWitt
(1967). Grupos de vermes machos e fémeas foram separados usando-se um microscopio
de dissecgao, sendo os vermes mantidos numa placa de Petri contendo meio de perfusdo
sem heparina, sobre gelo umido.

Os ovos dos parasitas foram obtidos dos intestinos delgados de hamsters
infectados, através de homogeneizagéo em salina a 1,7 %, usando-se um liquidificador
comercial marca Ware. Antes da homogeneizagdo, os intestinos foram liberados do
mescntério e abertos, tendo-se removido todo o conteudo fecal, lavando-se a mucosa
com NaCl a 1,7 %. O homogenato foi parcialmente depurado através de sedimentagéo e
decantagdo como descrito por Coker e von Lichtenberg (1956). Os ovos foram separados
de tecido intestinal residual procedendo-se centrifugagdo num gradiente continuo de
Percoll a 40 % (Pharmacia-LKB, Piscataway, Nova Jersey, EUA) em NaCl a 1,7 %,
durante 15 minutos, a 300 g, conforme descrito por Lazdins e cols. (1982), com pequenas
modificagdes. Os ovos assim purificados foram lavados para remogao do Percoll através
de centrifugagdo em salina a 1,7 %, trés vezes, durante trés minutos cada vez, a 250 g e,
entdo, ressuspendidos em solugéo salina tamponada (PBS), sendo, entdo, processados
para preparagdo de antigeno logo a seguir. Caso o antigeno ndo fosse preparado
imediatamente, a suspensdo de ovos em PBS era centrifugada, removendo-se o liquido,

sendo o material congelado num freezer a -70°C.
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Cercérias de S. haematobium foram obtidas através de esmagamento de
caramujos Bulinus truncatus infectados provenientes da Universidade Lowell (Dr. Liang).
Os caramujos esmagados foram, entdo, expostos a luz e calor; as cercarias emergidas
dos tecidos foram coletadas e usadas dentro de trés horas. Cercarias de S. japonicum e
de S. mansoni e, raramente, de S. haematobium foram obtidas por eliminagdo espontanea
quando os caramujos infectados eram expostos a luz e calor.

A cepa Porto Rico do §. mansoni era mantida em laboratdrio usando-se caramujos

Biomphalaria glabrata e camundongos CBA/J, (Laboratérios Jackson, Bar Harbor, ME)

como descrito por Harn e cols. (1984), e serviu de fonte de materia prima para a

preparagdo de SWAP e SEA.

3.2 ANTIGENOS

Os antigenos soluveis dos vermes adultos macho e fémea (SWAP) e os antigenos
ovulares soluveis (SEA) foram preparados apds homogeneizagdo dos vermes e/ou ovos
purificados sobre gelo umido, em PBS, sem inibidores de proteases, usando-se um
homegeineizador de vidro (marca Wheaton), sendo o material homogeneizado a cada
cinco minutos, durante uma hora, sempre sobre gelo umido. Apds este processamento, o
homogenato foi centrifugado a 15000 g durante 60 minutos, a 4°C, em microcentrifuga
(marca Eppendorf, modelo 5415). Os sobrenadantes foram coletados e considerados
como SWAP e SEA, aliquotados e estocados a -70°C até o momento do uso.

SEA de cepas chinesa ou filipina de S. japonicum foram obtidas de preparagdes
liofilizadas de vermes e ovos provenientes da Universidade de Medicina de Shanghai,
Republica Popular da China ou do Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em
Doengas Tropicais (TDR) da UNDP/Banco Mundial/lOMS. Vermes adultos do S.
haematobium foram obtidos através da perfusdo dos hamsters infectados e o antigeno

SWAP preparado de acordo com a técnica ja mencionada.
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A concentragdo proteica relativa dos varios extratos foi determinada pela técnica
de ligagdo ao corante 'coomassie blue" (Bradford, 1976), usando-se um kit de

mensuragao proteica da Bio-Rad (Bio-Rad, Richmond, California, EUA).

3.3 PRODUGAO DE HIBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICORPOS MONOCLONAIS
ANTI-OVO

Camundongos Balb/C, fémeas, com 6-8 semanas de idade (Laboratérios Jackson)
foram inicialmente imunizados por via intra-peritonial com injegées de 100 ug de SEA de

S. haematobium emulsionado com adjuvante de Freund completo, numa proporgao 1.3,

respectivamente. Apds quatro semanas, os animais foram re-imunizados com inje¢do
intra-peritonial de 75 ug de SEA misturado a adjuvante de Freund incompleto, numa
propor¢do de 1:3, respectivamente. Quatro dias apdés o refor¢o imunizante, os
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e os seus bagos removidos;
antes do sacrificio foi colhido sangue do plexo peri-orbitario para separagdo de soro
usado como soro de animal imunizado nos experimentos realizados.

As células esplénicas foram fusionadas com células mielomatosas murinas SP2 de
acordo com o protocolo de Kennet e cois. (1978), usando-se polietileno glicol 1500
(Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN) como agente de fus&o. Esta técnica consistiu no
seguinte: apés a remogao do bago, este era colocado e lavado numa placa de Petri de 60
cm3 contendo meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com gentamicina a 0,02%
(meio de lavagem), as quais se imprimiu um movimento giratério suave, sendo esta
operagdo repetida por sete vezes, em diferentes placas de Petri. O bago, foi entdo,
dilacerado usando-se pingas retas, pontiagudas e delicadas, com a finalidade de se
liberar as células esplénicas para a suspensdo. Esta suspensédo celular foi transferida
para um tubo cdnico, estéril, de 15 mi onde os grandes fragmentos teciduais
sedimentaram em aproximadamente dois minutos. O sobrenadante foi entdoo transferido
para outro tubo cdnico de 15 ml e centrifugado a 300 g durante 10 minutos, a temperatura

