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ESTUDOS IMUNOQUIMICOS EM EXTRATOS AQUOSOS DE LARVA E ADULTOS
DE TAENIA SOLIUM

I — IMUNOGENICIDADE E COMPOSICAO ANTIGENICA

E. NASCIMENTO (1) e F. G. ARAUJO (1)

RESUMO

O extrato solivel de escélex foi mais imunogénico que os extratos de liquido,
larva total, Taenia soliwm adulta e membrana na hemaglutinaciio indireta. Todos
apresentaram de 6 a 8 linhas de precipitacdo na dupla difusfo. O extrato de es-
cllex apresentou identidade imunoldgica com todas as linhas de precipitacio
do extrato de membrana e de liquido da larva de Taenia solium.

INTRODUCAO

A cisticercose humana € conhecida desde o
Século XVI, sendo que a neurocisticercose foi
descoberta por RUMLER . Essa é freqiiente
nos paises onde o consumo de carne de suinos
€ mais elevado. Assim, nos paises europeus, a
freqiiéncia é maior na Alemanha, Poldnia, Itd-
lia e Franca. Nos paises asidticos a freqiiéncia
maior € observada na India 5. Nas Ameéricas ela
é largamente distribuida, sendo mais freqiiente
no México, onde a cisticercose é de grande im-
potrtancia por sua fregiiéncia e pelas severas ma-
nifestacfes clinicas causadas. Em 3,5% das au-
tépsias realizadas em pacientes com cisticerco-
se no Hospital Geral da Cidade do México, 1,5%
dds pacientes tinham esta doenca como causa
mortis e, onde ocupou o 9° lugar como causa
mortis 4.

No Brasil, ndo € conhecida a prevaléncia
atual dessa doenga apesar de sua importancia
em nosso meio. Foi verificado que dos pacien-
tes atendidos na Clinica Neuroldgica da Uni-
versidade de SZo Paulo, a incidéncia da neuro-
cisticercose foi de 0,30%, no periodo de 1925 a
19408 ¢ de 0,36%, no periodo de 1940 a 1956 3.
Entre os pacientes que necessitaram internacio
no Hospital das Clinicas de Sfo Paulo no pe-

riodo de 1947 a 1955, 2,98% eram portadores
de neurocisticercose 21. Dados obtidos no Depar-
tamento de Neurologia do Hospital das Clini-
cas da Universidade Federal de Minas Gerais no
periodo de 1964 a 1976, mostraram uma incidén-
cia de 0,55% em pacientes internados com pro-
blemas neuroldgicos decorrentes da infeccdo pe-
lo Cysticercus cellulosae 5.

O diagndstico clinico da cisticercose é pra-
ticamente impossivel de ser feito em pacientes
assintomaticos estando sempre associado as al-
teracOes fisiolégicas causadas pelos cisticercos.
Nos casos de localizag¢fo no sistema nervoso cen-
tral (SNC) ou em infeccbes macicas na mus-
culatura esquelética, o diagndstico radiolégico
vem auxiliar o clinico, mas tal diagndstico cons-
titui problema; isto porgue os parasitos nem
sempre sao evidenciados, havendo necessidade
dos cisticercos estarem calcificados para me-
Ihor deteccdo pelo raio X. Uma tentativa de su-
peracdo dessa dificuldade € a utilizacio de rea-
¢Oes imunoldgicas como forma auxiliar do
diagndstico.

Viarias técnicas s@o usadas para diagnosti-
car a cisticercose, entre elas, temos a fixacio do

(1) Trabalho realizado com o apoio do Conselho de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e da Financia-
dora de Estudos e Projetos (FINEP), no Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias BiolSgicas da Univer-
sidade Federal de Minas Gerais, Caixa Postal, 2486, 30.000 — Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
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complemento (FC) 1,7,8,12,13,22,2¢ hemaglutinacéo
indireta 16,17, imunofluorescéncia indireta !, en-
tretanto, estes Autores usaram como antigeno o
extrato soldivel total ou particulado da larva
de Taenia selium, nio conseguindo especifici-
dade satisfatoria.

No presente trabalho, determinou-se a imu-
nogenicidade, a composicdo antigénica, a con-
centracdo de proteinas e de carboidratos dos
extratos soluveis do C. cellulosae total, escolex,
liquido, membrana e Taenia solium.

