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SUMARIO: A infecg@o humana por tarvas de Toxocara canis, um dos nematdides intestinais do cao, leva
a uma sindroma clinica caracterizada por febre, anorexia, hepatomegalia, tosse e eosinofilia conhecida
por Larva Migrans Visceral (LMV). O diagndstico da LMV ¢ baseado em reacies sorolégicas ja que ndo ha
eliminagéo de ovos e/ou larvas pelo hospedeiro humano. Desde o estudo feito por de SAVIGNY (1975) as
antigenos mais recentemente utilizados para o diagndstico da LMV s&o os produtos metabdlicos, os
quais sao eliminados de larvas do 3¢ estagio de T. canis cultivadas in vitro sendo denominados antigenos
excretor-secretor (TES). Ainda que as larvas possam ser cultivadas por até 18 meses. um dos fatores
limitantes ao estudo de tais antigenos tem sido a baixa concentragio protéica obtida. O presente trabalho
fot desenvolvido com o abjetivo de obter soro hiperimune especifico a partir de fracdes do antigeno TES
presentes em baixa concentragdo protéica e imobilizadas em membrana de nitracelulose. Vinte e sete
camundongos foram imunizados com fragées de extrato TES de mobilidade retativa proxima de 100 kDa.
ApGs anestesia, 2 tridngulos de aproximadamente 0,3 mm? de area contendo as fraches foram inseridos
abaixo da capsula do bago, com auxilio de uma agulha. Os animais foram imunizados por 2 vezes
consecutivas, com intervalo de 15 dias. A revelagio imunoenzimatica de membrana de nitrocelulase
contendo o extrato TES total, observou-se 0 aparecimento de varias bandas de peso molecular mais baixo
daquele para o qual os anticorpos foram gerados, evidenciando néa sé a eficiéncia da Hmunizagdo bem
como sugerindo que ha repeticdo de epitopos neste extrato.

PALAVRAS - CHAVE: Toxocara canis, antigeno excretor-secretar, imunizagao intra-esplénica, western
blotting.

INTRODUCAO Desde o estudo feito por de SAVIGNY (1975} os antigenos

mais utilizados sdo os produtos metabdlicos. os quals sio
eliminados de larvas do 3 estdgio de T eanis cultivadas in

A infecgdo humana por larvas de Toxecara canis, um dos
nematdides intestinais do ciio, leva a uma sindroma clinica
caracterizada por febre, anorexia, hepatomegalia, Losse ¢
cosinofilia conhecida por Larva Migrans Visceral (LM V).

O diagnostico da LMV ¢ baseado em reagdes sorolégicas
ja que ndo hd eliminagdo de avos c/ou larvas pelo hospedeiro
humano. Os testes sorologicos variam em sensibilidade e
especificidade devido a diferengas quanto a defini¢io de titulo
diagnéstico, modificagdes téenicas introduzidas nos
laboratorios ¢ principalmente quanto ao extrato antigénico
utilizado (GLICKMAN & SCHANTZ, 1981,

vitro sendo denominados antigenes excretor-secretor- TES
(SCHANTZ, 1989).

Os antigenos TES constituem-se numa mistura complexa
de glicoproteinas ({SUGANE & OSHIMA. 1983 MAIZELS o/
alii, 1984: MEGHIT & MAIZELS, 1986) € ndo parecem ser
género ou espéeie-especificos pois amostras de soro de
pacientes com diversas parasitoses particularmente ascariase.,
estrongifoidiase, hidatidose, esquistossomiase e [ilariase
apresentam reagdo cruzada com aqueles antigenos (MAIZELS
et aflii, 1984; LYNCH er «lii, 1988 SCHANTZ, 1989:
MAGNAVA L eralii, 1991, CAMARGO er afii. 1992,
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Além disto, certos determinantes antigénicos glicosilados
sdo repetidos nas moléculas nativas de TES e nflo parecem
ser produtes de um precursor ou devido a degradagio
(MAIZELS et alii, 1987).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais resultou
em aumento da especificidade dos métodos soroldgicos porém
sdo de dificil produgio e podem ser direcionados a epitopos
sensiveis as condigdes de SDS-PAGE e transferéncia. Assim,
anticorpos monoespecificos policlonais podem ser mais
Interessantes para determinados estudos (KNUDSEN, 1985).

