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ESTUDOS IMUNOQUíMICOS EM EXTRATOS AQUOSOS DE IARVA E ADULTOS
DE TAENIA SOLIUM

I - IMUNOGENICIDADE E COMPOSIÇÃO ANTIGÊNICA

E. NASCIMENTO (t) e F., c. Ä-RAúJO (1)

RESUMO

O extrato solúvel de escólex foi mais imunogênico que os extratos de líquido,
larva total, Taenia solium adulta e membrana na hemaglutinação indireta. Todos
apresentaram de 6 a B linhas de precipitação na dupla difusão. o extrato de es-
cóIex apresentou identidade imunológica com todas as linhas de precipitação
do extrato de membrana e de líquido da larva de Taenia solium.

A cisticercose humana é conhecida desde o
Século XVf, sendo que a neurocisticercose foi
descoberta por RUMLER le. Essa é freqüente
nos paÍses onde o consumo de carne de suínos
é mais elevado. Assim, nos países europeus, a
freqtiência é maior na Alemanha, Polônia, Itá-
lia e França. Nos países asiáticos a freqüência
maior é observada na fndia rs. Nas Américas ela
é largamente distribuida, sendo mais freqüente
no México, onde a cisticercose é de grande im-
poftância por sua freqüência e pelas severas ma-
niiestações clínicas causadas. Em 3,50/o das au-
tópsias realizadas em pacientes com cisticerco-
se no Hospital Geral da Cidade do México, l,\Vo
dos pacientes tinham esta doença como causa
mortis e, onde ocupou o 9." lugar como causa
mortis +.

No Brasil, não é conhecida a prevalência
atual dessa doença apesar de sua importância
em nosso meio. Foi verificado que dos pacien-
tes atendidos na Clínica Neurológica da Uni-
versidade de São Paulo, a incidência da neuro-
cisticercose foi de 0,30%, no perÍodo de 1925 a
19408 e de 0,36%, no perÍodo de 1940 a 19563.
Entre os pacientes que necessitaram internação
no Hospital das ClÍnicas de São Paulo no pe-
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INTRODUçÃO

riodo de L947 a 1955, 2,98% eram portadores
de neurocisticercose 21. Dados obtidos no Depar-
tamento de Neurologia do Hospital das Clíni-
cas da Universidade Federal de Minas Gerais no
período de 1964 a L976, mostraram uma incidên-
cia de 0,557o em pacientes internados com pro-
blemas neurológicos decorrentes da infecçáo pe-
lo Cysticercus cellulosaes.

O diagnóstico clínico da cisticercose é pra-
ticamente impossível de ser feito em pacientes
assintomáticos estando sempre associado às al-
terações fisiológicas causadas pelos cisticercos.
Nos casos de localização no sistema nervoso cen-
tral (SNC) ou em infecções maciças na mus-
culatura esquelética, o diagnóstico radiológico
vem auxiliar o clínico, mas tal diagnóstico cons-
titui problema; isto porque os parasitos nem
sempre são evidenciados, havendo necessidade
dos cisticercos estarem calcificados para me-
lhor detecçáo pelo raio X. Uma tentativa de su-
peraçáo dessa dificuldade é a utilizaçáo de rea-
ções imunológicas como forma auxiliar do
diagnóstico.

Várias técnicas são usadas para diagnosti-
car a cisticercose, entre elas, temos a fixação do

(1) Tlabalho realizado com o apoio do conselho de Desenvolvimento cientÍfico e Tecnológico (cNpq) e da Financia-
dora de Estudos e Projetos (FINEP), no Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciências Biológicas da Univer-
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complemento (FC) 7,7,8,12'13,22'24, hemaglutinaçáo
indireta 16,17, imunofluorescência 'trdtt"¡¿ tr, en-
tretanto, estes Autores usaram como antígeno o
extrato solúvel total ou particulado da larva
de Taenia solium, não conseguindo especifici-
dade satisfatória.

No presente trabalho, determinou-se a imu-
nogenicidade, a composição antigênica, a con-
centração de proteínas e de carboidratos dos
extratos solúveis do C. celiulosae total, escólex,
líquido, membrana e Taenia solium.