MATERIAL E METODOS

Cysticercus cellulosae — foram obtidos do
coragao, lingua e musculos esqueléticos de sui-
nos naturalmente infectados, apds dissecacio
das pecas eles foram lavados em cinco banhos
sucessivos contendo “Phosphate Buffer Saline”
0,15 m pH 7,2 (PBS). Os cisticercos integros 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 pé. Trés gramas de po
assim obtido foram tratados com 100,0 ml de
etanol absoluto a -70°C por 3 vezes com inter-
valos de 3 horas. Em seguida, o processo foi
repetido utilizando-se éter etilico a -70°C. Apds
secagem em estufa 37°C, o material foi suspen-
50 em 15.0 ml de PBS pH 7.2 e ultrasonicado por
3 vezes, durante 1 minuto a 40 hertz, com in-
tervalos de 1 minuto entre cada ultrasonicacio,
seguido de centrifugacéo a 4800 g por 20 minu-
tos a 4°C. O sobrenadante denominado CC, foi
distribuido em aliguotas de 3,0 ml e armazena-
do a -20°C.

Liguido vesicular — o liquido do interior das
vesiculas foi colhido com o auxilio de uma se-
ringa descartdvel, com capacidade para 1,0 ml
adaptada com agulha 15x10. Este procedimento
foi realizado & temperatura ambiente.

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

Membrana — foram obtidas por dissecacio dos
cisticercos com auxilio de bisturi e microsco-
pio estereoscépico. O processo de extracio usa-
do foi 6 mesmo para o CC. O sobrenadante foi
denominado ME.
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Escélex — foram obtidos como ME e o proces-
so de extracdo usado foi o mesmo para CC. O
sobrenadante foi denominado ES.

Taenia solivm; — as T. solium (TS) foram ob-
tidas de pacientes naturalmente infectados e tra-
tados com Niclosamida (Yomesan, Bayer) 18, As
ténias, com excecdo dos escolex foram lavadas
cinco vezes em banhos sucessivos de dgua des-
tilada e mais cinco banhos contendo PBS, lio-
filizadas e trituradas em gral de porcelana até
transformarem-se em po. Trés gramas do po as-
sim obtido foram tratados com a mesma meto-
dologia usada para CC.

Dosagens de proteinas e carboidratos — as do-
sagens de proteinas e carboidratos" dos extratos
foram feitas de acordo com os métodos de
LOWRY & col.? e SEIFTER & col.?. Os resul-
tados foram expressos em miligramas por cis-
ticerco e suas porcentagens em relacio ao cis-
ticerco total.

Obtencio dos imune soros — para imunizacio,
utilizou-se coelhos, machos, albinos com quatro
meses de idade aproximadamente. Foram ino-
culados trés animais para cada extrato. Cada
animal recebeu um indculo contendo 1,0 mg
de proteinas solubilizadas em 1,0 ml de PBS
e emulsionadas com 1,0 ml de Adjuvante In-
completo de Freund (AIF). Os extratos foram
inoculados por via subcutinea nos coxins plan-
tares das patas anteriores e posteriores, sendo
aplicado 0,5 m! da emulsio em cada pata. Aos
21 dias ap6s a inoculacho, uma segunda dose,
contendo o equivalente a 200 mg de proteinas
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 centrifugagio a 170g a 4°C durante 20
minutos e dividido em aliquotas de 8,0 ml, sen-
do conservados a -20°C.

Dupla difusdo — a técnica foi executada segun-
do OUCHTERLONY  sendo utilizadas laminas
de vidro 7,5 x 2,0 cm, revestidas com 2,0 ml de
dgar a 0,1% em dgua destilada. As laminas fo-
ram cobertas com 3,0 ml de agarose a 1% em
PBS 0,1 M pH7, 4, contendo 0.1% de azida sédi-
ca. Apds solidificagdo, foram feitos trés orifi-
cios com 4,0 mm de didmetro em disposicéo
triangular com 6,0 mm de distancia entre si.
Os extratos apresentavam uma concentracio de
proteinas de 4,0 mg/ml e os imune soros fo-
ram diluidos de 1/10 até 1/100, sendo usada a
diluicdo de acordo com a intensidade e visuali-
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zagdo microscopica das precipitacées na dupla
difusio.

Em todas as reacbes, padronizou-se colocar
0 imune soro no orificio do vértice inferior e
os extratos nos orificios superiores. As laminas
eram colocadas imediatamente em camaras
umedecidas com solucdo aquosa de azida sddica
a 0,06% em d&gua destilada, permanecendo du-
rante 48 horas a temperatura ambiente. As 1a-
minas eram lavadas individualmente por trés
dias em placa de Petri 10x2 cm contendo solu-
¢do salina (NaCl 0,15 M), sendo renovadas duas
vezes ao dia. Apds esse tratamento, estas eram
lavadas em dgua destilada pelo mesmo periodo
e fotografadas.

Hemaglutinacio indireta — foi realizada segun-
do BOYDEN2 e STAVITSKY %3, adaptada ao
nosso sistema com a realizacio da técnica em
“Microtiter”. A leitura foi feita apds duas ho-
ras & temperatura ambiente.

