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PESQUISA SIMULTANEA DE ANTIGENO, ANTICORPO E
IMUNOCOMPLEXOS ESPECIFICOS NO SORO DE PACIENTES
COM ESQUISTOSSOMOSE CRONICA

D.G. SURERUS CAMPOS™, M. QUEIROZ DA CRUZ™, R.M. SANTOS RODRIGUES™,
M. TENDLER**, N. KATZ*** & A, OLIVEIRA LIMA™™™*

Sdo descritas as principais etapas de wma técnica simples e sensivel para a pesquisa, na
mesma placa, do antigeno, do anticorpo e de imunocomplexos especificos baseada no “Lnzyme-
Linked Immunosorbent Assay” (ELISA). A técnica se mostrou de grande utilidade na pesquisa do
antigeno, do anticorpo e de imunocomplexos especificos no soro de pacientes com esquistosso-

mose hépato-intestinal cronica.
Palavras-chave: antigeno — anticorpo — imunocomplexos — ELISA ~ esquistossomaose

Virios métodos tém sido propostos para a pesquisa e titulagio de antigeno, anticorpo e
imunocomplexos no sangue circulante e tecidos de pacientes com parasitose (Huldt et al., 1975;
Phillips & Draper, 1975; Santoro, Bout & Capron, 1976, Bout et al., 1977, Carlier et al., 1980;
Hiat et al., 1980: Santoro et al., 1980, Abdel-Hafez, Phillips & Zodda, 1982). Todavia, a inter-
pretacdo dos resultados obtidos tem sido dificultada, entre outras razdes, por causa do emprego
de fracoes antigénicas mal definidas e pelo fato de se titular, globalmente, os imunocomplexos
especificos e inespecificos, o que ndo permite a identificagdo dos seus constituintes, do antigeno

¢ do anticorpo.

Apresentamos, neste trabalho, os resultados obtidos na pesquisa simultanea, na mesma
placa, do antigeno, do anticorpo e de imunocomplexos especificos no soro de pacientes com
esquistossomose hépato-intestinal crénica. A técnica empregada, por nés desenvolvida (Surerus
Campos et al., 1985), baseia-se no “Enzyme-linked immunosorbent assay”™ (ELISA).

Usamos como antigeno a fragdo F1 purificada de um extrato salino de verme adulto de
S. mansoni (Scapin et al., 1980).

A técnica é de execug¢do simples e bastante sensivel.

MATERIAL E METODOS

1) Soros de pacientes com esquistossomose hépato-intestinal crénica cujos dados clini-
cos figuram na Tabela I e soros de doadores de sangue com idade de 18 a 25 anos.

2) Antigeno de S. mansoni: fragdo F1 purificada de extrato salino de vermes adultos de
S. mansoni segundo Scapin et al., 1980, contendo 2,2mg/ml, que essencialmente, consiste nas
seguintes etapas: a) obter os vermes adultos de S. mansoni, congeld-los em pequeno volume de
salina (PBS) durante 24 horas ¢ descongeld-los a 370C obtendo-se o extrato salino (ES), b) fra-
cionar o extrato ES em coluna de Sephadex G200 (26 x 100) usando-se pressdao hidrostatica de
20cm de H,O e fluxo de 12ml/cm? /hr, obtendo-se a fragdo F1 que € eluida juntamente com o
volume de exclusdo (Vo) determinada por absor¢do a 280nm; ¢) concentrar a fragdo F1 para o
volume desejado e determinar o teor de proteinas.

3} Anti-soros: a) soro de camundongo (pool de 10 animais) anti-S. mansoni obtido apos
trés inje¢Oes subcutineas de 15/15 dias de 100 ug de fragdo F1 em adjuvante completo de Freund
(ACF); b) fracdo F(ab’)2 obtida do soro de camundongo anti-S. mansoni, pela técnica de Marrack
& Richards, 1971, usada como anticorpo de captura; ¢) soro de coeiho anti-F1 de 5. mansoni,
obtido como descrito em (a), usando-se 1000 ug do antigeno.
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TABELAI

Alguns dados sobre os pacientes com a forma clinica
da esquistossomose hepato-intestinal