ambiente. Apds esta etapa, o sobrenadante foi desprezado e as células re-suspendidas
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em um ml de cloreto de amonio a 0,85%, durante dois minutos com a finalidade de lisar as
hemacias. Ao final deste periodo, acrescentou-se o meio de lavagem para completar 15
ml e a suspenséo celular esplénica foi novamente lavada através de centrifugagao a 300
g, durante 10 minutos. Finda esta etapa, o sobrenadante foi desprezado e as células re-
suspendidas no meio de lavagem, sendo o volume ajustado para 10 ml. Procedeu-se,
entdo, a contagem das células esplénicas, utilizando-se uma diluigdao a 1:10 com Azul
Tripan a 0,4%, em PBS, usando-se uma hemocitdmetro de Newbauer (normalmente sao
obtidas 5X107 - 1X108 células por bago). Paralelamente, foram contadas as células
mielomatosas murinas SP2, as quais posteriormente foram misturadas as células
esplénicas, numa proporgao de 1:10, respectivamente, ou seja 1 célula mielomatosa para
10 células esplénicas. Tal mistura fora, entdo, centrifugada conforme descrito, sendo
aspirado o sobrenadante até o "pellet" celular. Este "pellet" da mistura celular (células
mielomatosas e esplénicas) fora resuspendido através de agitagdo mecanica digital,
acrescentou-se a mistura de fusdo, 0,4 ml de polietilenoglicol (PEG) 1500, sendo a
mistura celular centrifugada durante 5-6 minutos, a 300 g, em temperatura ambiente. O
periodo de exposigdo ao PEG 1500 (2g em 4ml de Hepes 75mM) ndo deve exceder sete
a oito minutos. Apds a centrifugagao, aspirou-se todo o meio de fusdo, sendo as células
gentilmente re-suspendidas em meio de lavagem. O volume final foi obtido
acrescentando-se DMEM contendo hipoxantina e timidina (DMEM-HAT), sendo
plaqueadas 200.000 a 300.000 células por pocinho em placas de cultura com 96 pogos,
de fundo chato, marca Corning. As placas foram incubadas durante a noite a 37°C, numa
atmosfera de 7,5% de gas carbonico. Apés 12 a 16 horas de incubagéo, acrescentou-se
20 ul de meio DMEM-HA2T contendo hipoxantina e timidina (1X concentradas) e
aminopiterina (2X concentrada) que seleciona as células hibridas. Sete dias depois, as
células foram alimentadas com DMEM-HAT. Os hibridomas secretores de anticorpos
monoclonais estagio e espécie-especificos foram, imediatamente, clonados através de
diluicdo limitante, usando-se células SP2 irradiadas com 1500 rads como células

alimentadoras. Os sobrenadantes de hibridomas clonados foram a fonte de todos os
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anticorpos monoclonais, e depois de separados das células hibridas foram aliquotados e

mantidos no freezer a -70°C.

3.4 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Os sobrenadantes de cultura de hibridomas foram usados para identificar
anticorpos contra SEA de S. haematobium, S. mansoni ou S. japonicum ou contra SWAP

de vermes macho ou fémea do S. mansoni e do S. haematoboi através do ELISA. Placas

flexiveis de cloreto de polivinila com 96 pogos (Falcon, Oxnard, CA) foram sensibilizadas
com 50 ul de antigeno na concentragdo de 10 ug/ml e incubados em camara Umida
durante 16 horas, a 4°C. As placas foram bloqueados através de quatro lavagens
sucessivas de 10 minutos cada, usando-se uma solugdo de PBS contendo 0,3 % de
Tween 20. Apds o bloqueio, as placas foram lavadas quatro vezes com PBS contendo
0,05 % de Tween 20 (PBS-T-solugao de lavagem), 5 minutos cada vez. As placas foram,
entdo, incubadas com os sobrenadantes de cultura dos hibridomas, sem diluigdo, (50 ul
por pocinho), utilizando-se como controle positivo o soro dos camundongos imunizados
com SEA e Adjuvante de Freund, diluido a 1:400, em PBS-T 0,05%, e, como controles
negativos, soro de camundongo Balb/C normal, diluido de modo idéntico, além de
sobrenadante de células mielomatosas murinas ndo secretoras SP2, durante 45 minutos,
a 37°C, em camara umida. Apéds quatro lavagens com PBS-T, conforme ja descrito, as
placas foram cobertas com 50 ul de anticorpo de cabra anti-ilgM e anti-IgG de
camundongo, conjugado com peroxidase (Boehringer-Mannheim, INDIANAPOLIS, IN)
diluido a 1:800 em PBS-T 0,05% e, entao, incubadas por 45 minutos, a 37°C, em cadmara
umida. Apéds quatro lavagens com PBS-T, as placas foram reveladas usando-se
tetrametilbenzidina (TMB) (Kirkegaard and Perry, Baltimore, MD). A reacdo foi
interrompida com &acido fosforico 1 M e as densidades O&pticas foram determinadas
usando-se um leitor de ELISA Bio-Tek EL-7 (Bio-Tek, Vermont) acoplado com um filtro de

450 nm.
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3.5 ANALISE DA ISOTIPAGEM DE IMUNOGLOBULINAS

Os sobrenadantes das culturas de hibridoma foram testados para isotipos de
imunoglobulinas usando-se um "kit" de ELISA para subtipagem de imunoglobulinas
(Boehringer-Mannheim, INDIANAPOLIS, IN). Foram pesquisadas 1gG1, 1gG2a, 1gG2b,
IgG3, IgM e as cadeias leves kapa e lambda, sendo seguido o protocolo de ELISA

recomendado pelo fabricante.

3.6 ANALISE DOS PESOS MOLECULARES DOS ANTIGENOS ESPECIE/ESTAGIO-
ESPECIFICOS

Os pesos moleculares aproximados dos antigenos espécie/estagio-especificos
foram determinados através da analise de Imuno-Western blot, uni e bidimensional,
Towbin e cols. (1982). Além disso, estes experimentos foram usados para confirmar os
resultados do ELISA sobre a espécie/estagio-especificidade dos anticorpos monoclonais,

testando-os contra antigenos ovulares soltiveis do S. mansoni, S. haematobium e S.

jJaponicum e contra os antigenos soliuveis de verme adulto do S. mansoni e S.