Embora as larvas de 7° canis possam ser cultivadas por até
18 meses (de SAVIGNY. 1973) um dos latores Hmitantes ao
estudo de tals antigenos tem sido a baixa concentragio protéica
obtida. Cada larva produz, em média, 2ng de antigenos TES ao
dia (MAGNAVAL ef alii, 1994) dificultando sua ampla aplicagio
para o diagndstico da LMV

() fracionamente dos antigenos TES por cromatografia
objetivando aumento da especificidade das provas
diagndsticas, torna-se inviavel devido a dificuldade em obté-
los em grande quantidade. A obtenglo de soro hiperimune
pode ser (il para o aprimoramento do diagnostico da Larva
Migrans Visceral.

A munizacio de animais com antigenos presentes apenas
em concentragdo de nanogramas requer consideragdes
especials quanto a via e forma de administragio dos antigenos
(NILSSON erafii, 1987).

A andlise eletroforética dos antigenos TES em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e por "western blotting” (WEB)
demonstrou a existéncia de 5 a 20 fragoes de Mobilidade relativa
{Mr) entre 24 e 400 kDa (MAIZELS e afii, 1984; LYNCH ¢/
alii, 1988), Sete fragdes imunogénicas observadas no WB por
MAGNAVAL e alii (1991) foram consideradas mais
impaortantles para o diagnéstico da LMV sendo divididas em 2
grupos distintos: fragdes de alto peso molecular,
compreendendo as fragdes de Mr de 200, 147 ¢ 132 kDa e
fragdes de baixo peso molecular com Mrde 35, 30,28 e 24 kDa.

O presente trabalho {ot desenvolvido com o objetivo de
obter soro hiperimune especifico a partir de fragGes do extrato
antigénico TES separados por SD'S-PAGE, presentes em baixa
concentragdo protéica e imobilizadas em membrana de
nitrocelulose.

MATERIAL E METODOS

Produgao de extrato antigénico excretor-secretor de Toxocara
canis (TES): Exemplares adultos de 7 canis foram obtidos de
ches de até 2 meses de idade, através do tratamento com adipato
de piperazina (100mg/kg P.V.). Inicialmente as fémeas adultas
dos vermes foram lavadas em dgua correnle e em solugdo
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fisiologica e os ovos obtidos através da dissecagao do Gtero
foram colocados em estufa (28°C), por 30 dias, em solugio de
formalina a 2%, para embrionamento, A obtengdo do TES a
partir das larvas mantidas em cultivo foi realizada segundo de
SAVIGNY (1975). Resumidamente, os ovos embrionados foram
tratados por 10 a 15 min com solugdo de hipoclorito de sodio
5% para a eliminacdo da capa protéica e a seguir rompidos par
agitagdo forte com pérolas de vidro por 15-30 min, para iberagao
das larvas (L.} us quais foram concentradas em aparelho de
Baermann modificado por 2 a 2,5 h, sendo a seguir cothidas e
mantidas a 37°C e¢m meio minimo de Eagle contendo
antibiéticos. A cada 7 dias, o meio de cultura loi
cuidadosamente aspirado ¢ estocado a -20°C. (O meio assim
obtido foi centrifugado a 2.000 g/10 min e o sobrenadantc foi
concentrado em aparelho concentrador (AMICON -membrana
YM10). O concentrado toi dialisado em agua bidestilada por
24 a 30 h/4°C vindo entdo a constituir o extrato antigénico
TES o qual foi conservado em aliquotas a -70°C.

Produgio de extrato antigénico da forma adulta de Ascaris
suutit (AS): Exemplares adullos de A. suum foram obtidos em
frigorifico (FISA} sendo processados segundo CAMARGO
et alif (1992). Resumidamente, os parasitas foram cortados
com tesoura e bisturi , macerados em gral ¢ posteriormente
passados em homogeneizadores de tecidos tipo “Mixer” ¢
tipo “Potter”. O extrato obtido foi rransferido para tubos de
centrifugagio sendo adicionada solugdo de NaOH 1M ¢
promovida a agitagfio manual. A seguir o extrato foi neutralizado
com [ICI IN ¢ centrifugado o 1.500g/ 1h/4°C. O sobrenadante
foi colhido e filtrado em seringas com membrana de 22 nm
{Millipore). Ao filtrado foi adicionado 1/3 do volume total de
éter sulfirico, com agitagdo periddica por 16 h/4°C, para retirada
de lipideos. A seguir v extrato foi centrifugado a 30.000 g/30
min/4°C, desprezando-se a camada superticial de lipideos. O
sobrenadante, que constituiu-se no extrato AS, toi colhido e
conservado em aliquolas a -70°C.