Pacientes Idade Sexo Carga Parasitaria
(anos) (ofg/H)**

A.O. 18 M 200
A.L. 23 F 158
M.C. 12 F 70
185. 20 M 180
L.C. 21 3 220
M.F. 12 F N.D.*
J.M. 11 M N.D.
C.M. 20 M N.D.
1.C.D. 15 M 50
AS.R. 20 M 200
J.5.A. 12 M 36
w.D. 9 M 288
M.R.O. 11 M 24
W.M.S. 17 M 3278
M.S.S. 16 M 1528
J.E.B. 17 M 2152
H.C.S. 12 M 2806
M.S.M. 11 I 660
M.S5.M. 9 M 320
J.S M. 12 M 625
E.R.M. 17 M 354
C.M.O. 18 M N.D.

*N.D. = ndo determmado
** o/g/f = ovos por grama de fezes

4) Soro normat de camundongo adsorvido com hemadcias de carneiro ¢ de coelho. A ser
adicionado ao diluente (PBST-BSA): a) dos soros de experiéncia ¢ de controle; b) do soro de coe-
tho anti-S. mansoni, na titulagdo do antigeno; c) dos conjugados anti-IgG humana-peroxidase e
anti-IgG de coelho-peroxidase.

5) Conjugados: a) anti-IgG humana-peroxidase (Sigma Chemical Co., USA); b) anti-1gG
de coelho-peroxidase (Sigma Chemical Co., USA). Os conjugados sdo conservados a -209C em
dilui¢io estoque a 1:10 em PBS/glicerol (v/v) contendo 40% de soro normal de camundongo.

6) Imunocomplexos preparados “in vitro’’. os imunocomplexos foram preparados com
anti-soros de coelho usando como antigenos: a) fracdo F1 obtida de 5. mansoni (Scapin et al.,
1980); b) ovalbumina cinco vezes cristalizada (Sigma Chemical Co., USA); ¢) antigeno de Leish-
mania (sobrenadante do sonicado de L. donovani). Todos os complexos foram obtidos na zona
de equivaléncia, segundo Kabat & Mayer, 1961, lavados com solucdo gelada de NaCl a 0,85%,
diluidos em soro normal de coelho utilizados em varias diluigdes.

7) Substrato: solugdo preparada no momento de uso, contendo 0,4mg/ml de o-fenileno-
diamina, 2 ul/ml de H, O, em tampdo citrato-fosfato 0,1 M, pH 5.6.

8) H,S0, 2M usado para interrupgio da rea¢do enzimatica.
9) Microplacas de poliestireno contendo 96 pogos em U.

Padronizacdo dos ensaios:

Foram realizados ensaios preliminares para a determinagdo das concentragbes otimas dos
reagentes (anticorpo de captura, antigeno, soros e conjugados).

Comparando-se os resultados das densidades Gticas obtidas com soros positivos e negati-
vos foram escolhidas as maiores diluicdes que apresentaram diferenga acentuada de D.O.

Na pesquisa do antigeno foram preparadas curvas de dilui¢gdes do antigeno adicionado a
um soro de doador e utilizado como controle positivo um dos pontos da curva. A Tabela Il apre-
senta uma das curvas obtidas durante a fase de padronizacdo da pesquisa do antigeno.
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As Tabelas III e IV apresentarn resultados obtidos na fase de padronizagdo de pesquisa do
anticorpo e imunocomplexos especificos. As etapas seguidas na pesquisa do antigeno, anticorpo e
imunocomplexos estdo apresentadas na Fig. 1.

TABELA Il

Padronizac¢io de pesquisa de antigeno pelo método ELISA.

Curva de titulagdo de antigeno (Fl de 5. mansoni) adicionado a soro
normal de doador (2,2mg/ml} em dilui¢cdes sucessivas.

Resultados de densidades Oticas obtidas (492 nm)

Densidades oticas (D.0O.)