MATERIAI, E MÉTODOS

Cysúicercus ceilulosae - foram obtidos do
coração, língua e músculos esqueléticos de suí-
nos naturalmente infectados, após dissecaçáo
das peças eles foram lavados em cinco banhos
sucessÍvos contendo "Phosphate Buffer Saline"
0,15 m pH 7,2 (PBS). Os cisticercos Íntegros fo-
ram colocados em frascos tipo penicilina e con-
gelados a -70'C por 12 horas. A seguir foram lio-
filizados e triturados em gral de porcelana até
transformarem-se em pó. Três gramas de pó
assim obtido foram tratados com 100,0 mt de
etanol absoluto a -70'C por 3 vezes com inter-
valos de 3 horas. Em seguida, o processo foi
repetido utilizando-se éter etÍIico a -70.C. Após
secagem em estufa 37'C, o material foi suspen-
so em 15.0 mI de PBS pH 7.2 e ultrasonicado por
3 vezes, durante I minuto a 40 hertz, com in.
tervalos de 1 minuto entre cada ultrasonicação,
seguido de centrifugaçáo a 4800 g por 20 minu-
tos a 4"C. O sobrenadante denominado CC, foi
distribuído em alíquotas de 3,0 mt e arrnãzenà-
do a -20"C.

Líquido vesicular - o líquido do interior das
vesículas foi colhido com o auxílio de uma se-
ringa descartável, com capacidade para 1,0 ml
adaptada com agulha 15x10. Este procedimento
foi realizado à temperatura ambiente.

O processo de deslipidizaçáo foi o mesmo
usado para o extrato CC. O sedimento foi res-
suspenso num volume de PBS igual à metade
do volume inicial do líquido. Centrifugado a
4800 g e o sobrenadante, denominado LI foi ar-
mazenado a -20.C em alíquotas de 3,0 ml.

Mernbrana - foram obtidas por dissecaçáo dos
cisticercos com auxíIio de bisturi e microscó-
pio estereoscópico. O processo de extração usa-
do foi o mesmo para o CC. O soþrenadante foi
denominado ME.

Ilscólex - foram obtidos como ME e o proces-
so de extraçáo usado foi o mesmo para CC. O
sobrenadante foi denominado ES.

Taenia soliumr - as T. soliurn (TS) foram ob-
tidas de pacientes naturalmente infectados e tra-
tados com Niclosamida (Yomesan, Bayer) ts. Ag
tênias, com exceção dos escólex foram lavadas
cinco vezes em banhos sucessivos de água des-

tilada e mais cinco banhos contendo PBS, lio-
filizadas e trituradas em gral de porcelana até
transformarem-se em pó. Três gramas do pó as-

sim obtido foram tratados com a mesma meto-
dologia usada para CC.

Dosagens de proteínas e carboidratos - as do-
sagens de proteínas e carboidratos dos extratos
foram feitas de acordo com os métodos de
LOWRY & col. s e SEIFIER & col.20. Os resul-
tados foram expressos em miligramas por cis-
ticerco e suas porcentagens em relação ao cis-
ticerco total.

Obtenção dos imune soros - para imunização,
utilizou-se coelhos, machos, albinos. com quatro
meses de idade aproximadamente. Foram ino-
culados três animais para cada extrato. Cada
animal recebeu um inóculo contendo 1,0 mg
de proteínas solubilizadas em 1,0 ml d.e PBS
e emulsionadas com 1,0 ml de Adjuvante In-
completo de Freund (AIF). Os extratos foram
inoculados por via subcutânea nos coxins plan-
tares das patas anteriores e posteriores, sendo
apiicado 0,5 ml da emulsão em cada pata. Aos
21 diâs após a inoculação, uma segunda dose,
contendo o equivalente a 200 mg de proteínas
em 0,2 ml de PBS foi inoculada subcutanea-
mente no abdome. Foram colhidas amostras de
sangue no 21.' e 28." dias, sendo o soro separa-
do por centrifugação a 1709 a 4.C durante 20
minutos e dividido em alíquotas de 8,0 ml, sen-
do conservados a -20"C.