RESULTADOS

A Tabela I mostra a concentracio de pro-
teinas e de carboidratos dos extratos soliveis
de LI, ME, ES e as porcentagens de cada um
em relacdo ao extrato total CC. Observamos
que em cada cisticerco as concentracfes de pro-
teinas estdo assim distribuidas LI > ES> ME
e para carboidratos LI > ME > ES.

TABELATI

Dosagem de proteinas e carboidratos nos extratos soltiveis:
Total (CC), Liquido (LI), Membrana (ME) e Escélex (ES)

Extratos  (*) Proteinas (*) Carboidratos
mg/cisticerco Y% meg/cisticerco %
cC 1,29 100,00 1,10 100,00
LI 0,58 44,96 0,54 49,09
ME 0,26 20,15 0,29 26,36
ES 0,45 34,89 0,27 24,55

(*) Média de trés determinactes

A Fig. 1 apresenta os niveis de anticorpos
produzidos em coelhos e detectados pelo teste
de hemaglutinacfo indireta. A média dos titulos
de anticorpos e os desvios padrdes foram cal-
culados usando o antilogaritmo natural.

Com o intuito de analisarmos o relaciona-
mento entre os componentes antigénicos dos
extratos de C. cellulosae total (CC), liquido da
vesicula (LI), membrana (ME) e escélex (ES),

tomamos por padrio um antigeno e seu imune
soro homdlogo, frente aos demais antigenos.

Na Fig. 2 e Tabela II, observamos as rea-
¢Oes entre os imune soros antiLI, antiME e
anti-ES, e os antigenos LI, ME e ES na dupla
difuséo. Em tais reacdes observamos também
o relacionamento antigénico de identidade to-
tal, parcial e falta de identidade entre os ex-
tratos antigénicos das partes da larva de Taenia
solium.
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Fig. 1 — Variagiio dos niveis de anticorpos determinados

pelo teste de hemaglutinagfio indireta em soros de coelhos

imunizados com 1,0 mg de proteinas dos extratos soliveis

de Escolex (ES), Liquido (LI), cisticerco Cysticercus cellu-

losae total (CC), Taenia solium (TS) e Membrana (ME)
em Adjuvant Incompleto de Freund v/v

DISCUSSAO

O Cysticercus cellulosae pode ser dividido

‘facilmente em trés partes; Liquido (LI), Mem-

brana (ME) e Escélex (ES). Dessas partes,
mais o C. cellulosae total (CC) extrairam-se
componentes soluveis, cujas concentracées em
proteinas e carboidratos estdo representados na
Tabela I. Na revisdo da literatura realizada pa-
ra o presente trabalho ndo foi encontrada qual-
quer referéncia sobre a concentracio de pro-
teinas e carboidratos nesses extratos, nfio per-
mitindo portanto qualquer tipo de comparacéo
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Fig, 2 — Dmpla difusio e diagramas mosttando ss linhas

de precipitacio entre os antigenes de Liguido (AgLI Ag

- anligenn), Membrana (AgME) Escilex [(AgES) e seus

imune soros homologos ALL, AME o AES (A = anlicorpo)
e Teligio  aos  mesmos  antigonos

com 0s dados ji conhecidos, constituindo por-
tanto nossos dados, os primeiros relatos. A me-
todologia empregada para separacio do C, eellu-
losae e extracio da parte soluvel foi eficag, per-
mitindo basicamente a preservacao de seus cons-
tituintes na forma nativa.

Entre os extratos CC, LI, ME ¢ ES, procu-
ramos medir a capacidade estimuladora da sin-
tese de anticorpos. Verificamos que os soros
obtidos de coelhos imunizados com o extrato
ES e LI apresentaram maiores titulos de anti-
corpos defectdveis pelo teste de hemaglutinacio
indireta. Apesar da menor imunogenicidade, os
demais extratos também induziram a forma-
¢ao de anticorpos. O fato do extrato ME en
contrar-se entre 0s menos imunogénicos dos ex-
tratos testados, permite elaborar-se a hipotese
de gue, em algumas infecgies por Cysticercus
cellulosae a fraca reacio inflamatdria em tor-
no da larva, quando ela estd viva nos tecidos,
se deve a baixa capacidade que o extrato de
membrana apresenta em induzir a sintese de
anticorpos. Tal hipotese é coerente com as ob-
servagies de FLISSER & col.® nas guais apro-
wimadamente 50% dos pacientes com cisticer-
cose comprovada nio tiveram anticorpos con-
tra C. cellulosae detectiaveis pela imunoeletro-
forese.,