Soro Dilui¢des
1:50 1:100 1:400 1:800
Soro de doador
" 1.546 0,996 0,459 0,336

Fl de §. mansoni

EE——

TABELA (I

Padronizacdo da pesquisa de anticorpo no soro de pacientes com
esquistossomose. Densidades Oticas obtidas empregando-se soros
de pacientes e de individuos normais de controle em varias dilui-

¢oes
Densidades oticas (D.0.) 492 nm
Soros
| Dilui¢des dos soros

Pacientes Controles I 1:100 I 1:400 [ 1:800 l 1:1600
I.M. — 0,400 0,250 0,220 0,200
G.K. — (0,390 0,240 0,195 0,150
E.C. - 0,500 0,300 0,214 0,180
A.C - 0,550 0,220 0,180 0,150
— W.M. 0,320 0,150 0,086 0,080
— D.G.S. 0,200 0,100 0,050 0,045
— P.B. 0,180 0,120 0,065 0,065
- T.C. 0,350 (0,200 0,096 0,092

TABELA IV

Padronizacio da pesquisa de imunocomplexos especificos nos soros

de pacientes com esquistossomose. Estudos preliminares utilizando

soros de pacientes e de individuos normais de controle em varias

dilui¢des (densidades Oticas obtidas 492 nm)
k

Densidades oticas (D.0.) 492 nm

Soros Diluigdes dos soros
Pacientes Controles 1:100 ‘ 1:400 l 1:800 l 1:1600
F.M. — 0,400 0,250 0,170 0,165
G.K. — 0,350 0,200 0,190 0,195
E.C — 0,345 0,200 0,160 0,150
A.C. — 0,300 0,210 0,112 0,110
- W.M. 0,190 0,150 0,050 0,045
- D.G.S. 0,290 0,250 0,040 0,040
— P.B. 0,300 0,150 0,020 0,022
— T.C. 0,150 0,080 0,009 0,009
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Neste trabalho foram escolhidas as concentracdes seguintes: anticorpo de captura 1:1000;
antigeno 1:800; soros 1:800; soro de coelho anti-S. mansoni .1:1000; conjugado anti-IgG hu-

mana-peroxidase 1:1000 e anti-IgG de coelho-peroxidase 1:1500.

Triplicatas de “blanks”, contendo os reagentes sem soros foram introduzidos em todas as
experiéncias.

SEQUENCIA DA TECNICA DO "ELISA" PARA A
PESQUISA SIMULTANEA DE
ANTIGENO, ANTICORPO € IMUNOCOMPLEXO

PESQUISA ANTIGEND PESQUISA ANTICORPO PESQUISA Ag Ac

Ac CAPTURA

<
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SOR0 EXPERIENCIA
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Fig. 1: etapas principais da pesquisa simultinea de antigeno, anticorpo ¢ imunocomplexos

especificos.

Imunoensaio:

Preparo das microplacas com anticorpo F(ab’)2 de captura:
1) Adicionar 100ul do soro de captura dilurdo 1:1000 em tampdo carbonato-bicarbonato

0,2M pH 9,6 a todos os pocos da placa;

2) Incubar a 40C até o dia seguinte, aspirar o liquido, lavar os pogos tres vezes com 100 ul
de tampao salina fosfato 0,15M pH 7.4 contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e aspirar o liquido

sobrenadante;

3) Usar a microplaca de acordo com o esquema seguinte: filas A e D: pesquisa de antige-
no; filas B e E: pesquisa de anticorpo; filas C e F: pesquisa de imunocomplexos; filas G e H: para
“blanks”, controles positivos ¢ negativos.
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Pesquisa do antigeno:

1) Adicionar 100ul dos soros diluidos a 1:800 (soros de experiéncia, soros de doadores
normais e de controle positivo) em triplicata. Nos pogos de “blank”™ adicionar apenas o diluente.

2) Incubar a 370C durante trés horas, lavar, esvaziar os pogos e ajuntar 100ul do soro de
coelho anti-S. mansoni diluido a 1:1000 e incubar a 40C até o dia seguinte.

3} Lavar e esgotar o liquido sobrenadante, adicionar 100l do conjugado anti-IgG de
coelho-peroxidase dilurdo a 1:1500 e incubar a 49C até o dia seguinte.

4} Lavar e esgotar os pogos, adicionar 100u] do substrato, aguardar 30 minutos e inter-
romper a rea¢do enzimadtica com 50ul de H,50, 2M. Ler as D.O. 2 492nm.

Pesquisa do anticorpo:

1) Adicionar 100ul de solucdo do antigeno (fragdo F1) diluido a 1:800, incubar a 370C
durante trés horas, lavar os pocos, esgotar e ajuntar, em triplicata, 100ul dos soros diluidos a
1 : 800 (soros de experiéncia, soros de controle normais e de controle positivo). Em trés pogos adi-

cionar apenas diluente (*‘blank’).

