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ESTUDOS SOBRE UM ANTIGENO POLISSACARIDE
DO SCHISTOSOMA MANSON/

ZILTON A. ANDRADE*
MOYSES SADIGURSKY*

Atraveés da técnica de imunofluorescéncia foi demonstrada a presenga de um an-
tigeno polissacdride nas estruturas relacionadas com o tubo digestivo do S. mansoni, seja
em cercdrias, esquistossomulos ou vermes adultos.

Em soros de pacientes com esquistossomose hepato-esplénica, apenas na fragdo
IgM apareceram anticorpos que revelaram um padrao semelhante de fluorescéncia.

O antigeno polissacaride, que jd foi identificado como um antigeno circulante em

esquistossomoticos, parece ter grande significado na imunologia e imunopatologia da es-
quistossomose e este assunto ¢ discutido face aos achados da presente investigacao.

Embora se saiba que o Schistosoma mansoni, suas formas evolutivas e seus pro-
dutos contém uma complexa e variada gama de substincias protéicas e polissacérides, so-
méticas e metabdlicas, pelo menos potencialmente antigénicas, este conhecimento pouco
tem ajudado a esclarecer a imunopatologia da esquistossomose, os mecanismos de resis-
téncia, ou fomecido meios para se quantificar a infec¢ao. Um problema que tem limitado
as perspectivas de tais conhecimentos é representado pela dificuldade em se obter antige-
nos purificados. Um dos poucos antigenos purificados até agora obtido € representado
por um polissacaride de alto peso molecular (100.000 Daltons) que esta localizado no
tubo digestivo do verme ¢ é por ele eliminado na circulagdo do hospedeiro. Este antigeno
foi inicialmente detectado no soro de animais infectados com altas cargas do S. mansoni
(Bawden & Weller, 1974) e foi depois isolado por Nash et al, 1974, a partir de extratos de
vermes adultos. Este antigeno, comumente designado de “antigeno circulante esquistosso-
mo6tico” (ACE) ¢ na realidade um hapteno, mas quando conjugado & albumina bovina me-
tilada tomma-se imunogénico para coelhos (Nash, 1974). Com o auxilio da técnica de imu-
nofluorescéncia ¢ de um anti-soro (anti-ACE) produzido em coelhos foi possivel se de-
monstrar a presenga do antigeno polissacaride localizado no revestimento epitelial do tu-
bo digestivo do verme adulto (Lichtenberg, Bawden & Shealey, 1974 ¢ Nash, 1974), no
seu “vomito” (Lichtenberg, Bawden & Shealey, 1974), bem como seqiestrado no interior
das células de Kupffer do hospedeiro (Van Marck, 1975) e na urina dos portadores de es-

quistossomose (Bawden & Weller, 1974).
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Como o ACE pode ser isolado em estado puro ou quase puro € a sua importancia
potencial na imunopatologia da esquistossomose parece evidente, resolvemos investigar al-
gumas caracteristicas relacionadas com o mesmo: a presenga e localizagd@o nos varios esta-
dios evolutivos do S. mansoni de antigenos com determinantes comuns para o ACE; a pre-
senca de anticorpos nas vdrias classes de imunoglobulinas no soro de pacientes humanos e
que mostram especificidade para os mesmos locais onde os determinantes antigenicos do
ACE sao encontrados nas estruturas parasitarias.

MATERIAL E METODOS

Os elementos parasitdrios pesquisados ecstavam representados por cercarias, es-
quistossdmulos logo apos penetragdo na pele de camundongos, esquistossdomulos isolados
do pulmio de camundongos 5 dias ap6s exposi¢do cercariana, vermes adultos ¢ ovos do
S. mansoni. Para o emprego da técnica de imunofluorescéncia as cercdrias ¢ esquistosso-
mulos de 5 dias foram colocados em ldminas, secados rapidamente e tixados em acetona
desidratada gelada. Os fragmentos de pele e figado de camundongos foram retirados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido (—1969C), seccionados em criostato
(—200C) e os cortes de 5 micra de espessura foram fixados em acetona desidratada gela-
da. Paralelamente foi usado o mesmo tipo de material, mas ap6s fixagdo em liquido de
Bouin ¢ inclusdo em parafina, de acordo com a técnica de Sainte-Marie, 1961. As cercarias
foram obtidas de caramujos naturalmente infectados e por eliminagao espontanea.