Avaliacfio da reatividade imunogénica através do Western blotting
{WB): As proteinas contidas no extrato TES foram fracionadas
através da téenica de SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970; STUDIER,
1973) em gradiente de 5 a 15%, em tampdo Tris/HC10.375M. pH
8,8, partindo-se de 1 mg de extrato TES. A transferéncia para
membrana de nitrocelulose (TOWBIN et afii, 1979) foi realizada
em céhula de transferéncia “Serni-dry eletrophoretic cell” {Bio-rad),
em tampio Trs/Ghicina 25 mM, pH 8.3,

Para analise inmunoenzimatica, as membranas foram blogueadas
por 2 h com tampdo PBS acrescide de 5% de leite em po
desnatado e incubadas por 1,5 h comt o soro a ser testado.
Apds a incubagao por 1h com o conjugado (anti-1gG humana
e anti Ig(G de camundongo marcada com peroxidase. na diluigio
1/3.000), a reagdio foi revelada com uma solugdo cromogena
constituida de PBS contendo 0,15% de perdxido de hidrogénio
2 0,0165% de diaminobenzidina. Apds a adigio dos soros ¢ do
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Imunizagao de camundongos com antigeno de 7. canis.

conjugado. as tiras foram lavadas 4 vezes por 10 minutos cada
uma com tampao PBS acrescido de 5% de leite em p6
desnatado.

A reatividade imunogénica das dilerentes fracdes do extrato
TES fot avaliada com uma amostra de soro humanao de paciente
com suspeita clinica e diagnéstico sorolégico positivo para LMV,
Utilizou-se também uma amostra do anticorpo monoclonal Ten26
(BOWMAN ef ofif 1987) diluido 1/100, Neste caso utilizou-se o
compugado constituide de anti-IgM de camundongo marcado
com peroxidase na diluigio 1/1.000.

Imunizagio Intra-esplénica: Para a sensibilizagio intra-
esplénica realizada segundo NILSSON er alii (1987), foram
utilizados 27 camundongos CH3 Rock feller machos, com peso
médio entre 45 e 50 g, 08 quais tiveram amostras de suas fezes
submetidas ao exame coproparasitolégico no inicio e no final
do experimento, ndo se conslatando presenca de ovos, larvas
ou oocistos de parasitas. Os animais foram imunizados por
duas vezes consecutivas, com intervalo de 15 dias, com 2
trizngulos de aproximadamente 0.3 mm® de area contendo a
tragdo de =100 kDa do extrato antigénico TES, inseridos abaixo
da capsula do bago, com auxilio de uma agulha. Para tal, os
animais foram anestesiados com cloridrato de xilasina a 31%e
quciamina a 0.4%, 1.M.; a abordagem cirargica foi feita pela
regiio paralombar. Como grupo controle 3 animais foram
imunizados com membrana de nitrocelulose submetida as
mesmas condigdes de transferéncia porém, sem o extrato TES.
A colheita de sangue foi feita 15 dias apds a sensibilizacio,
por mcio do plexo braquial direito, com os animais sedados
com éter etilico. A evidenciagao da eficiéncia da imunizagiio
tor realizada através da téenica do WB com "pool”do soro dos
camundongos diluido 1/80).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O volume médio de soro tatal obtido dos camundongos
imunizados foi de 400 pl. Comparando-se 4 produgio de
anticorpos monoclonais, por resultar em volume relativamente
grande e tratar-se de método mais facil de producao de soro
monoespecifico, a imunizagdo intra-esplénica pode ser
alternativa mais pratica aquele método,