haematobium. A eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS uni-dimensional foi realizada

de acordo com Laemmli (1970), usando-se tampao de amostra ndo reduzido e também
reduzido (mercaptoetanol a 5% e ureia 5M); foi utilizado um gel de corrida de acrilamida a
10% e um gel de aplicagdo a 3,5%. A eletroforese foi feita em temperatura ambiente (25°
C), usando-se 150-200 volts, 25-30 mA, sob corrente constante, durante 3 a 4 horas, com
resfriamento continuo do tampao de corrida. As amostras antigénicas foram desnaturadas
por ebuligdo durante 3 minutos, resfriadas e, entdo, aplicadas. Eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS bidimensional foi realizada de acordo com a técnica descrita por
O'Farrell e cols. (1975). A primeira dimenséo da eletroforese bidimensional foi realizada
em tubos de vidro medindo 12 cm de comprimento e 0,3 cm de didmetro, utilizando-se gel

de poliacrilamida a 10% ao qual se acrescentava uma mistura de anfolitos que
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assegurava ao gel um gradiente de pH variando de 3-10, o que permitiu a separagéo da
amostra antigénica pelo foco isoelétrico, em vez que, expostas a tampdes andédico
(H3PO4 0,01M) e catddico (NaoH 0,02M), as diferentes amostras antigénicas migram no
gradiente de pH estabelecido, até atingirem os seus pontos isoelétricos, sendo assim
fracionadas. Finda esta primeira dimenséo, o gel em forma de bastdo teve o pH medido
em toda a sua extenséo, utilizando-se um eletrodo especial plano. Apés tal aferigdo, o gel
foi equilibrado em solugédo tampdo de amostra com SDS e, rapidamente, congelado neste
tampéo e estocado em freezer a -70°C. A segunda dimenséo foi realizada colocando-se o
gel em forma de bastao (primeira dimensao) sobre um gel de corrida (acrilamida a 10%),
procedendo-se como ja referido anteriormente quando da descrigdo da metodologia para
eletroforese. A transferéncia de antigeno dos geis provenientes tanto da eletroforese
unidimensional como da eletroforese bidimensional foi feita imediatamente para
membrana de nitrocelulose (NCP) com 0,1 um (Schieicher and Schuell, Keene, NH),
durante 14-16 horas, a 30 volts, 0,1A, a 4 C. Apds a transferéncia, a membrana de
nitrocelulose foi lavada/bloqueada através de incubagdo em PBS contendo 0,3% de
Tween 20, durante uma hora, a temperatura ambiente, sob agitacdo suave e constante,
depois lavados duas vezes em PBS-T a 0,05%. A membrana de nitrocelulose lavada e
bloqueada foi cortada em tiras de 0,'3 cm de largura e 16 cm de comprimento e incubado
com sobrenadantes de hibridoma, sobrenadante de células SP2, soro de camundongo
normal e soro de camundongo imunizado, colocados em tubos individualizados, durante
duas horas, a temperatura ambiente, sob agitagdo constante e moderada. Os
sobrenadantes de hibridoma e de células SP2 foram usados sem diluigdo e os soros de
camundongos normais e imunizados diluidos a 1:400 em PBS-T a 0,05%. Apds a
incubagéo, as tiras de membrana de nitrocelulose foram lavadas 4 X com PBS-T a 0,05%,
10 minutos cada vez, e entdo incubadas durante 1 hora, a temperatura ambiente, com
anticorpo de cabra anti-igG e anti-IgM de camundongo conjugado com peroxidase
(Boehringer-Mannheim) diluido a 1:800 em PBS-T 0,05%. Apéds 4 lavagens com PBS-T,
as bandas foram visualizadas pela incubagédo das tiras de NCP com a solugdo de

tetracloreto de diaminobenzidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) em PBS, 0,5 mg/ml
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e peroxido de hidrogénio a 30%, 0,6ui/mi de PBS. A reagao foi interrompida pela lavagem
das tiras em agua destilada por cinco vezes, um a dois minutos cada vez. Sempre que
necessario, os geis eram impregnados pela prata para visualizagdo das bandas

antigénicas de acordo com a técnica de Wray e cols. (1981).

3.7 SENSIBILIDADE DOS EPITOPOS ESPECIE/ESTAGIO-ESPECIFICOS AO
METAPERIODATO DE SODIO

A oxidagdo de SEA pelo metaperiodato de sédio (NAIO4) foi realizada apds
sensibilizagdo de placas flexiveis de cloreto de polivinila com o antigeno ou apods
transferéncia do antigeno via "western blot" para membrana de nitrocelulose, de acordo
com o protocolo de Woodward e cols. (1985). Depois que as placas ou as tiras de
membrana de nitrocelulose foram lavadas e bloqueadas em PBS com 0,3% de Tween,
foram lavadas rapidamente com solugdo tampao de acetato de sédio 50 mM, pH 4,5. Os
pogos ou tiras de membrana de nitrocelulose foram, entdo, tratados com varias
concentragdes (0-40mM) de metaperiodato de sddio durante uma hora, a 23°C, e
mantidos em ambiente escuro. As placas ou tiras foram entdo lavadas com tampéo
acetato de sodio 50 mM e incubadas por 30 minutos com solugdo de borohidrato de
sédio, 50 mM. Os pogos e tiras foram, entdo, lavados com PBS-T e os testes de ELISA ou

"imunoblots" realizados como descrito anteriormente.

3.8 ANALISE E DETERMINAGAO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DOS
ANTIGENOS ESPECIE/ESTAGIO-ESPECIFICOS DO S. haematobium

Os antigenos ovulares soluveis do S. haematobium foram fracionados através de
SDS-PAGE, em condigdes ndo redutoras. As duas bandas antigénicas (peptideos)
reconhecidas pelo anticorpo monoclonal 2D14E8, com pesos moleculares aproximados