Os esquistossdmulos penetrantes foram obtidos apds a aplica¢do de uma grande
quantidade de cercérias sobre a pele previamente epilada do abdomen do camundongo.
Ap6s intervalos de 10 a 20 minutos, toram retirados fragmentos da pele, os quais foram
distendidos em papeldo e fixados ou congelados. Os esquistossomulos pulmonares foram
obtidos de camundongos infectados com 500 cercarias. Cinco dias ap0s a exposigao cerca-
riana os camundongos foram sacrificados, removidos os pulmdes e os esquistossomulos
isolados de acordo com a técnica descrita por Perez et al, 1974,

Os vermes adultos e ovos estavam contidos em figados de camundongos infecta-
dos experimentalmente.

A localiza¢do dos determinantes antigénicos para ACE foi realizada através da
técnica de imunofluorescéncia indireta, usando-se um anti-soro especifico anti-ACE obti-
do em coelhos seguido de um soro antiglobulina de coelho conjugado com fluoresceina.
O antigeno polissacaride foi isolado a partir de extratos de vermes adultos. A técnica para
isolamento e para a imuniza¢io de coelhos foi feita de acordo com Nash et al, 1974. O
soro fluoresceinado foi obtido comercialmente (Hyland Laboratories, Los Angeles, Cali-
férmia, EUA).

As preparacdes em laminas contendo as estruturas parasitarias foram inicialmen-
te lavadas em soluc¢ao salina tamponada (pH 7,2), em seguida tratada por 30 minutos com
soro anti-ACE, lavada 3 vezes em solugdo salina tamponada e colocadas em contato por
30 minutos com o soro antiglobulina fluoresceinado diluido em salina com 1 :10.000 de
azul de Evans e depois lavadas novamente. As preparagSes foram montadas em glicerol
tamponado e examinadas dentro de 24 horas com um microscdpio Zeiss de fluorescéncia,
equipado com uma lampada halogenada de 100 watts, filtros apropriados para o iso-tio-
cinato de fluoresceina e filtro protetor BG-52. Como controles foram examinadas a0 mes-
mo tempo seccdes tratadas com soro normal de coelhos ou com soro de coelhos que rece-
bcram injecBes de albumina bovina metilada, seguido do soro antigiobulina fluoresceina-
do. Também foram examinadas secgdes tratadas apenas com salina tamponada, seguida ou
ndo de tratamento com o anti-soro fluoresceinado.

Para o estudo de possiveis anticorpos anti-ACE presentes em soros de pacientes
humanos se recorreu a um ‘““‘pool” de soros obtidos de 8 pacientes com esquistossomose

hepato-esplénica comprovada.



ESTUDOS SOBRE UM ANTIGENO POLISSACARIDE DO S. MANSONT 49

As liminas contendo cercéarias, esquistossdmulos, vermes adultos e ovos foram
incubadas com os soros humanos em diluicdo de 1:2, 1:4 ¢ 1:8 e em scguida lavadas e
tratadas com soro antiglobulina humana produzido em coelhos e conjugado a fluoresceina
(Hyland Laboratories). Estes soros eram especificos anti-IgG, 1gM, IgE e IgA. Antes do
seu uso cada anti-soro foi testado através de imuno-eletroforese contra soro humano total
e cada vez forneceu apenas uma linha de precipitagdo. Foram, também, diluidos em salina
com Azul de Evans, sendo que estas dilui¢cGes variavam conforme as necessidades de 1:8
até 1:80. Secgdes representativas foram também coradas pela hematoxilina-eosina e pelo
método ‘do acido-periédico de Schiff (PAS) antes e ap6s a digestdo pela didstase salivar
para realizacdo de estudo morfolégico.