Dupla difusão - a técnica foi executada segun-
do OUCHTERLONY r4 sendo utilizadas lâminas
de vidro 7,5 x 2,0 cm, revestidas com 2,0 ml de
ágar a 0,7Vo em água destilada. As lâmÍnas fo-
ram cobertas com 3,0 ml de agarose a IVo em
PBS 0,1 M pH?, 4, contendo 0.1'olo de azida sódi
ca. Após solidificação, foram feitos três orifÍ-
cios com 4,0 mm de diâmetro em disposição
triangular com 6,0 mm de distância entre si.
Os extratos apresentavam uma concentração de
proteínas de 4,0 mg/mL e os imune soros fo-
ram diluídos de 1,210 até L/L00, sendo usada a
diluição de acordo com a intensidade e visuali-
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zação microscópica das precipitações na dupla
difusão.

Em todas as reações, pâdronizou.se colocar
o imune soro no orifício do vértice inferior e
os extratos nos orifícios superiores. As lâminas
eram colocadas imediatamente em câmaras
urned.ecicias com soluçáo aquosa de azida sódica
a 0,057o em água destilada, permanecendo du-
rante 48 horas à temperatura ambiente. As 1â.

minas eram lavadas individualmente por três
dias em placa de Petri 10x2 cm contendo solu-
ção salina (NaCl 0,15 M), sendo renovadas duas
vezes ao dia. Após esse tratamento, estas eram
Iavadas em água destilada pelo mesmo período
e fotografadas.

Ilemaglutinação indireúa - foi realizadâ segun-
do BOYDEN 2 e STAVITSKY 23, adaptada ao
nosso sistema com a realizaçã"o da técnica em
"Microtiter". A leitura foi feita após duas ho.
ras à temperatura ambiente.

RESI]LTAÐOS

A Tabela I mostra a concentração de pro-
teínas e de carboidratos dos extratos solúveis
de LI, ME, ES e as porcentagens de cada um
em relação ao extrato total CC. Observamos
que em cada cisticerco as concentrações de pro-
teínas estão assim distribuÍdas LI > ES> ME
e para carboidratos LI > ME > ES.

TABELA I
Dosagem de proteínas e catboidratos nos extratos solúveis:
Total (CC), LÍquido (LI), Membrana (ME) e Bss61.* 1tt,

tomamos por padrão um antígeno e seu imune
soro homóIogo, frente aos demais antígenos.

Na Fig. 2 e Tabela II, observamos as rea-
ções entre os imune soros anti LI, antÍ-ME e
antiES, e os antígenos LI, ME e ES na dupla
difusáo. Em tais reações observamos também
o relacionamento antigênico de identidacie to-
tal, parcial e falta de identidade entre os ex-
tratos antigênicos das partes da larva de Taenia
solium.

Extratos (*) P¡oteÍnas
ño /¡icf iêarô^

cc t,29
LI 0,58

ME 0,26
ES 0,45

(*) Média de três determinações

A Fig. 1 apresenta os nÍveis de anticorpos
produzidos em coelhos e detectados pelo teste
de hemaglutinação indireta. A média dos títulos
de anticorpos e os desvios padrões foram cal-
culados usando o antilogaritmo natural.

Com o intuito de analisarmos o relaciona-
mento entre os componentes antÍgênicos dos
extratos de C. cellulosae total (CC), líquido da
vesícula (LI), membrana (ME) e escólex (ES),

100,00

44,96

20,15

34,89

(*) Carboidratos
mg/cisticerco

1,10

0,54

0,29

0,2't

Fig. 1 - Variação dos nÍveis de anticorpos determinad.os
pelo teste de hemaglutinaçáo indireta em soros de coelhos
imunizados com 1,0 mg de proteÍnas dos extratos solúveis
do Escólex (ES), Liquido (LI), cisticerco Cysticercus cellu.
losae total (CC), Taenia solium (TS) e Membrana (ME)

em Adjuvant Incompleto de Freund v/v

DISCUSSÃO

O Cysúicercus cellulosae pode ser dividid.o
facilmente em três partes; Líquido (LI), Mem_
brana (ME) e Escólex (ES). Dessas partes,
mais o C. cellulosae total (CC) extrairam_se
componentes solúveis, cujas concentrações em
proteÍnas e carboidratos estão representados na
Tabela I. Na revisáo da literatura realizada pa-
ra o presente trabalho não foi encontrada qual-
quer referência sobre a concentração de pro-
teínas e carboidratos nesses extratos, não per-
mitindo portanto qualquer tipo de comparação