de 64 e 66 kDa, foram eletroforeticamente transferidos para membrana de nitrocelulose,
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de acordo com a mesma técnica j@ mencionada. As duas bandas peptidicas acima
mencionadas foram cortadas da membrana de nitroceluiose e individualizadas, lavadas
em agua Milli-Q e encaminhadas ao Departamento de Microquimica da Universidade
Harvard (Dr. William Lane) para os estudos de composi¢do e sequenciamento de
aminoéacidos. O material que fora transferido do gel de poliacrilamida estava restrito a
0,75 cm2 de membrana. Dez por cento de cada peptideo encaminhado foram separados
para realizagdo de andlise de aminoacidos através da cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) de fase reversa. Os restantes 90% dos peptideos foram submetidos
a processos quimicos destinados ao sequenciamento de aminoacidos. O sequenciamento
do segmento NH2 terminal mostrou que ambas as proteinas estavam bloqueadas,
dificultando a obtengdo do sequenciamento de aminoacidos. O material em membrana de
nitrocelulose fol, entdo, submetido a digestao com tripsina, para liberagéo do bloqueio. Os
peptideos tripticos resultantes foram, entdo, separados por HPLC "narrow bore" de fase
reversa e submetidos a um sequenciador de aminoacidos de fase gasosa, de acordo com
Aebersold e cols., 1987. A sequéncia de aminoacidos de dois peptideos tripticos distintos
foi assim obtida. Tais sequéncias de aminoacidos foram entdo analisadas com respeito ao
grau de homologias com outras sequéncias de proteinas conhecidas através de um

programa computadorizado Fastp. para triagem de sequiéncias de peptideos.
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4 RESULTADOS

4.1 PRODUGAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS ESPECIE/ESTAGIO-ESPECIFICOS

A triagem inicial dos sobrenadantes de cultura dos hibridomas para a detecgdo de

anticorpos anti-antigenos ovulares soluveis do S. haematobium resultou na identificagdo
de 24 amostras positivas de um total de 100 hibridomas testados. Uma triagem
secundaria, para testar a espécie-especificidade, foi realizada frente o0 SEA do S. mansoni

e de S. haematobium. Foi verificado que 09 dos 24 hibridomas originais produziam

anticorpos espécie-especificos de acordo com este teste ELISA. Os nove hibridomas que
foram inicialmente aceitos como espécie-especificos foram clonados através da técnica
da diluigdo limitante e, entdo, re-testados para especificidade através do ELISA. Este
terceiro ELISA também incluiu SEA do S. japonicum e mostrou que existiam quatro clones
diferentes produzindo anticorpos monoclonais espécie-especificos para o S.

haematobium (Tabela |). Estes sobrenadantes de hibridomas clonados foram a seguir

testados para reagdo com SWAP macho e fémea do S. haematobium via ELISA. Como e

mostrado na Tabela |, todos os clones foram estagio-especificos para antigenos ovulares
assim como foram espécie-especificos para S. haematobium. Os clones de hibridomas

relevantes foram: 2D1 4E8, 2B3 5C11, 3E2 5F7 e 3E6 4B9.

4.2 ANALISE DOS ANTIGENOS RECONHECIDOS PELOS ANTICORPOS
MONOCLONAIS ESPECIE/ESTAGIO-ESPECIFICOS ATRAVES DE "WESTERN BLOT"

Usando-se os antigenos ovulares soluveis do S. haematobium, nesta técnica, o

anticorpo monoclonal 2D14E8 reconheceu duas bandas antigénicas bem definidas, com
mobilidades relativas (Mrs) aproximadas de 66 e 64 kDa, sob condi¢des redutoras e ndo
redutoras. Os anticorpos monoclonais 2B35C11, 3E25F7 e 3E64B9 reconheceram um
grupo de bandas antigénicas pouco definidas com Mrs de 40, 43, 64, 66, 97, 116 e 200

kDa sob condigées ndo redutoras (Figura 1). Quando o SEA foram submetidos a
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eletroforese sob condigbes redutoras, a habilidade desses trés anticorpos em detectar
tais bandas antigénicas distintas tornou-se muito mais dificil (Figura 2).

Utilizamos esta mesma técnica para confirmar a espécie/estagio-especificidade dos
anticorpos monoclonais diante de antigenos soluveis de verme adulto do S. haematobium
e S. mansoni. Verificou-se que 0s nossos anticorpos monoclonais ndo reconheceram
bandas antigénicas (dados ndo mostrados).

A analise do "Western blot" bi-dimensional dos antigenos reconhecidos pelo
anticorpo monoclonal 2D14E8 mostrou que cada uma das bandas antigénicas com pesos
moleculares de 64 e 66 kDa estava compostas por um certo numero de isomorfos (Figura
3). Um grupo de, aproximadamente, oito isomorfos tinha pontos isoelEtricos (pis) variando

de 4,8 - 6,1. Um segundo grupo de aproximadamente 11 isomorfos tinha pls variando de

6,7 - 7,5 (Figura 3).

4.3 SENSIBILIDADE DOS EPITOPOS RECONHECIDOS PELOS ANTICORPOS
MONOCLONAIS ESPECIE/ESTAGIO-ESPECIFICOS AO METAPERIODATO DE SODIO

Para melhor caracterizar os antigenos espécie/estagio-especificos, foram
realizados testes para verificar se algum dos epitopos era sensivel ao tratamento com
varias concentragdes de metaperiodato de sddio (0 a 40 mM). Esta andlise foi efetuada
pelas técnicas de ELISA e Western blot. Os resultados dos ELISA mostraram que os
epitopos reconhecidos pelo anticorpo monoclonal 2D14E8 foram resistentes ao
tratamento com todas as concentragdes de metaperiodato. Em contraste, os epitopos
reconhecidos pelos anticorpos 3E25F7 e 3E64B9 foram bastante sensiveis ao tratamento
com concentragdes minimas de metaperiodato de sddio como 1mM (Figura 4).

O tratamento do SEA transferido para a membrana de nitrocelulose (Imuno-
"western blot") com metaperiodato de sodio confirmou os resultados do ELISA (Figuras 5
e 6). Os imunoblots realizados com o anticorpo monoclonal 2D14E8 n3o mostraram

diferencas na habilidade do monoclonal em reconhecer os antigenos com 66 e 64 kDa
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depois do tratamento com metaperiodato de sédio, mesmo com concentragdes altas como
40 mM. O Western blot também mostrou que os epitopos reconhecidos pelos anticorpos
monoclonais 3E25F7 e 3E64B9 foram alterados com concentragbes baixas de
metaperiodato de sddio como 0,1 mM, sendo a ligagdo dos anticorpos aos antigenos

praticamente abolida (Figuras 5 e 6).

