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RESUMO

Os parasitos de distribuicdo cosmopolita Ascaris lumbricoides, Ascaris
suum, e Toxocara canis sdo relacionados filogeneticamente. Este trabalho
tem como objetivo identificar componentes moleculares envolvidos na
reatividade cruzada entre T. canis e Ascaris sp. no diagnoéstico da larva
migrans visceral, utilizando anticorpos monoclonais (AcMos) anti-T. canis.
No ensaio imunoenzimatico e no Western blotting, os AcMos IgG1 e IgM
reconheceram bandas do antigeno somético de A. suum. Esses
componentes foram bandas de 29, 48, 65 e 72 kDa, as quais representam
provavelmente homologia entre Ascaris sp. e T. canis.
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ABSTRACT

The cosmopolitan parasites Ascaris lumbricoides, Ascaris suum, and
Toxocara canis are closely related phylogenetically. The objective of this
work was to show the cross-reactions between T. canis and Ascaris sp. in
the diagnosis of visceral larva migrans using monoclonal antibodies
(MAbs) against T. canis. The enzyme-linked immunosorbent assay and
Western blotting, showed that IgG1 and IgM MAbs present cross-reactions
with A. suum somatic antigen. The main cross-reactive components were
bands with molecular weight of 29, 48, 65 e 72 kDa, which are probably
homologous between Ascaris sp. and T. canis.

KEY-WORDS: Toxocara canis, Ascaris, visceral larva migrans, monoclonal antibodies,
cross-reaction.

1 - INTRODUCAO

Os relatos de experiéncias clinicas e inquéritos soroldgicos tém
contribuido para o reconhecimento da importancia da sindrome da larva
migrans visceral (LMV). Estudo realizado em Esteio, RS, revelou
soroprevaléncia de 56,4% (260/461) em pacientes de diferentes faixas
etarias'®.

O ensaio imunoenzimético (ELISA), associado ao antigeno de
excrecao e secrecdo de Toxocara canis (TES), é atualmente empregado
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como técnica padrdo no imunodiagnéstico dessa doencga. Esse antigeno
apresenta maior sensibilidade do que os antigenos somaticos, sendo
composto por cinco bandas principais (32, 55, 70, 120 e 400 kDa), e
alguns componentes menores®. O antigeno TES é rico em carboidratos,
sendo que o0s principais produtos sao N-acetilgalactosamina e
galactose. Também apresenta manose, N-acetilglucosamina, glucose,
fucose, xilose e arabitol,

Embora a utlizacdo do antigeno TES tenha melhorado a
especificidade dos testes de diagnostico, ainda ocorrem reacdes
cruzadas com outros parasitos, principalmente com o género Ascaris®.
Diante disso, as amostras de soros dos pacientes com suspeita clinica
de LMV séo adsorvidas com antigeno somatico de Ascaris suum para
diminuir a ocorréncia de reatividade cruzada. A utilizacdo do extrato
somatico do A. suum deve-se a similaridade antigénica com
A. lumbricoides, sendo facil a obtencdo das formas adultas dessa
espécie nos matadouros?.

Para que se possa desenvolver métodos de diagndstico com
maior especificidade do que o ELISA-TES, empregado atualmente como
padrdo, é importante estudar a homologia entre Toxocara canis e
Ascaris sp., assim como demonstrar a reatividade cruzada entre esses
parasitos.

2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 - Producgao do antigeno somatico de Ascaris suum (AgSoAs)

A produgcdo do antigeno foi realizada de acordo com a
metodologia utilizada por Bernel. Exemplares fémeas de Ascaris suum,
colhidos do intestino delgado de suinos, foram lavados em solugao
salina isoténica com tampéao fosfato (PBS) 0,15 M, pH 7,2, picados e
macerados com tampdo de extracdo (Tris 10mM  —
trihidroximetilaminometano, timerosol 1:100 e agua destilada), contendo
inibidores de proteases (EDTA 1mM — 4cido etilenodiaminotetraacético,
sal dissédico; CHAPS 5mM- 3[3-cloroamidopropil — dimetil — aménio] 1-
propanosulfonato; PMSF 1mM - fluoreto de fenilmetilsulfonila). O
macerado foi submetido & ultrassonicacdo (Ultrasonic Homogenizer)
durante um minuto a 40 hertz, por quatro vezes, com intervalos de um
minuto, e, a seguir, foi centrifugado a 20.000 g durante 60 minutos, a
4°C. O sobrenadante foi dialisado em PBS 0,15M, pH 7,2, por 24 horas,
a 4°C, e posteriormente centrifugado a 15.000 g, por 30 minutos, a 4°C.
O material foi estocado em aliquotas a -70°C, constituindo-se no
AgSoAs. A concentracdo protéica do antigeno foi determinada pelo
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método de Bradford?.

2.2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE)

Para promover a separacdo das fragfes protéicas do antigeno
somatico de Ascaris suum (AgSoAs), foi utilizado o gel de corrida, na
concentracdo de 12,5% em tampé&o Tris-HCI 0,375 M, pH 8,8, e, para o
empilhamento, foi usado o gel na concentracdo de 5% em tampéao
Tris/HCI 0,125 M, pH 6,8. Em cada canaleta do gel, foram adicionados
10 ug do AgSoAs. A corrida eletroforética foi realizada sob condicfes
redutoras, em voltagem constante de 150V. Os pesos moleculares das
bandas foram calculados a partir do logaritmo do peso molecular e da
migracado de cada marcador de peso molecular (Pharmacia — LMW).