RESULTADOS

Os determinantes antigénicos para ACE foram detectados apenas nas estruturas
relacionadas com o tubo digestivo nos estadios evolutivos do S. mansoni. Na regido cefali-
ca das cercarias os determinantes antigénicos para ACE apareceram numa estrutura
(Fig. 1) identificada como o es6fago primordial, fino e alongado, e numa pequena bifur-

Fig. 1. O primérdio do esdfago e da bifurcagdo cecal aparecem fluorescentes no intcnor da por¢ao ce-
filica da cercdria. Anticorpo anti-ACE seguido de antiglobulina fluoresceinada de coelho. 300x. Am-
pliada a esquerda.
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cagdo terminal, provavelmente o primdérdio do cécum. Um aspecto semelhante foi obser-
vado no esquistossomulo de S dias (Fig. 2) onde o esdfago ji se alongou ainda mais ¢ a
bifurcagdo cecal ja se torna bem evidente. No esquistossomulo que recém-penetrou na pe-
le, as seccdes transversais a0 mesmo mostram um ponto de fluorescéncia brilhante e espe-

cifica que pode ser também identificada como esofago primitivo (Fig. 3). Nos vermes
adultos, machos e fémeas, o revestimento epitelial intestinal, que é também PAS-positivo,
exibe uma intensa fluorescéncia verde-maga especifica para determinantes do ACE. Toda-
via ndo foi possivel detectar qualquer grau de fluorescéncia especifica nos ovos de S. man-
soni, em qualquer dos seus estadios de maturacao. As preparagdes controles referidas aci-

ma forneceram sempre resultados negativos.

As preparacdes tratadas com soro humano e antiglobulinas fluoresceinadas mos-
traram padrdes de fluorescéncia variadas tanto para os estidios evolutivos do S. mansont,

como e sobretudo em relacdo a classe de imunoglobulina (IgG, IgM, IgE e IgA) pesquisa-
da. Os anticorpos contidos na fracdo 1gM apresentaram o mesmo padrao de fluorescéncia

com as estruturas parasitarias que o anti-soro para ACE (Fig. 4). A intensidade da fluores-
céncia foi fraca para as cercirias e esquistossomulos, mas bem intensa e seletiva para ver-
mes adultos, quando todo o revestimento epitelial do tubo digestivo se destacava com

fluorescéncia especifica. Todavia, anticorpos presentes na fragdo IgM também se fixavam
nos ovos maduros do S. mansoni, em contraste com os anticorpos anti-ACE.

Os anticorpos presentes na fracdo IgG se fixam difusamente em toda a estrutura

dos vermes adultos, mas curiosamente deixam negativo o revestimento epitelial do tubo
digestivo (Fig. 5). Os ovos (Fig. 6) aparecem fortemente fluorescentes tanto no interor

da casca, como na franja peri-ovular, a qual exibe uma estrutura hialina eosinofila nas pre-

paracdes coradas pelo H. E. Nas preparacdes examinadas, apenas aquelas tratadas com
anti-soro anti-IgG revelaram a franja peri-ovular fluorescente. As cercirias e esquistosso-

mulos exibiram fluorescéncia predominante ao nivel do tegumento ou cuticula. Tal acon-
teceu também nas preparacdes de verme adulto tratadas com anti-lgE. Esta fragdo mos-
trou também intensa fluorescéncia ovular.

As preparacdes tratadas com anti-IgA ndo mostraram fluorescéncia especifica,
tendo sido todas negativas.

Um sumirio dos achados relacionados com a presenga de anticorpos humanos
nas suas respectivas fracdes Ig e suas ligacdes com estruturas do S. mansoni aparece na Ta-

bela I.
TABELA 1

Anticorpos Presentes no Soro de Pacientes com Esquistossomose Hepato-Esplénica e seu Padrdo de Reag8o com
Estruturas do S. Mansoni, segundo o Emprego da Imunofluorescéncia

Classe de Ig | Cercaria Esquistossomulo | Esquistossomulo Verme Adulto Ovos
na Pele no Pulmdo

Ig Tegumento  Difuso Difuso Difuso Miracidio e
Exceto Revestimento  Franja Pen-ovular
Intestinal

IgM Tegumento  Tubo Digestivo Tubo Digestivo Intestino Miracidio

IgE Negativo Negativo Tegumento Negativo Miracidio

IgA Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

COMENTARIOS

E interessante que os determinantes antigénicos do ACE tenham sido encontra-
dos apenas em estruturas do tubo digestivo do S. mansoni, identificaveis desde a fase de
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Fig. 2. Esquistossémulo isolado do pulmdo de camundongo 5 dias apos exposi¢ao cercanana. Os anti-
corpos fluorescentes (anti-ACE) revelam o esdfago ¢ a bifurcagdo cecal (setas) 150x.