4.4 ANALISE E DETERMINAGAO DA seqUEncm DE AMINOACIDOS DOS
ANTIGENOS ESPECIE/ESTAGIO-ESPECIFICOS DO S. haematobium

A andlise de aminoacidos das duas bandas antigénicas de pesos moleculares em
torno de 64 e 66 kDa, reconhecidas pelo anticorpo monoclonal 2D14ES8, revelou presenca
dos mesmos aminoacidos identificados como: ASX, GLX, SER, GLY, HIS, ARG, THR,
ALA, PRO, TYR, VAL, MET, PECYS, ILE, LEU, PHE, LYS. A sequéncia de aminoacidos
do primeiro peptideo triptico (SH64B-NT72) revelou 14 residuos com a seguinte ordem:
123 4567 89 10 11 12 13 14
MAVITVPAYFND S Q
A sequéncia de aminoacidos do segundo peptideo triptico (SH64B-NT57) revelou 13
residuos com a seguinte ordem: |
123 4567 89 10 11 12 13
TTPSYVAFTD A E R

De posse dessas informagdes, colocamos tais dados de sequenciamento de
aminoacidos dos dois peptideos tripticos num banco de dados computadorizado Fastp.,
para deteccdo de homologias nas sequéncias de aminoacidos com as sequéncias de
outras proteinas e peptideos conhecidas. Foi verificado que ambas as sequéncias dos
peptideos eram completamente homolégas com por¢des da proteina "heat-shock™” ou
proteina de estresse com peso molecular 70 kDa; essa homologia foi de 89,7% e 79,1%
para os primeiro e segundo peptideos tripticos, respectivamente. Até agora, néo se obtive
no esperimento sequéncia de aminoacidos de alguma possivel regido especifica para o

esquistossoma.
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4.5 ISOTIPAGEM DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS ESPECIE/ESTAGIO-
ESPECIFICOS PRODUZIDOS

Esta analise revelou que os anticorpos monoclonais 2D14E8, 2B35C1, 3E25D3 e
3E64B9 sdo imunoglobulinas do tipo G1. A avaliagdo das cadeias leve mostrou que o

anticorpo monoclonal 2D14E8 é do tipo kapa e os outros trés do tipo lambda (Tabela II).



TABELAI

ESTAGIO ESPECIFICIDADE DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS MURINOS ANTI-OVO
Schistosoma haematobium

D.0. em 450 nm

Anticorpos S.h OS.m OS.h OS.m OS.h
monoclonais SEA SWAP SWAP SWAP SWAP
2D1 4E8 1,047 0,006 0,000 0,005 0,041
2B3 5C11 1,082 0,006 0,000 0,000 0,038
3E2 5D3 1,359 0,001 0,037 0,001 0,037
3E6 4B9 1,391 0,003 0,000 0,003 0,007

D.O. - Densidade 6ptica; S.h - S. haematobium
S.m - S. mansoni; S.j - S. japonicum;

SEA - Antigenos ovulares soluveis

SWAP - Antigenos soluveis do verme adulto




TABELAII

CARACTERIZAGAO PARCIAL DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS PRODUZIDOS CONTRA SEA DO
Schistosoma haematobium

D.O. em 450 nm
Anticorpo Isotipo Cadeia leve S.h S.m S.j

Monoclonal SEA SEA SEA
2D1 4ES8 IgG1 kapa 1.047 -0.070 0.123
2D1 2F4 IgG1 kapa 0,913 -0,089 0,080
2B3 5C11 IgG1 Lambda 1,082 0,000 0,103
2B3 3G7 1gG1 Lambda 1,062 -0,156 0,103
2E2 5D3 1gG1 Lambda 1,359 0,056 0,161
3E2 5F7 IgG1 Lambda 1,335 -0,052 0,065
3E6 4B9 IgG1 Lambda 1,391 -0,027 0,077
3E6 4E9 19gG1 Lambda 1,429 -0,071 0,054
SP 2 - - 0,048 0,002 0,008

SCI (Sh)* - - 2,000 - -

SCC (Sm)*™* - - - 1,986 -
SCC (S))*** - - - - 1,900

(*) Soro de camundongo imunizado com SEA do S. haematobium
(**) Soro de camundongo cronicamente infectado pelo S. mansoni
(***) Soro de camundongo cronicamente infectado pelo S. japonicum
SP2 - Sobrenadante de cultura de células SP2

SEA - Antigenos ovulares soluveis; D.O. - Densidade 6ptica
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Fig. 1. Andlise do Imuno-Western blot dos anticorpos monoclonais contra os
antigenos ovulares soluveis (SEA) do S. haematobium e do S. mansoni em

condigbes nao redutoras.

*SCC Sm - Soro de camundongo cronicamente infectado pelo S, mansoni
&gp2 - Sobrenadante de cultura de células SP2

@SCN - Soro de camundongo normal

#3CI Sh - Soro de camundongo cronicamente infectado pelo . haematobium
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14) 2D12F4
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20) 2D14E8
21) 2B33G7
22) 3E64E9
23) 3E64E9
24) SCI Sh
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Fig. 2. Analise do Imuno-Western blot dos anticorpos monoclonais contra os
antigenos ovulares soluveis (SEA) do S. haematobium e do S. mansoni em
condigoes redutoras.

*SCC Sm - Soro de camundongo cronicamente infectado pelo S, mansoni
&gP2 - Sobrenadante de cultura de células SP2

@SCN - Soro de camundongo normal

#gC) Sh - Soro de camundongo cronicamente infectado pelo S, haematobium



Fig. 3. Andlise do Imuno-Western blot bi-dimensional do anticorpo monclonal
2D1 4EB8 contra os antigenos ovulares sollveis (SEA) do S. haematobium.




OXIDAGAO DO SEA DO S. haematobium

rd

Tratamento com o metaperiodato de sodio

2014E£8
2B35C11

/4 k257
B 3re4m0
A4 SCl Sh*
1 spo

ANSINNN //P//////M/////V/////////////////////////// AN
///////////////

SN SS ISR R AR SN NN A AN
OO N 3 R K Ut AU AU AL

/////////////V//////////////////////

A S S S N S S S S N S S S N S S N S AN

PSRN

N

2.00

1.751

—

T
0
™
O

1.007

T
e}
AN

1.501

NN OSr v vOILdO JAavAlsN=Ed
7

O

A

10 05 02 O1

40 20

NAIO4 (mM)

FIGURA 4

haematobium

* SCI S.h - Soro de camundongo imunizado com SEA do
S.




