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RESUMO 

Duas diferentes subunidades (Ag88/1 e Ag88/2) do antígeno 8 de 

Echinococcus granulosus foram caracterizadas e a estrutura dos genes que 

codificam essas proteínas foram comparadas. As seqüências de DNA foram 

expressas em Escherichia co/i e o valor diagnóstico dos antígenos foi determinado. 

A seqüência genômica do Ag88/1 apresenta um íntron de 92 pb na posição 

correspondente ao aminoácido 16 e a seqüência genômica do Ag88/2 apresenta um 

íntron de 68 pb na posição correspondente ao aminoácido 20. Ambos os íntrons 

estão localizados entre a porção N-terminal hidrofóbica e a proteína secretada. 

O potencial diagnóstico dos antígenos recombinantes Ag88/1, Ag88/2, Ag4, 

Ag5, Ag8t e Ag8c foi testado em ELISA frente a uma soroteca de 211 soros. 

O antígeno recombinante Ag88/2 mostrou uma sensibilidade média de 

86,95% e uma especificidade de 96,72% em ELISA, apresentando portanto, uma 

melhor performance para .diagnóstico da hidatidose cística do que os demais 

recombinantes testados no presente trabalho. 

Entre os antígenos recombinantes testados o Ag88/1 e o Ag88/2 não 

apresentaram reações cruzadas com soros de pacientes com cisticercose e o 

recombinante Ag88/2 mostrou ser espécie-específico com o painel de soros 

utilizado. 

Testes com o peptídeo sintético GU4 mostraram sua mais baixa performance 

diagnóstica em ELISA, quando comparada com o antígeno recombinante Ag88/2 

cuja porção C-terminal ele mimetiza. 
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ABSTRACT 

Two different Echinococcus granulosus antigen B subunits (AgB8/1 and 

AgB8/2) were characterized and the structure of the genes encoding these two 

proteins were compared. DNA sequences were expressed in Echerichia co/i and the 

antigens diagnostic value was then assessed. The genomic sequences of AgB8/1 

has a 92 bp intron in the position corresponding to amino acid 16; the AgB8/2 

genomic sequence presents a 68 bp intron in the position corresponding to amino 

acid 20. Either introns is located between the putative N-terminal hydrophobic 

sequence and the secreted protein. 

The diagnostic performance of the recombinants AgB8/1, Ag88/2, Ag4, Ag5, 

Ag8t anà Ag8c was testeà in ELISA with 211 sera. 

The recombinant antigen AgB8/2 showed a sensitivity of 86,95% and a 

specificity of 96,72% in ELISA, showing the best diagnostic performance in ELISA 

among ali recombinants tested in this work. 

The two recombinant antigens (AgB8/1 and AgB8/2) did not show cross

reaction with cysticercosis patient sera and the recombinant AgB8/2 was species

specific. 

The GU4 synthetic peptide showed lower diagnostic performance than the 

recombinant AgB8/2 which C-terminal portion it mimics. 
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1. INTRODUÇÃO 

"Os últimos estudos nos mostram um panorama muito obscuro pois a 

equinococose ou doença hidática é sem dúvida uma zoonose emergente cuja 

importância vem aumentando. Esforços de controle parecem ter tido pouco impacto 

globalmente, com sucesso limitado a poucas áreas localizadas" (THOMPSON, 

1995). 

Uma característica da pesquisa/pesquisador é a necessidade de um estímulo 

que justifique sua existência. A colocação acima serviu como uma alavanca 

impulsionando a realização deste trabalho com o propósito de deixar uma 

Contr";b• ''"a-O no aV'"nÇ" "'o esh '"'" "'""'+" ;..,..,.,...,...r+,., ... +,.. .,,.,.,.,..,..,.,.,...,... I I UI\' I O I V U LUUU UIJ~LGI lllltJUI LGIIILIJ L.UUIIU~IJ. 

1.1. O parasito e a doença 

Echinococcus Rudolphi, 1801 é um pequeno verme chato, endoparasito 

pertencente à classe Cestoda. Ele não tem sistema digestivo e todo o intercâmbio 

metabólico tem lugar através da cobertura sincicial externa, o tegumento. Na porção 

anterior, o adulto possui um especializado órgão de fixação (escólex) dotado de 

duas fileiras de acúleos e quatro ventosas musculares. O corpo, ou estróbilo, é 

segmentado e consiste de 3 a 5 unidades reprodutivas (proglótides) (Fig.1.1). Possui 

um ciclo de vida indireto, no qual o adulto é hermafrodita e a larva, o cisto hidático ou 

hidátide, prolifera assexuadamente. 