2) Incubar a 40C até o dia seguinte, lavar e esgotar os pogos e ajuntar 100ul do conju-
gado anti-IgG humana-peroxidase diluido a 1:1000. Incubar a 40C por 18 horas, lavar e esgotar.

3) Adicionar 100 @ da solugdo do substrato, aguardar 30 minutos e interromper a reagao
enzimatica pela adi¢do de 50ul de H,SO, 2M. Ler a D.O. a 492nm.

Pesquisa de imunocomplexos:

1) Adicionar 100u]l de PBST-BSA, incubar a 370C por trés horas, lavar e esgotar o sobre-
nadante e ajuntar 100l dos soros diluidos a 1:800 (soros de experiéncia, soros de controle normal
e controle positivo) em triplicatas. Nos pocos “‘blank’ adicionar apenas o diluente.

2) Incubar a 40C até o dia seguinte, lavar ¢ esgotar os pogos, adicionar 100ul do conju-
gado anti-IgGG humana-peroxidase a 1: 1000 e incubar a 40C até o dia seguinte.

3) Lavar a placa, adicionar 100ul da solugdo do substrato, aguardar 30 minutos ¢ inter-
romper a rea¢io enzimadtica pela adigdo de S0ul de H, SO, 2M. Ler as D.O. a 492nm.

RESULTADOS

Os resultados do estudo de 22 soros de pacientes com esquistossomose hépato-intestinal
cronica e de 22 soros de doadores normais estdo apresentados nas Tabelas V e VI

A pesquisa simultinea do antigeno, do anticorpo e de imunocomplexos especificos nos
soros dos pacientes estudados apresentou resultados significativamente diferentes daqueles obtidos

com 0§ soros normais (p < 0,005).

As médias das densidades o6ticas (D.0.) na pesquisa de antigeno, anticorpo € imunocom-
plexos especificos foram as seguintes: antigeno 0,052 + 0,010 contra zero para o soro normal; anti-
corpo 0,133 + 0,066 contra 0,037 + 0,020 para o soro normal; imunocomplexos 0,096 + 0,040
contra 0,026 + 0,016 para o soro nonmal.

Com o intuito de mostrar a especificidade do método empregado na detec¢do de imuno-
complexos especificos na esquistossomose realizamos, paralelamente, a pesquisa de imunocomple-
x0s preparados “in vitro™ (S. mansoni-anti-S, mansoni, L. donovani-anti-L. donovani e ovalbumina-
anti-ovalbumina) adicionados a placa contendo anticorpo de captura especifico para S. mansoni.

Conforme se poderd ver nas Figs. 2 e 3, ndo foi possivel revelar a presen¢a de imunocom-
plexos inespeciticos.

DISCUSSAO

No decurso da infeccio pelo S. mansoni o sistema imune do hospedeiro entra em ntimo
contato com inttmeras substancias, metabdlicas e somdticas, provenientes do parasita € de seus
OvVOS.

Essas substancias, com propredades fisico-quimicas diversas, podem funcionar como
imundgenos, ou como mitdgenos, capazes de induzir estimulagdo monoclonal ou policlonal dos
dois bracos do sistema imune, o humoral e o celular.
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TABELA YV

Resultados individuais da pesquisa de antigeno, anticorpo e imunocomplexos
especificos no soro de pacientes com esquistossomose hépato-intestinal.

D.G. SURERUS CAMPOS ET AL.

Pacientes | Sexo | Antigeno (D.D.)l Anticorpo {D,{].}—[ Imunocomplexos (D.0.)
A.O. M (0,045 0.179 0,171
A.L. F 0,069 0,197 0,124
M.C. ¥ 0,069 0,163 0,077
J.S8. M 0,055 0,180 0,110
L.C. F 0,030 0,140 0,082
M.F. F 0,030 0,149 0,067
J.M. M 0,050 0,104 0,049
C.M. M 0,040 0,069 0,040
J.C.D M 0,050 0,217 0,127
ASR M 0,060 0,044 0,112
JSA M 0,055 0,113 0,079
W.D. M 0,060 0,106 0,070
M.R.O M 0,065 0,193 0,160
W.M.S M 0,055 0,213 0,160
M.5.S M 0,065 0,060 0,087
J.E.B. M 0,065 0,086 0,100
H.C.S. M 0,061 0.192 0,160
M.5.M. F 0,056 0,090 0,048
M.SM M 0,050 0,123 0,100
JS.M M 0,044 (0,097 0,036
E.R.M M 0,040 0,083 0,100
CM.O M 0,040 0,139 0,045