Fig. 3. Seccdo da pcle de camundongo mostrando esquistossdmulo penctrando na camada cornea da
epiderme. O ponto fluorescente central (seta) representa um corte transversal do esofago primitivo.
Anti-ACE seguido de antiglobulina fluoresceinada de coelho. 300x. Ampliado a csquerda,
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Fig. 4. Anticorpos IgM presentes no soro de pacientes com esquistossomose se fixam no revestimento
interno do tubo digestivo do S. mansoni. Reagdo de imunofluorescéncia indireta. 100x.

Fig. 5. Fluorescéncia difusa produzida numa secgao de S. mansoni por anticorpos IgG presentes no
soro de esquistossomdticos. Notar auséncia de fluorescéncia na camada mais interna (revestimento epi-
telial) do tubo digestivo. Reagao de fluorescencia indireta. 200x.

Fig. 6. Secgdo de um ovo maduro do S. mansoni no interior do figado de camundongo. Os anticorpos
IgG do soro humano se fixam no miocardio e na franja peri-ovular. Reago de imunofluorescéncia indi-

reta. 150x.
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cercaria. A este respeito devemos lembrar que o ACE foi detectado na circulagdo de
“hamsters™ ja 18 dias ap6s a exposicdo cercariana (Bawden & Weller, 1974), o que indica
que o parasita ainda em estddios imaturos é capaz de produzir o antigeno. E possivel que
com técnicas mais sensiveis se possa identificar o ACE ainda em fases mais recentes da in-

feccdo. Uma vez que o antigeno € liberado pelos vermes adultos e nao pelos ovos € tam-
bém possivel que a medida da sua concentragdo no soro surja como um indice adequado
para se avaliar a carga parasitaria.

Na presente investigac@o, os anticorpos IgM presentes no soro de portadores de
esquistossomose hepato-esplénica mostraram o mesmo padrao de distribui¢do de fluores-
céncia no S. mansoni que os anticorpos produzidos contra o ACE. Recentemente se ob-
servou (Helden et al, 1975) que os soros obtidos de individuos humanos com infecgao
esquistossomaotica recente produzem uma imunofluorescéncia “focal” ao longo do tubo
intestinal em sec¢des do esquistossoma adulto. Este padrio “focal” de fluorescéncia foi
mais prevalente nos grupos mais jovens, mas depois gradualmente mudou para um padrdo
de fluorescéncia difusa com o progredir da idade e presumivelmente com infec¢Ges mais
cronicas. Estes dados sdo compativeis com a suposi¢do de que inicialmente na infecgao es-
quistossomotica se formam anticorpos IgM (que sdo aqueles da imunizagZo inicial) contra
o ACE e que mais tarde surgem anticorpos IgG contra varios determinantes e que condi-
cionam um padrio difuso de fluorescéncia no S. mansoni.

Outro aspecto de interesse a respeito do ACE decorre de alguns indicios que su-
gerem estar o mesmo envolvido na patogenia da glomerulopatia esquistossomética. Um
antigeno que circula e que aparece na urina de animais e pessoas infectadas pelo 5. man-
soni, os quais formam anticorpos especificos contra o mesmo, tem o potencial necessario
para produzir lesdo renal. O ACE ¢ identificado na circula¢gdo ou na urina em casos de in-
feccOes macicas (Bawden & Weller, 1974) e aparece seqilestrado nas células de Kupftfer do
hospedeiro (Van Marck, 1975). Estes dados podem fornecer uma explicagdo para o apare-
cimento de lesBes renajs apenas em portadores de esquistossomose hepato-esplénica, com
hipertensdo porta e circulagio colateral o que poderia desviar o ACE do filtro sinusoidal
hepatico (Andrade et al, 1971) para a circulagio sistémica. Por outro lado, em eluatos ob-
tidos de rins humanos com glomerulopatia esquistossomética foram identificados anti-
corpos que na imunoflourescéncia se fixavam no revestimento epitelial do tubo digestivo