Echinococcus exibe certas características únicas que o coloca à parte de 

outros importantes gêneros na família Taeniidae. Um adulto de Echinococcus possui 

somente poucos milímetros (2 a 11 mm) de comprimento, raramente possuí mais 
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que 5 prog!ótides, enquanto espécies de Taenia podem crescer muitos metros em 

comprimento e consistem de muitos milhares de proglótides. Ao contrário da Taenia, 

o estágio larval do Echinococcus exibe um baixo grau de especificidade ao 

hospedeiro e tem um maior potencial reprodutivo. Echinococcus requer dois 

hospedeiros mamíferos para completar seu ciclo de vida: um hospedeiro definitivo 

(final), no qual o adulto (estágio estrobilar) se desenvolve no intestino delgado e um 

hospedeiro intermediário no qual o metacestóide cístico se desenvolve nas vísceras 

(Fig. 1.2). O hospedeiro definitivo é sempre um carnívoro. Ele se infecta por ingestão 

de protoescólices, os quais são produzidos por multiplicação assexual do 

metacestóide. Há talvez, muitos milhares de protoescóiic..es dentro de um simples 

cisto e cada um é capaz de desenvolver-se em um verme adulto sexualmente 

maduro. Vermes adultos produzem ovos, cada um contendo um simples embrião 

( oncosfera), os quais são liberados nas fezes do hospedeiro definitivo. Os ovos, os 

quais são capazes de sobreviver no meio ambiente por períodos variados, são 

infectivos a numerosas espécies de hospedeiros intermediários herbívoros e 

omnívoros, após ingestão. 

A infecção com Echinococcus pode ser naturalmente transmitida entre 

humanos e outros animais. Isto, portanto, o torna membro do mais significante grupo 

de doenças comunicáveis, as zoonoses. A significância clínica e econômica do 

parasito é quase completamente confinada à infecção com o metacestóide. Doença 

hidática, hidatidose e equinococose são todos termos usados para se referir à 

infecção com o metacestóide. Estritamente falando, os termos doença hidática e 

hidatidose deveriam ser restritos à infecção com o metacestóide e equinococose à 

infecção com o estágio adulto. Entretanto, recentes monografias tratando do controle 

de infecções por Echinococcus usam os três termos indiscriminadamente. 
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Escólex 

Estróbilo 

Figura 1.1. Adulto de Echinococcus granu/osus 
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: Estágio infectivo 

: Estágio diagnóstico 

Figura 1.2. Ciclo vital do Echinococcus granulosus. O O adulto do E. granulosus 
(2 a 11 mm de comprimento) reside no intestino delgado do hospedeiro definitivo 
(cães domésticos e outros canídeos). @ As proglótides grávidas liberam ovos que 
são eliminados nas fezes. Após ingestão por um hospedeiro intermediário adequado 
(ovinos, suínos, camelos, cavalos, etc.), os ovos eclodem no intestino delgado e 
liberam a ~ oncosfera que penetra na parede do intestino e migra através do 
sistema circulatório para vários O órgãos, especialmente fígado e pulmões. Nesses 
órgãos se desenvolve em um cisto que aumenta gradualmente, produzindo 0 
protoescólices e hidátides filhas que preenchem o interior do cisto. O hospedeiro 
definitivo se infecta por ingestão de cistos existentes nos órgãos dos hospedeiros 
intermediários infectados. Após a ingestão, os @ protoescólices evaginam, fixam-se 
à mucosa intestinal e transformam-se em vermes adultos. Humanos infectam-se 
pela ingestão de ovos, com resultante liberação de ~ oncosferas no intestino 
delgado e desenvolvimento de cistos em O diversos órgãos. 

Modificado Internet, CDC- Centers for Disease Control and Prevention - Division of 
Parasitic Diseases (DPD). 
Site: http://www.cdc.gov/ncidod/dpd/parasites/alveolarhydatid/default.htm 
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Camada germinativa 

Camada adventícia 

Protoescólex 

Figura 1.3. Metacestóide de E. granulosus. Corte de cisto hidático 
mostrando os diferentes componentes do estágio larval do parasito. Corado 
hematoxilina-eosina. 
Modfificado Internet, Ohio State University - Parasites and Parasitological 
Resources. 
Site: http://www.biosci.ohio.state.edu/-parasite/home/html 
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Quatro espécies foram descritas no gênero Echinococcus: E. granulosus, E. 

muftílocularis, E o/igarthrus e E vogeli (THOMPSON, 1995). E. granulosus e E 

multilocularis são as duas espécies epidemiologicamente mais importantes, sendo 

as responsáveis pela maioria dos casos da doença em humanos (Me MANUS & 

SMYTH, 1986). 