MwW 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
9 21 23

40 10 2 0,1 [40 10 2 0,1 40 10 2 0,1
20 5 1 o 2 5 1 0 20 5 1 0
NalO4 uM NalO, uM NalO4 uM
2D14E8 3E25F7 | 3E64B9

Anticorpos Monoclonais

Fig. 5. Sensibilidade ao metaperiodato de sédio (NalO4) dos epitopos

dos antigenos ovulares soluveis (SEA) do S. haematobium reconheci-
dos pelos anticorpos monoclonais espécie/estagio-especificos (analise
do Imuno-Western blot).
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Fig. 6. Sensibilidade ao metaperiodato de s6dio (NalO4) dos epitopos

dos antigenos ovulares soldveis (SEA) do S. haematobium reconheci-

dos pelos anticorpos monoclonais espécie/estagio-especificos (andlise
do Imuno-Western blot). (Continuagéo).
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5 DISCUSSAO
Estamos interessados em contribuir para o melhor entendimento da relagdo

hospedeiro-parasita no campo da esquistossomose, e estudar o papel de possiveis

antigenos espécie/estagio-especificos do S. haematobium no que se refere a

imunodiagndstico, levando em consideragao a sensibilidade e especificidade das reagdes
sorologicas baseadas em tais antigenos, além da possivel utilizag&o de tais antigenos em
imunoprofilaxia. A tecnologia do anticorpo monoclonal tém-se mostrado uma arma
poderosa para a analise e isolamento de epitopos especificos do complexo mosaico
antigénico dos parasitas.

No presente estudo, relata-se a produgéo de anticorpos monoclonais murinos que

reconhecem epitopos do S. haematobium espécie e estagio-especificos. Os hibridomas

foram produzidos em camundongos imunizados com antigenos ovulares soluveis e cada
anticorpo monoclonal foi caracterizado como ovo-especifico como demonstrado pelos
testes de ELISA e de imuno-"Western blot" (Figuras 1 e 2; Tabela ). A comparag¢ao da
sequéncia de aminoacidos de dois diferentes peptideos tripticos da banda antigénica
reconhecida pelo anticorpo monoclonal 2D14E8 em membrana de nitrocelulose com
outras sequéncias de proteinas conhecidas revelou, nos dois peptideos, uma homologia
com a proteina heat-shock 70 de varias espécies animais, incluindo o homem e o S.

mansoni.

Este trabalho contribui para a identificagdo de antigenos do S. haematobium que

sd0 espécie-especificos e que também sé foram detectados nos ovos dos parasitas,
sendo também estagio-especificos.

O fato desses anticorpos aqui produzidos ndo reconhecerem antigenos da mistura
antigénica de vermes adultos fémeas (SWAP) foi interessante pois vermes do sexo
feminino contém ovos em desenvolvimento assim como glandulas produtoras de material
que compoem a casca e de material vitelinico. A nossa impossibilidade em detectar esses
antigenos em vermes fémeas pode, simplesmente, ser explicada peia sensibilidade dos

testes empregados. Por outro lado, vermes adultos fémeas podem ndo possuir tais
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antigenos pois eles as vezes se relacionam a maturagdo de miracidios e, assim, terem as
sua expressao regulada pelo seu desenvolvimento.

Os resultados de outros investigadores sugerem que varios antigenos
esquistossométicos espécie-especificos sdo preferencialmente encontrados entre os
antigenos ovulares. MclLaren e cols. (1978) e Ruiz-Tiben e cols. (1979) mostraram que
antigenos owvulares foram mais sensiveis que outros antigenos encontrados em outros
estagios parasitérios para o sorodiagnéstico de infecgdo pelo S. mansoni. Hillyer e
Pacheco (1986) relataram a existéncia de um antigeno de 40 kDa considerado
espécie-especifico do S. haematobium e derivado dos antigenos ovulares. Estes autores
mostraram que esta banda antigénica apresentou um migragao difusa caracteristica de

uma glicoproteina. Hamburguer e cols. (1982) identificaram uma glicoproteina derivada do

ovo do S. haematobium com 70 kDa a que denominaram MEGL-H. Esta glicoproteina foi

consistente e fortemente reativa com uma mistura de soros de pacientes com
esquistossomose hematdbia, sendo também demonstrada uma limitada reagdo cruzada
deste antigeno com componentes antigénicos de ovos do S. mansoni. Ndo demonstraram,
todavia, se este antigeno era, também, estagio-especifico. Norden e Strand (1984),
tentando identificar glicoproteinas género e espécie-especificas derivadas dos ovos de S.
haematobium, S. japonicum e S. mansoni, verificaram que, embora existam alguns
antigenos ovulares género e espécie-especificos, a maioria das glicoproteinas ovulares
apresentava reagao cruzada. Todavia, tais autores identificaram um antigeno de 70 kDa
derivado de glicoproteinas ovulares assim como alguns outros epitopos que foram
considerados género e/ou espécie-especificos; contudo, a estagio-especificidade néo foi
determinada.

Recentemente, Jonge e cols. (1989) obtiveram um anticorpo monoclonal contra o
antigeno circulante anédico (CAA) do S. mansoni, um proteoglicano derivado do intestino
dos vermes adultos, com peso molecular de 70 kDa e que os autores relatam como sendo
um antigeno homdlogo a proteina "heat-shock” 70. Usando este anticorpo monoclonal,
eles detectaram o CAA na urina de pacientes infectados com S. haematobium ou S.

mansoni. Por outro lado, demonstraram que titulos de CAA correlacionaram-se
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positivamente com o numero de ovos de S. mansoni excretados nas fezes, mas tais titulos
de CAA ndo demonstraram uma correlagdo significante com o numero de ovos de S.

haematobium na urina.