do S. mansoni (Hoshino-Shimuziro et al, 1975 e Moriearty & Brito, 1977). Todavia, deve-
mos levar em conta de que hé pelo menos mais um antigeno polissacaride circulante e que
também parece ter sua origem no tubo digestivo do S. mansoni (Deeler et al, 1976). Este
antigeno é de baixo peso molecular (30.000 Daltons) e, ao contririo do ACE que € ané-
dico, ele é catdédico. Assim sendo, é possivel que este segundo antigeno polissacaride seja
0 mesmo, ou esteja relacionado com o antigeno “M” encontrado por Carlier et al, 1975
na urina de portadores de esquistossomose. Estes autores encontraram uma correlagdo di-
reta entre a presen¢a do antigeno ‘“M” urindrio e os niveis totais de IgE. Neste particular
é de interesse notar que os anticorpos presentes na fragao IgE dos soros humanos nao
mostraram fixacdo com estruturas do tubo digestivo do S. mansoni nas condi¢bes técnicas
descritas neste trabalho. Isto sugere auséncia de reagao cruzada entre “M” e ACE, falta de
relacdo entre IgE ¢ o antigeno “M”, ou uma origem diferente para o antigeno “M” e o se-
gundo antigeno polissacaride acima referido, embora as principais caracteristicas ja conhe-
cidas desses antigenos sejam semelhantes.

Resta saber se 0 ACE teria algum papel na indicagdo da resisténcia. Pelo que se
presume, apds a extrapolagao de dados experimentais, a resisténcia no homem seria indu-
zida pela presenca de vermes adultos que liberariam antigeno ou antigenos, Os quais
condicionariam uma reacdo imunolégica fundamentalmente humoral dirigida contra os
esquistossomulos. Dentro desta perspectiva o ACE mereceria ser investigado. Em traba-
lhos realizados in vitro em nosso laboratorio no conseguimos demonstrar agao letal do
soro de coelhos anti-ACE contra os esquistossomulos obtidos do pulmao de camundon-
gos. Resta verificar se esta a¢ao existiria contra esquistossomulos ainda mais jovens, obti-
dos logo apds a penetracdo, que parecem mais vulneraveis 2 agressdo imunologica (Capron
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et al, 1974 e Murrel et al, 1975). Todavia ndo foi ainda demonstrado que 0s anticorpos
anti-ACE estdo de qualquer maneira relacionados com aqueles anticorpos que lesam os
esquistossdmulos in vitro, seja agindo isoladamente (Clegg & Smithers, 1972 e McLaren
et al, 1975) ou em colaborag¢do com células do hospedeiro (Butterworth et al, 1977 e Ca-
pron et al, 1974). De qualquer maneira, pelo menos alguns destes efeitos letais in vitro
ndo parecem apresentar correlagdo com a imunidade in vivo (Murrel, 1975 e Sher et al,
1974). Assim sendo, a possibilidade de um efeito protetor dos anticorpos anti-ACE me-
rece ser ainda bem investigada, uma vez que a secre¢io e excre¢do de ACE pelos parasitas
adultos e a presenca de deterrinantes antigénicos para ACE no esquistossomulo estaria de
acordo com a hipotese de que a imunidade & reinfecgdo seja estimulada pelo verme adulto
e orientada contra o esquistossomulo (Smithers & Terry, 1967).

SUMMARY

Antigens sharing determinants with a circulating schistosomal antigen (CSA)
haven been demonstrated in the digestive tract of cercariae, skin penetrating and 5-day
schistosomula and adult worms, but not in the eggs of Schistosoma mansoni, by using
indirect fluorescence and anti-CSA prepared in rabbits.

IgM antibodies in the serum of patients with hepatosplenic scnistosomiasis show-
ed a similar pattern of fluorescence as anti-CSA antibodies, but also bound to mature
eggs. IgG antibodies gave a difuse staining of parasitic structures and IgE antibodies at-
tached to eggs and schistosomulum tegument. IgA antibodies against 5. mansoni were
not detected in the sera of infected patients.

These findings may explain the appearance of CSA before the development of
adult worms in experimental infections, and also the presence of antibodies that bind to
worm intestinal structures in sera from early human infections.

The potential significance of CSA antibodies in schistosomal glomeruolopathy
and in resistence to re-infection seems apparent.
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