E granulosus Batsch, 1786, um pequeno plateiminto parasita, pertencente à 

classe Cestoda (ordem Cyclophyliidae, família Taeniidae) tem no cão doméstico e 

em outros canídeos seus hospedeiros definitivos, enquanto mais de 50 espécies 

diferentes, principalmente ungulados (especialmente ovinos e bovinos), marsupiais e 

primatas (incluindo o homem) podem servir como hospedeiros intermediários natural 

ou experimentalmente ( SMYTH & SMYTH, 1964). 

Existem fortes evidências para a existência de pelo menos 9 cepas de E. 

granulosus adaptadas aos hospedeiros, a maioria das quais com ampla distribuição 

geográfica. Muito sobre a variabilidade reportada em Echinococccus tem uma base 

genética, embora variações induzidas pelo hospedeiro refletidas em diferenças 

morfológicas e bioquímicas têm sido verificadas. Portanto, algumas cepas adaptadas 

aos hospedeiros têm sido caracterizadas tanto genética como fenotipicamente e tem 

se verificado que muitas das variações genéticas exibidas por Echinococcus não se 

refletl.ram fo.nntipi,..arno.nto. nnre' rn c::i:ín irnnnrtanto.c:: n::lr::l o.c::h tr-4nc:: em n""n6tit"::l rlP-
111 1"-'11-'-1 IV III ...... IIL.....,, ,..,- 111 -"-'- 1111f"I-1L 11-- t-' ....... 1'-"' -V\.'Io.A'-"'-- I I ::;1-11-LI~ --

populações (THOMPSON, 1995). Confmme McMANUS & SMYTH (1986), as 

diferenças entre as cepas de E. granulosus representam um dos pontos principais a 

serem considerados em qualquer estudo epidemiológico visando ao posterior 

estabelecimento de programas para o controle da hidatidose. Estas diferenças não 

só refletem distintas características biológicas, com importantes implicações em 
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estudos sorológicos a nível populacional e no desenvolvimento futuro de estratégias 

para quimioterapia e vacinação, como também podem refletir o potencial infectivo 

das diversas cepas para o homem. 

O hospedeiro definitivo adquire a infecção por ingestão de protoescólices 

viáveis quando o animal ingere um cisto hidático fértil. Entre 6 horas e 3 dias ocorre 

a completa evaginação dos protoescólices e a fixação do verme adulto jovem na 

mucosa do intestino delgado através das ventosas e dos acúleos. O parasito maduro 

é hermafrodita, produzindo ovos por autofecundação, o sistema reprodutivo 

predominante das populações de Echínococcus (HAAG et ai. 1998, 1999}. 

L YMBERY et ai. (1989) verificaram um comportamento agregativo em E. granulosus, 

provavelmente como resultado de uma atração individual entre os vermes no 

intestino de cães experimentalmente infectados. Este comportamento pode contribuir 

para aumentar a fertilização cruzada entre os vermes, mas há também uma outra 

explicação plausível para isso: a de que esta agregação serviria para aumentar a 

qualidade ambiental tal como facilitar a fixação ou aumentar as concentrações de 

nutrientes. Análises eletroforéticas da estrutura genética de E. granulosus de 

hospedeiros domésticos na Austrália sugeriram que tanto a autofecundação como a 

fertilização cruzada ocorrem em populações naturais (LYMBERY & THOMPSON, 

1988). Certamente, os requerimentos para fertilização em Echinococcus parecem 

ser extremamente complexos como sugerido pelas repetidas falhas em se conseguir 

a fertilização in vitm (SMYTH & DAVIES, 1974; SMYTH, 1979). Tem sido sügerído 

que talvez hajam fatores específicos ou inespecíficos nas secreções intestinais do 

hospedeiro que ativam o cirro a começar seus movimentos copulatórios e que sem 

tais estímulos a autofecundação pode não ocorrer (SMYTH, 1982). 
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o estróbilo do parasito adulto possui normalmente 3 

denominados pmglotes, que se apresentam em diferentes estágios de diferenciação. 