eÃ{

100,00
40 ôo

26,36

24.55
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antigênicos. Tais fatores poderiam levar a uma
competição antigênica resultando em menor
quantidade de anticorpos induzidos pelo extrato
total erri relação ao observado nos animais que
foram ;iinunizados com as partes cío C. cellulo-
sae. Alternativamente, os extratos totais pode-
riam conter entre seus componentes algum fâ-
tor com atividade indutora da imunossupressáo,
ultrapassando a capacidade indutora da sínte-
se de anticorpos dos demais componentes. Hi-
pótese semelhante foi sugerida por FLISSER, &
col.6, em pacientes com cisticercose.

Na determinação da composição antigênica
desses extratos, a ME foi a que apresentou
menor número de linhas de precipitação segui-
do dos extratos CC, LI e ES, com maior núme-
ro de linhas na dupla difusáo. Esses resultados
não concordam com os dados de ZyNGIER¡
que obteve 5 linhas na dupla difusão com o ex-
trato total da larva de T. solium.

No relaôionamento antigênico entre os com-
ponentes da larva estão presente várias linhas
de precipitação com identidade antigênicas, com
exceção das reações entre o imune soro anti-Ll
e antígeno da ME, onde sáo observadas três li-
nhas com ausência de identidade, uma com
identidade parcial e outra com identidade total,
sugerindo que existem diferenças entre os com-
ponentes antigênicos da membrana e do líqui-
do (Fig. 2 e Tabela II). Estas diferenças estáo
também evidentes quando o imune soro anti-
ME reage com o antígeno de LI, apresentando
simultaneamente 2 linhas com identidade par-
cial e 2 com ausência de identidade. Nas de-
mais reações houve predomínio de identidades
sorológicas.

O antígeno ES além e apresentar menor nú-
mero de linhas com ausência de identidade,
quando comparado aos antÍgenos LI, ME (Fig.
2, Tabela II), foi o que se identificou com to-
dos os componentes antigênicos do LI e da ME,
como pode ser observado nas lâminas L. e Lo
(FÍe. 2).

Um fato curioso foi observado na reação
homóloga ME-anti-ME onde detectamos 6 li-
nhas de precipitação. Entretanto, quando o imu-
ne soro anti-ME foi colocado frente aos antíge.
nos LI e ES observamos em ambos 7 linhas de
preciprração (Fig. 2 e Tabela II). Tal fato po-
deria ser explicado pela produção de anticor-
pos específicos para um único componente da

membrana que por sua vez detectaria um ou
mais antígenos do LI ou do ES devido à seme-
lhança de determinantes antigênicos na molécu_
la. Outra hipótese seria a de que o antígeno
ME, possivelmente devido a sua complexa na_
ttJîeza química ou o imune soro anti-ME, náo
estaria em concentração ótima para ocorrer
formação do complexo Ag-Ac, com conseqùen-
te precipitaçáo.

SUMMARY
Immunochemical studies on aqueous extracfs
of the larvae and adults of Taenia solium. I _

Immunogenicity and anúigenic composition

Aqueous extracts were prepared from adult
Taenia solium without a scolex, whole larvae
(Cysúicercus cellulosae), and from parts of the
larvae (vesicular liquid, membrane, scolices).
Vesicular liquid accounted for 44.96Vo of pro_
tein and 49.09% of carbohydrate extracted from
cysticerci. The larval membrane consisted of
20.l5Vo of protein and, 26.86% of carbohydrate
contents of a cysticercus, .whereas, scolices
34.89% and 24.55Vo respectively. Indirect hae_
magglutination'tests were performed 28 days
after rabbits had been inoculated with differ_
ent aqueous extracts. Very high antibody level
was recorded in animals that received. scolex
extracts. Moderate antibody titres were observ_
ed in rabbits inoculated with vesicular lÍquid.
extracts. Animals inoculated with extracts de_
rived from whole (apart from scolices) adults,
whole larvae or larval membranes gave low im_
munological responses. The various aqueous
extracts produced 6-8 precipitation lines in dou-
ble diffusion Ouchterlony tests. Extracts from
scolices showed antigenicity identical with all
the precipitation lines produced by membrane
and vesicular liquid extracts.
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