TABELA II
(*)y Rengies de dupla difusio entre os antigenos LI, ME, ES e seus imune soros homologos omo relagho wos  mesmos
antigenos
Mo de linhas Antigencs Identidades antigénicas
Livmirmis ohtides  nas compirados Mo de linhas
reaghes  espo- frente aos obtidas Total Parcial Ausénela
eilioas imumne  poros
ApLI-anti-LI Anti-LT
L, T M 5 1 i 3
L. 7 ES B 3 i I
ApME-anti-ME Anki-ME
L, fi LI 7 4 ] 2
L, [ ns T 4] 1 1
ApES.anti-ES Anti-ES
L, 8 LI T B 2
L, i ME fi § - 1

(*) Resumo da Pig, 2

A alta capacidade imunogénica do extrato
ES, como pode ser ohservada com clareza na
Fig. 1 demonstra a existéncia no escdlex de al-
guns componentes antigénicos responsdveis por
parte da resposta imune na cisticercose, Em or-
dem decrescente de imunogenicidade o liquido
ocupou a segunda posicio (Fig. 1). Esse dado
nao nos surpreendeu visto gque ele é concordan-

a6

te com o trabalho de MACHNICKA Y, gue obte-
ve bons resultados usando o liguido da vesicu-
la como antigeno no teste de hemaglutinacio
indireta para detectar anticorpos anticisticercos.

A baixa Imunogenicidade observada para os
extratos CC e TS poderia ser explicada pelo
mimere e concentracao de seus componentes
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antigénicos. Tais fatores poderiam levar a uma
competicdo antigénica resultando em menor
quantidade de anticorpos induzidos pelo extrato
total ert relagdo ao observado nos animais que
foram imunizados com as partes do. C. cellulo-
sae. Alternativamente, os extratos totais pode-
riam conter entre seus componentes algum fa-
tor com atividade indutora da imunossupresséo,
ultrapassando a capacidade indutora da sinte-
se de anticorpos dos demais componentes. Hi-
poétese semelhante foi sugerida por FLISSER &
col.b, em pacientes com cisticercose.

Na determinacido da composicio antigénica
desses extratos, a ME foi a que apresentou
menor numero de linhas de precipitacio segui-
do dos extratos CC, LI e ES, com maior mime-
ro de linhas na dupla difusdo. Esses resultados
ndo concordam com o0s dados de ZYNGIER 25
que obteve 5 linhas na dupla difusdo com o ex-
trato total da larva de T. solium.

No relagionamento antigénico entre os com-
ponentes da larva estdo presente varias linhas
de precipitacdo com identidade antigénicas, com
excecio das reacOes entre o imune soro anti-LI
e antigeno da ME, onde sfo observadas trés li-
nhas com auséncia de identidade, uma com
identidade parcial e outra com identidade total,
sugerindo que existem diferencas entre os com-
ponentes antigénicos da membrana e do ligui-
do (Fig. 2 e Tabela II). Estas diferencas esto
também evidentes quando o imune soro anti-
ME reage com o antigeno de LI, apresentando
simultaneamente 2 linhas com identidade par-
cial e 2 com auséncia de identidade. Nas de-
mais reacdes houve predominio de identidades
soroldgicas.

O antigeno ES além e apresentar menor nu-
mero de linhas com auséncia de identidade,
quando comparado aos antigenos LI, ME (Fig.
2, Tabela II), foi o que se identificou com to-
dos os componentes antigénicos do LI e da ME,
como pode ser observado nas laminas L, e L
(Fig. 2).

Um fato curioso foi observado na reacio
homdéloga ME-anti-ME onde detectamos 6 li-
nhas de precipitacdo. Entretanto, quando o imu-
ne soro anti-ME foi colocado frente aos antige-
nos LI e ES observamos em ambos 7 linhas de
brecipitagcio (Fig. 2 e Tabela II). Tal fato po-
deria ser explicado pela producio de anticor-
Pos especificos para um inico componente da

membrana que por sua vez detectaria um ou
mais antigenos do LI ou do ES devido & seme-
lhanga de determinantes antigénicos na molécu-
la. Outra hipétese seria a de due o antigeno
ME, possivelmente devido a sua complexa na-
tureza quimica ou o imune soro anti-ME, nio
estaria em concentracdo Gtima para ocorrer
formagdo do complexo Ag-Ac, com conseqiien-
te precipitacdo.

SUMMARY
Immunochemical studies on agqueous extracis
of the larvae and adults of Taenia solium. I —
Immunogenicity and antigenic composition

Aqueous extracts were prepared from adult
Taenia solium without a scolex, whole larvae
(Cysticercus cellulosae), and from parts of the
larvae (vesicular liquid, membrane, scolices).
Vesicular liquid accounted for 4496% of pro-
tein and 49.09% of carbohydrate extracted from
cysticerci. The larval membrane consisted of
20.15% of protein and 26.36% of carbohydrate
contents of a cysticercus, whereas, scolices
34.89% and 2455% 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 liquid
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 6-3 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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