A proglote terminal ou grávida possui o útero repleto de ovos. Esta proglote destaca-

se do restante do estróbilo (apófise) e vai desintegrar-se no intestino grosso, 

liberando os ovos que são eliminados com as fezes do hospedeiro. 

O ovo de E. granulosus tem forma esférica ou elipsóide com tamanho dos 

seus diâmetros variando de 30 a 50 11m e 22 a 44 11m. O embrióforo é composto por 

blocos poligonais de uma proteína semelhante à queratina, unidos por uma 

substância cimentante (MORSETH, 1965; MORSETH, 1966) conferindo ao ovo 

grande resistência. Quando liberados do hospedeiro definitivo, os ovos estão 

presumivelmente maduros e infectivos (THOMPSON, í995). 

Após ingerido pelo hospedeiro intermediário, o ovo sofre a ação de enzimas 

proteolíticas, no estômago e/ou no intestino, e libera a oncosfera. A oncosfera é 

ativada e prende-se às vilosidades do intestino delgado através de acúleos. A sua 

penetração na mucosa intestinal ocorre com o auxílio dos acúleos e, possivelmente, 

secreções glandulares. Após a penetração, migra por via linfática ou venosa 

(HEATH, 1971), até atingir um sítio definido onde começa a se diferenciar, 

normalmente até o 14° dia após a infecção (THOMPSON, 1995). Na maioria dos 

casos, o parasito instala-se no fígado (60-80% dos casos) ou nos pulmões (10-20% 

d \ + ··- . h . h . .j. os casos; e, com .reqüencia uem menor, nos nns, no uaço, no SiSlema nervoso 

central, no coração, nos ossos ou em outros sítios (SCHWABE, 1986; AUER, 1990). 

Ao atingir estes sítios, a oncosfera inicia um complexo processo de diferenciação até 

o estágio de metacestóide (cisto hidático). Este processo é iniciado pelo crescimento 

e divisão de células germinativas situadas no pólo posterior da oncosfera. 

Posteriormente, células indiferenciadas também presentes na camada germinativa 
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do cisto hidático são responsáveis pe!a formação das cápsulas pro!ígeras, que se 

originam como pequenas massas nucleares, as quais se proliferam em direção à 

cavidade do cisto. As cápsulas prolígeras crescem, vacuolizam-se e tornam-se 

pedunculadas. No interior do seu lume, ocorre a produção de numerosos 

protoescólices por multiplicação assexuada (THOMPSON et ai., 1995). 

Resumindo, o produto final da diferenciação da oncosfera é o cisto hidático 

(metacestóide), que é tipicamente uma estrutura esférica ou subesférica cheia de 

fluido (líquido hidático), que cresce concentricamente (KROTT & RAUSCH, 1987). O 

cisto hidático consiste de uma camada germinativa ou prolígera interna, de uma 

camada laminar intermediária e de uma c.amada externa, denominada camada 

adventícia (THOMPSON, 1995). A camada adventícia é produzida pelo hospedeiro, 

como resposta à presença do cisto (SLAiS & VANEK, 1980). 

O líquido hidático é uma mistura complexa de uma série de componentes 

bioquímicas, orgânicos e inorgânicos, que vão desde íons até proteínas (AGOSIN, 

1968; SANCHEZ & SANCHEZ, 1971; FRAYHA & HADDAD, 1980). Além de 

componentes do parasito, estão também presentes alguns componentes 

bioquímicas do hospedeiro, como albumina e imunoglobulinas (COL TORTI & 

VARELA-DÍAZ, 1972; COLTORTI & VARELA-DÍAZ, 1975; HUSTEAD & WILLIAMS, 

1977). 

A longevidade de um cisto depende de inúmeros fatores e é bastante variável, 

existindo registros de cistos com 16 anos em cavalos e com 53 anos no homem 

(THOMPSON, 1995). 