A Figura 1 apresenta a andlise imunoenzimatica de soro de
um paciente com suspeita clinica de LMV, Observa-se o
reconhecimento de varias bandas conforme descrigdes
anteriores (MAIZELS et alii, 1984: LYNCH ¢¢ alit, 1988;
MAGNAVAL et alii, 1994). Estudos realizados por alguns
autores sugerem que as fragdes protéicas de Mralta (120, 132,
147 ¢ 200 kDa) e de Mr baixa (24,28,32 ¢ 35 kDa) devam estar
dentre as mais especificas de 7 canis (MAIZELS et alii, 1984,
MAGNAVAL er alii, 1991;1994). Por este motivo, para a

23

Figura 1 - Western blotting de extrato ES {1 mg) de Toxocara canis.
{a) scro de paciente com suspeita clinica e diagnastico positivo para
Larva Migrans Viscerai diluido 1/320. A chave indica as fragdes de
mobilidade relativa proxima de 100kDa utilizadas na imunizagio de
camundongos.

obtengdo de soro hiperimune especifico, as fragdes de Mr
proxima de 100 kDa imobilizadas em membrana de nitrocelulose
foram utilizadas para sensibilizagao de camundongos.

A Figura 2a apresenta a analise imunoenzimética do soro
dos animais sensibilizados com a fragio de peso malecular
proxima de 100 kDa (=100 kDua), frente ao extrato TES. Além de
revelar a eficiéncia da imunizacio, observa-se também o
reconhecimento de varias bandas de Mr menor que 100 kDa,
sugerindo que possa ocotrer repetiglo de epitopos no extrato
TES, anteriormente evidenciada com anticorpos monoclonais
por MAIZELS er alii (1987). Quando se procedeu a absorgiio
do soro hiperimune com extrato de Ascaris suum adulto
(diluigdo 1/50), ndo houve alteragiio do padrio de bandas
sugerindo que o anti-soro obtido nio apresenta reagdes
cruzadas com A. suum (Figura 2b). Na Figura 2¢ observa se
auséncia de reconhecimento de bandas pelo soro dos animais
do grupo controle. Utilizando-se anticorpo monoclonal (Ten26
cedido pelos Drs. Grieve e Bowman da Escola de Medicina
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Veterinaria-Universidade de Wisconsin- USA) observou-se o
reconhecimento de duas bandas conforme citagio dos autores
(BOWMAN er alii 1987), reforcando a evidéncia de repeticio
de epitopos no extrato TES (Figura 2d), conforme estudos
anteriores.

Figura 2 - Western blotting de extrato ES {1 mg) de Toxocara canis.
{a) pool de soro de camundongos 1/80, pds-imunizagdo com fragéo
=100 kDa de extrato ES; (b) soro anterior absorvido com extrato AS
1/50; {c) pool de soro de camundongos negativos 1/80; (d) anticorpo
monoclonal Ten26 1/100.

Os resultados apresentados indicam que € possivel a
imunizagio intraesplénica de camundongos a partir de fragoes
antigénicas de T cunis presentes em baixa concentragdo

protéica e imohilizadas em membrana de nitrocelulose. Este
procedimento simplifica o processo de purificagio do antigeno,
guando objetiva-se a obtengio de soro hiperimune. Além disto,
a utilizagdo destes anticorpos monoespecificos em téenicas
como o ELISA "sandwich" contribuird para o aumento da
especificidade do diagnéstico da Larva Migrans Visceral,
podendo ser allernativa pratica e barata ao emprego de
anticorpos monoclonais.
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SUMMARY

Visceral larva migrans (VI.M}is a clinical syndrome caused
by infection of man by Toxocara canis, the common
roundworm ot dogs. Neither worms nor eggs are eliminated in
human feces and because larvae are difficult to detect in tissucs,
diagnosis is mostly based on serology. Antigens used for the
immunodiagnostic tests are referred o as Toxocera excretory-
secretory (TES) antigens. Although larvae can be cultivated
for 18 months TES protein concentrations vielded is low. This
investigation aimed at immunizing mice by intrasplenic
deposition of low gquantities of TES protein attached to
nitrocellulose paper strips. Twenty seven mice were immunized
with fractions of molecular weight of 100 kDa. The effectiveness
of immunization was investigated by western blotting analysis
and several bands of molecular weight lower than 100 kDa
were seen.

KEY WORDS: Toxocara canis, excrelor-secretor anjigen.
intraesplenic imnunization,
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