Fu e Carter (1990) também detectaram uma banda antigénica de 70 kDa homoldga
da proteina "heat-shock” do S. japonicum no soro de seres humanos infectados pelo S.
japonicum nas formas aguda e crbnica, utilizando um anticorpo monoclonal que
reconhecia tal antigeno tanto nos vermes adultos como nos ovos. Neste trabalho,
utilizando o método de ELISA, o soro de 93 dos 95 pacientes com a forma crbnica da
parasitose foi positivo para este antigeno e 12 dos 13 soros de pacientes com a forma
aguda foram também positivos. A pesquisa deste mesmo antigeno foi feita em 35
pacientes cronicamente infectados, seis a doze meses apds o tratamento com
praziquantel, e revelou-se negativa em 33 desses pacientes. Os autores ressaltaram a
possivel validade deste teste de ELISA com este antigeno na distingdo de infecgles
passadas e presentes.

Até agora, os antigenos esquistossomoéticos homologos a proteina "heat-shock"
tém-se revelado espécie ou género-especificos mas ndo estagio especificos. Este fato
torna o nosso antigeno reconhecido pelo anticorpo monoclonal 2D14E8 extremamente
interessante pois se demonstrou, também, a sua estagio-especificidade, sé sendo

detectado nos antigenos ovulares do S. haematobium. Ja foi relatado que as porgles

menos conservadas da sequéncia de aminoacidos das proteinas "heat shock" séo
aquelas localizadas nas imediagdes da terminagdo carboxilica da molecula. Se
analisarmos a sequéncia parcial de aminoacidos da proteina do estresse que foi
caracterizada neste trabalho, comparando com a seqUéncia de aminoacidos de proteinas
do estresse do homem e do S. mansoni, em ambos os peptideos tripticos, vamos verificar
que a nossa sequéncia esta localizada, caracteristicamente perto da terminagéo
N-terminal da proteina e que pode representar um segmento bastante particular da nossa
proteina.

Como e mostrado nas figuras 1 e 2, os imuno-"Western blots" resultaram em dois

padrbes distintos de imunorreatividade. O primeiro padrao é exemplificado pelo anticorpo
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monoclonal 2D14E8, que reconheceu duas bandas antigénicas bem definidas, com
mobilidades relativas (Mrs) aproximadas de 66 e 64 kDa, sob condigdes redutoras e n&o
redutoras. O outro, um padrdo difuso, foi encontrado com os anticorpos monoclonais
2B35C11, 3E25F7 e 3E64B9, que reconheceram um grupo de bandas antigénicas pouco
definidas com Mrs de 40, 43, 64, 66, 97, 116 e 200 kDa, sob condigdes redutoras e nao
redutoras (Figura 1). O padrdo de bandas difuso dos epitopos reconhecidos pelos
anticorpos monoclonais 3E25F7 e 3E264B9 ndo sdo comparaveis a nenhum outro dado
relatado na literatura. Somente a banda antigénica difusa com aproximadamente 40 kDa e
denominada MEGL-H por Hamburger e cols. (1982) apresenta uma discreta similaridade.
Os epitopos das varias bandas antigénicas reconhecidas pelos anticorpos monoclonais
3E25F7 e 3E264B2 foram sensiveis ao tratamento com baixas concentragdes de
metaperiodato de sodio. Esta particularidade quimica & frequentemente utilizada para
sugerir a presenga de epitopos com carboidratos. A discreta oxidagdo que ocorre com 0
periodato de soédio, em pH 4&cido, quebra grupos hidroxilicos na vizinhanga de
carboidratos (agucares) sem alterar a estrutura da cadeia de polipeptideos (Woodward e
cols., 1985). Sugeriu-se que o antigeno denominado MEGL-H por Hamburger poderia ser
um carboidrato em sua natureza quimica. Os epitopos reconhecidos pelo monoclonal
2D14E8 foram claramente insensiveis ao tratamento com o metaperiodato de sédio,
mesmo em altas concentragdes como 40 mM, aspecto esse compativel com a sua
natureza proteica.

Ainda em relagdo a sensibilidade ao metaperiodato de sédio observou-se que
todos os anticorpos monoclonais que reconhecem estes epitopos com carboidrato
possuiam cadeias leves do tipo lambda (Tabela [l). Em contraste, nenhum dos clones de
anticorpos reconhecendo as bandas de 64 e 66 kDa tinham cadeia leve do tipo lambda.
Todos esses anticorpos foram do isotipo IgG1 (Tabela Il). Temos ainda que levar em
consideragdo que a natureza quimica dos epitopos (carboidratos) reconhecidos pelos
monoclonais podem estar relacionados ao isotipo de imunogiobulina produzido e em

nosso caso, todos os monoclonais produzidos eram IgG1. Se os resultados aqui
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apresentados sdo de natureza espuria ou refletem um processo de selegdo devido a
natureza do antigeno e assunto que permanece aberto a investigagéo.

E interessante ainda comentar que a analise do “imunoblot" bidimensional
utilizando o anticorpo monoclonal 2D14E8 revelou que as bandas antigénicas com pesos
moleculares de 64 e 66 kDa eram constituidas por varios isomorfos e em pHs diferentes.
Um grupo de aproximadamente oito isomorfos tinha pontos isoelétricos com pH variando
de 48 a 6,1. Um segundo grupo de aproximadamente 11 isomorfos tinha pontos
isoelétricos com pH variando de 6,7 a 7,5 (Figura 3). Isto mostra que varios epitopos
podem ser encontrados dentro da faixa antigénica reconhecida pelo anticorpo monoclonal
2D14E8 e é possivel que tais epitopos tenham diferentes fungdes em imunodiagndstico e
imunoprofilaxia. Esta técnica de "imunoblot" bidimensional revela-se bastante util no
fracionamento, purificagdo e caracterizagdo de epitopos presentes em misturas
antigénicas complexas, podendo-se inclusive obter-se o sequenciamento de aminoacidos
de determinada banda antigénica transferida para membrana de nitrocelulose ou outra
matriz, como foi feito neste trabalho.

Como foi evidenciado, parte da sequéncia de aminoacidos reconhecida pelo nosso
anticorpo monoclonal 2D14E8 tém grande homologia com proteinas de estresse de peso
molecular 70 de varias espécies animais. Tais proteinas vem sendo cada vez mais
estudadas em imunologia e imunopatologia, motivo pelo qual faremos uma breve revisao
sobre o assunto.