Médias * Desvios 0,052 £ 0,010 0,133% 0,066 0,096 * 0,040

padrdes

TABELA VI

Resultados individuais da pesquisa de antigeno, anticorpo ¢ imunocomplexos
especificos no soro de doadores normais de sangue (B. Sangue do IPPMG)

Antigeno (D.0.)| Anticorpo (D.O.)| Imunocomplexos (D.G.)

S

Dnadnres] Sexo

P.B. M 0 0,052 0,044
A.O. F 0 0,026 0,018
L.CBD. M 0 0,040 0,040
PRFF M 0 0,035 0,040
ACLM. F § 0.050 0,054
D.C. F 0 0 0,016
A.C. F 0 0,010 0,030
B.C. M 0 0,030 4

J.O.N. M 0 0,043 (0.020
F.M.C. F 0 0,065 0,030
JF.S. M 0 0,060 0,030
D.P.G. M 0 0,060 0,020
RLA. M 0 0,086 0,046
D.G. M 0 0,048 0,024
R.L.A. M 0 0,016 0

AG.S. M 0 0,032 0,043
J.L. M 0 0,021 0,052
RG.G. M 0,004 0,032 0,017
F.F.N. M 0 0,033 0,004
ALOB. M 0,003 0,043 0,037
G.K. F 0,003 0,020 0,008
A.C. F 0,002 0,020 0,009

Medias T Desvios 0 0.037 £ 0,020 0,026 £ 0,016

padrées
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Fig. 2: pesquisa de imunocomplexos especificos (§. mansoni-anti-S. man-
soni) e inespecificos (L. donovani-anti-L. donovani} adicionados a soro
normal de coelho em presenca de anticorpo de captura (camundongo
anti-S. mansoni).
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Fig. 3: pesquisa de imunocomplexos especfficos (8. mansoni-anti-S.
mansoni) e inespecificos (ovalbumina-anti-ovalbumina} adicionados
a soro normal de coelho em presenca de anticorpo de captura (camun-
dongo anti-S, mansoni).
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A formagdo de anticorpos convencionais (Acl: contra antigenos do parasita), de anticor-
pos anti-isotipos (F. Reumatoide) e anti-idiotipo (Ac2) e dos respectivos imunocomplexos resul-
tantes dessa imunoestimulacdo, constituem achados frequentes nas fases aguda ¢ crdnica da infec-
cio pelo S mansoni (Andrade & Marck, 1984).

Virios métodos tém sido empregados na pesquisa do antigeno, do anticorpo ou de imu-
nocomplexos (Hiatt et al., 1980; Lawley et al.. 1979: Santoro, Wandermeulebroucke & Capron,
1979: Smith et al., 1977), no sangue circulante e tecidos dos pacientes com esquistossomose.

Todavia, a interpretagdo dos resultados obtidos tem sido dificultada por varias razoes:
1) pelo emprego de fragdes antigénicas mal definidas (extratos totais de vermes adultos ou seus
ultracentrifugados; extratos de tegumento dos vermes; antigenos secretados ou excretados pelo
parasita; extratos totais de ovos; extratos de cercdrias, etc.). Esta conduta tem dificultado o escla-
recimento do significado dos antigenos, dos anticorpos ¢ imunocomplexos especificos no meca-
nismo patogénico e na resisténcia da infecgdo por 3. mansoni, 2} pelo fato de se titular, em geral,
apenas os imunocomplexos de composi¢io indefinida (inespecificos), o que ndo permite identificar
a natureza dos seus constituintes (antigeno e anticorpo).