2.3 — Anticorpos Monoclonais (AcMos)

Visando demonstrar reatividade cruzada entre o Toxocara canis e
Ascaris sp., foi utilizado o AgSoAs, através do ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e do Western blotting, frente a um anticorpo monoclonal IgM
(AcMol) e a um IgGl (AcMo 23) anti-T. canis!?. Os anticorpos
monoclonais foram produzidos a partir da fusdo entre células de
mieloma da linhagem SP-/0 e linfécitos de bago de camundongo BALB/c
imunizado com larvas de T. canis e antigeno TES?®.

2.4 — ELISA-AgSoAs frente a anticorpos monoclonais anti-T. canis

Uma placa de ELISA, de fundo chato (Nunc), foi sensibilizada
com AgSoAs (2 ug/ml) em tampdo carbonato/bicarbonato pH 9,6-9,8,
por trés horas, a 37°C, e o bloqueio foi feito com PBS-caseina a 2%,
durante uma hora, a 4°C. Os sobrenadantes de dois hibridomas
contendo anticorpos monoclonais anti-T. canis, os controles (1:100), e,
posteriormente, o conjugado polivalente anti-camundongo (Dako),
diluido (1:2.000) em PBS pH 7,2, contendo Tween-20 a 0,05%, foram
incubados por 45 minutos, a 37°C. Foi realizada leitura (450 nm)
15 minutos apés a adicdo da ortofenilenodiamina e peroxido de
hidrogénio a 0,1%.

2.5 - Western blotting-AgSoAs frente a anticorpos monoclonais
anti-T. canis
ApGs eletroforese e eletrotransferéncia das fragGes protéicas do
AgSoAs para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad — 0,45 um), foi feito
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bloqueio dos sitios livres com TBS (Tris 20mM, cloreto de s6dio 200mM
em agua destilada, pH 7,4), acrescido de leite desnatado a 5%, durante
18 horas, a 4°C. Ap6s, os AcMos, o soro de camundongo controle
negativo e o soro controle positivo foram incubados por duas horas, a
temperatura ambiente, seguido da incubac¢@o do conjugado (1:1.000)
polivalente anti-camundongo (Dako). A membrana foi incubada com
3,3’diaminobenzidine (Sigma), sendo a reagdo interrompida com agua
destilada quando apareceram as bandas.

3 - RESULTADOS

A reatividade cruzada dos anticorpos monoclonais 1gG1l e IgM
anti-T. canis, frente ao antigeno somatico de Ascaris suum, foi
detectada no ELISA, com as absorbancias de 0,379 e 0,264,
respectivamente.

Na Figura 1, pode ser observada a separacdo das fragdes
protéicas do AgSoAs no SDS-PAGE a 12,5%, sendo visualizadas
bandas entre 19 e 109 kDa. Através do Western blotting, o AcMo 1
reconheceu bandas de 29, 48, 65 e 72 kDa do AgSoAs, enquanto o
AcMo 2 reconheceu bandas de 48, 65 e 72 kDa. O soro controle
negativo ndo demonstrou reatividade (Figura 1). O soro do camundongo
controle positivo (utilizado na fusdo celular) reagiu com bandas entre
29 e 90 kDa.

123 4
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FIGURA 1 — A: Reatividade dos AcMos anti-T. canis frente ao AgSoAs, através do
Western blotting, AcMol (2); AcMo2 (3); soro de camundongo controle negativo (4);
padrdo de peso molecular - kDa (Pharmacia — LMW) (1). B: Perfil eletroforético do AgSoAs
em SDS-PAGE (1); padréo de peso molecular - kDa (Pharmacia — LMW) (2). Coloragdo do
gel pela prata.

4 — DISCUSSAO

Os anticorpos monoclonais podem ser empregados para
aumentar a especificidade do diagnéstico'?, ampliar os conhecimentos
sobre a resposta imunoldgica e identificar inter-relacdo antigénica entre
parasitos relacionados filogeneticamente, tais como Ascaris spp,
Toxocara spp., Toxascaris leonina®.

A avaliagdo individual dos componentes do antigeno TES
possibilita determinar seu valor no imunodiagnéstico. Bandas de alto
peso molecular, entre 132 a 200 kDa, apresentam reatividade cruzada
em soros de pacientes infectados por outros helmintos’. Entretanto, os
AcMos 1 e 2 reconheceram bandas entre 29 e 72 kDa do AgSoAs.

A similaridade da reatividade dos AcMos®1?, independente do
isotipo e do reconhecimento de determinantes de carboidrato ou de
peptidio, pode ser explicada, provavelmente, pelo fato de que diferentes
epitopos existentes na mesma glicoproteina podem ser reconhecidos
por AcMos distintos.

No presente trabalho, pdde-se observar reacdes cruzadas dos
AcMos anti-T. canis, através de ELISA e Western blotting. Essas
observagfes vém ao encontro de diversos trabalhos que demonstraram
a importancia da reatividade cruzada de T. canis com Ascaris spp.*5,
confirmando a inter-relag@o antigénica estreita entre essas espécies.
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