A exposicdo a elevada temperatura provoca uma sequéncia similar de eventos em
todos os organismos vivos, consistindo na inibigdo da sintese de proteinas de uso geral,
aumento da produgdo de um conjunto limitado de certas proteinas, parada na proliferagao
e, finalmente, morte celular. Este fendbmeno e conhecido como resposta "heat shock" ou
resposta ao estresse, e as proteinas, cuja sintese e estimulada sdo as proteinas "heat
shock” ou proteinas do estresse (Lindquist, 1988). Tais proteinas cujo peso molecular
varia de 10 a 110 kDa, parecem desempenhar fungdes que permitem que células
sobrevivam em temperaturas elevadas. A sintese de proteinas de estresse, é considerada

por alguns como representando um mecanismo primitivo, ndo imunolégico para a
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discriminag@o entre antigenos proprios € os nao proprios, € também, estimulada por
infecgbes virais, interleucina 2, radicais livres derivados de oxigenio gerados como uma
primeira linha de defesa contra parasitas e pela presenga de proteinas denaturadas
(Newport e cols., 1988; Ferris e cols., 1988; Polla e cols., 1993).

Parasitas que mudam de um ambiente poiquilotermico para um hospedeiro de
sangue quente aumentam a sintese de proteinas "heat shock” homolégas as do
hospedeiro. A regulagdo da sintese de tais proteinas parece ocorrer a nivel de transcrigdo
e, em alguns casos, este fendbmeno mostra distarbios no corportamento dos eucariotas.
Uma vez que as proteinas de estresse de alguns parasitas s&o componentes celulares
importantes, a sua presenga ocorre em ambientes vigiados pelo sistema imune. Isto leva
a dois interessantes extremos: primeiro, a produ¢do de imunoglobulinas especificas do
parasita que sdo tdo discriminativas que ocasionalmente podem ser utilizadas como meio
diagnéstico da espécie do organismo invasor, segundo, o potencial para doenga
autoimune ou respostas-imune deleterias. Neste particular, Cohen and Young (1991)
sugeriram que deve haver dois tipos de resposta imune contra proteinas de estresse: um
deles relacionado com epitopos estranhos induzindo uma resposta agressiva
convencional contra infecgdes e, 0 outro, quando epitopos conservados sao reconhecidos
por uma populagdo de linfocitos T autorreativos e que s&o rigorosamente controlados.
Assumindo que esse sistema funciona bem na maioria dos casos, seria previsivel que a
resposta imune contra proteinas de estresse de agentes patdégenos fossem dominada
pelo reconhecimento dos determinantes ndo conservados, e isto parece acontecer na
maioria das situagbes. Todavia & possivel que a regulagdo normal que ocorre seja
alterada em algumas infecgdes e algumas proteinas de estresse possam iniciar uma
reagdo do tipo autoimune o que pode causar problemas imunopatologicos como ocorre
nas artrites, doenga de Lyme e lepra tuberculdide (Lydyard e van Eden, 1990; Young,
1992).

Dados da literatura sugerem que o estimulo para a indugdo de proteinas de
estresse em parasitas ndo e necessariamente uma alteragdo brusca na temperatura mas

sim uma mudanga na osmolaridade ou a presenga de algum fator ndo identificado em
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decorréncia de uma alteragédo no ambiente (Polla e cols., 1993). Por exemplo, esta
resposta pode ser provocada em promastigotas de leishmania mantidos em temperatura
ambiente e que sdo colocadas em meios de cultura com caracteristicas préximas aquelas
oferecidas pelo hospedeiro mamifero (van Der Ploegh e cols., 1985).

Recentemente, Neumann e cols. (1993) estudaram a regulagido da expressdo do
gene da proteina do estresse 70 em varios estagios evolutivos do S. mansoni (miracidio,
esporocisto, cercaria, esquistossomulo e verme adulto). Eles verificaram através da
analise de RNA dos diferentes estagios evolutivos do parasita, que a expressdo estagio
especifica da proteina do estresse 70 e regulada por dois mecanismos: estresse que e
especifico para a proteina "heat shock" 70 e um programa constitutivo relacionado com o
desenvolvimento e que e compartilhado por outros genes nao relacionados com a
proteina "heat shock" 70.

Estudos sobre a resposta imune de seres humanos contra 0 S. mansoni indicam
que, embora a resposta seja erratica, quase todos os individuos reagem contra duas
proteinas esquistossométicas, uma com 70 kDa e a outra com 38 kDa (Newport e cols.,
1988: Hedstrom e cols., 1987; Moser e cols., 1990). Anticorpos contra essas duas
proteinas esquistossométicas ndo sdo detectados em pessoas sadias ou em pessoas
infectadas com outros helmintos indicando que elas podem encerrar algum potencial
diagndstico. A proteina esquistossomética de 70 kDa foi identificada como homoldga da
proteina "heat shock" 70. O mapeamento de epitopos desta proteina tém revelado que as
porgbes imunogenicas da molecula estdo localizadas perto da terminagdo carboxilica da
proteina, o dominio menos conservado das proteinas do estresse em geral. Contudo,
curiosamente, os imundgenos esquistossométicos com 70 kDa ndo dao reag&o cruzada
entre si, principalmente entre o S. mansoni e o S. japonicum (Hedstrom e cols., 1988).

Finalmente, neste trabalho, foi possivel identificar um antigeno espécie especifico

do S. haematobium através da produgcdo de hibridomas utilizando-se camundongos

imunizados com antigenos ovulares do S. haematobium. A caracterizagdo imunoquimica
parcial deste antigeno mostrou ser o mesmo uma proteina, cuja sequéncia parcial de

aminoacidos apresenta uma grande homologia com proteinas do estresse de 70 kDa de
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varias espécies animais, incluindo o homem e o S. mansoni. Curiosamente, esta proteina
homoléga a proteina de estresse 70 foi estagio especifica, sendo apenas detectada nos
antigenos ovulares esquistossométicos.

Além desses dados imediatos, seria bastante interessante verificar o potencial
deste antigeno em imunodiagnéstico diferencial entre esquistossomose mansodnica e
hematdbia, pesquisar o seu possivel uso em imunoprofilaxia e verificar o seu possivel
papel nas reagdes granulomatogénicas periovulares, cabendo ainda a complementagao

da sua sequéncia de aminoacidos.
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