Desde que imunocomplexos podem se formar no decurso da infecgdo por inameros para-
sitas as custas de anticorpos convencionais (Acl), de anticorpos anti-idiotipos (Ac2) (Rose, Gold-
man & Lambert, 1982), ou anti-isétipos (FR), de outros auto-anticorpos (Hillyer, 1972), ou mes-
mo is custas do anticorpo contra antigenos provenientes de outros parasitas que ndo o S. mansonti,
ndo tem sido possivel obter informagOes seguras sobre a natureza dos antigenos existentes nos

imunocomplexos titulados pelas técnicas usuais.

O método para a pesquisa de imunocomplexos idealizado por Phillips & Draper (1975),
basecado na acidificacdo do soro em estudo seguida de contraimunoeletroforese dupla em meio
hipertdnico, realmente possibilita a detecgdo de imunocomplexos especificos, mas a baixa sensibi-
lidade do método toma-o pouco recomenddvel para os trabalhos de pesquisa. E imperioso, portan-
to, que se desenvolvam meios de se pesquisar, ndo somente 0s anticorpos especificos mas, tambem,
os antigenos especificos do sangue e tecidos do animal infectado e os imunocomplexos formados

as custas dos antigenos do parasita,

As técnicas baseadas no método ELISA (Kelsoe & Weller, 1978, Hillyer & Rios, 1979
Deedler et al., 1980) tém merecido grande atenc¢do no diagnostico das doencas parasitdrias, pois
que o método apresenta sensibilidade semethante a do radioimunoensaio correntemente empre-

gado (Santoro et al., 1978).

Todavia, nenhuma dessas técnicas foi, até agora, adaptada para a pesquisa simultinea de
antigeno, anticorpo e imunocomplexos especiticos.

A técnica por nés desenvolvida, baseada no método de ELISA (Engvall & Perlmann,
1971), possibilitou a pesquisa simultdnea de antigeno, anticorpo ¢ imunocomplexos especificos,
na mesma microplaca, usando como anticorpo de captura F(ab’)2 de camundongo, e, como anti-
geno, a fragdo purificada (F1) de um extrato salino de vermes adultos de S. mansoni (Scapin et al.,

1980).
Ha evidéncias que a fragdo imunogénica Fi provenha do tegumento do verme adulto.

Pesquisas recentes mostram que essa fragao Il pode ainda scr decomposta em trés Outros
componentes (A, B, C), mas ainda ndo dispomos de dados sobre sua importancia na imunopatolo-
gia da doenca. A medida que outros antigenos provenientes do parasita, e de seus ovos, sejam obtl-
dos em forma e com o uso de anticorpo monoclonal, poder-se-d, com a técnica ora desenvolvida,
titular no sangue ¢ tecidos os imunocomplexos especificos de maior interesse na patogenia das
lesdes teciduais encontradas na esquistossomose.

As imunoglobulinas com as caracter{sticas dos anticorpos anti-idiotipos (Ac2) e que pos-
suam “‘imagem intemna do antigeno”, também poderiam ser reveladas por ocasido da pesquisa do
antigeno. Como se sabe, esses anticorpos AcZ, com imagem interna do antigeno, possuem estru-
tura semelhante i do epitope com o qual reage de modo cruzado. Esses Ac2 com imagem interna
do antigeno também chamados Ac2-beta (Jeme) ou “homobodies’’ (Lindermann), possuem deter-
minadas atividades biolégicas que imitam ndo somente a fungdo fisiologica do antigeno mas, tam-

bém, sua configuracdo estérica.

Entre as vantagens da técnica ora apresentada poderiamos citar as seguintes: 1) permitir
a pesquisa simultinea, na mesma placa, do antigeno, do anticorpo e de imunocomplexos especifi-
cos: 2) evitar o uso de radionuclideos, de células vivas e de complemento; 3) ser de execugdo sim-
ples, bastante sensivel e se prestar para estudos em t0dos o0s liquidos bioldgicos.
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SUMMARY

The main steps of a sensitive and quantitative technique for the simultaneous determin-
ation, in the same microplate, of antigen, antibody and specific immune complexes has been
described. The assay involved principles of the double sandwich technique used in the “Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay” (ELISA). The technique proved to be useful for the estimation
of antigen, antibody and specific immune complexes in sera of patients with human chronic

hepato-intestinal schistosomiasis.
Key words: antigen — antibody — immune complexes — ELISA — schistosomiasis
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