Um processo de diferenciação semelhante ao que dá origem às cápsulas 

prolígeras ocorre na formação dos protoescólices (THOMPSON, 1995; ROGAN & 

RICHARDS, 1987), que se formam no interior das cápsulas prolígeras. Uma vez 
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completamente desenvolvido, o protoescólex permanece num estado dormente no 

interior do cisto hidático, até que a integridade do cisto seja rompida (THOMPSON & 

L YMBERY, 1990). Dano físico ou imunológico ao cisto pode resultar na exposição 

dos protoescólices a componentes específicos e/ou não específicos do sistema de 

defesa humoral do hospedeiro acarretando sua morte. A contaminação bacteriana 

intracística também pode surgir como uma complicação em pacientes com 

hidatidose cística (THOMPSON, 1995). Protoescólices liberados com a ruptura do 

cisto podem ainda sofrer um processo de vesicularização, dando origem a novos 

cistos hidáticos, chamados de secundários (KUMARA TILAKE & THOMPSON, 1983; 

THOMPSON & LYMBERY, 1990; AL NAHHAS et ai., 1991). 
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ingeridos por um hospedeiro definitivo adequado. Ocorre então a digestão do cisto 

hidático, ficando o protoescólex protegido da ação de enzimas proteolíticas do 

hospedeiro por um revestimento mucopolissacarídico (MARCHIONDO & 

ANDERSEN, 1983), até que seja estimulado, por mecanismos ainda não bem 

conhecidos, a evaginar. Os protoescólices evaginados, inicialmente muito ativos, 

penetram profundamente entre as vilosidades do quarto anterior do intestino delgado 

(THOMPSON & ECKERT, 1983). Nesta fase, o E. granulosus jovem é capaz de 

mover-se entre vilosidades adjacentes, enquanto o verme adulto, após atingir a 

maturidade, parece estar confinado a um sítio particular (THOMPSON et a!., 1979). 

O verme maduro possui o rastelo profundamente inserido numa cripta de 

Lieberkühn, com os acúleos penetrando na mucosa e as ventosas fortemente 

aderidas à base das vilosidades (THOMPSON et ai., 1979; THOMPSON & ECKERT, 

1983). Um E. granulosus adulto leva cerca de 40 dias para se formar, apresentando 



25 

ao fina! deste período, um estróbilo contendo 3 a 5 segmentos, o último deles com 

ovos embrionados. 

A hidatidose cística ou unilocular é a infecção de um hospedeiro intermediário 

pelo metacestóide de E. granulosus. O cisto hidático é a forma patogênica do E. 

granufosus, uma vez que a presença do verme adulto no hospedeiro definitivo é 

virtualmente assintomática (THOMPSON et a/., 1979; THOMPSON, 1995). As 

manifestações clínicas da doença (revisadas por SCHANTZ, 1989) resultam do 

crescimento da massa cística ou de reações de hipersensibilidade. Os sintomas são 

decorrentes de uma lesão invasíva, que compromete a função do órgão lesado e 

causa compressão em órgãos e tecidos vizinhos, e dependem, fundamentalmente, 

da localização do cisto. Nos casos mais comuns de cistos hidáticos hepáticos ou 

pulmonares, o hospedeiro começa a apresentar sintomas clínicos quando os cistos 

atingem cerca de 1 O em de diâmetro. Por outro lado, o rompimento eventual do cisto, 

com a subseqüente liberação do conteúdo do mesmo, pode precipitar uma reação 

anafilática, que pode variar em severidade desde uma simples urticária até um 

choque fatal (WERCZBERGER et a/., 1979). Além disso, pode-se ter a formação de 

cistos hidáticos secundários, como já mencionado anteriormente. 

A hidatidose é uma doença de distribuição cosmopolita, ocorrendo 

principalmente em locais com grande criação de ovinos, principal hospedeiro 

intermediário de E. granulosus. Esses locais que constituem áreas endêmicas, 

incluem sul e leste da Austrália, Europa, Ásia Central e América do Sul 

(MATOSSIAN et ai., 1977), particuiarmente Uruguai e Argentina, que são 

considerados os maiores focos de infecção do mundo (HUGGINS et ai., 1989). A 

hidatidose cística é a zoonose de maior importância em saúde pública na América 
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Latina. A região dos Andes e do Cone Sul têm sido reconhecidas como áreas 

endêmicas de hidatidose cística (ARAMBULO 111, 1997). 

Na Argentina 3 regiões exibem altas taxas de transmissão de hidatidose 

cística aos humanos: a Patagônia, os Pampas (ao sul da Província de Buenos Aires) 

e a costa (Província de Comentes). 

No Chile as áreas mais afetadas localizam-se ao sul, causando grande 

impacto econômico e social (ARAMBULO 111, 1997). 

Estudos epidemiológicos realizados no Uruguai revelaram que o índice de 

hidatidose hepática em populações rurais é o maior a nível mundial (PERDOMO, 

1987). 

No Brasil o estado do Rio Grande do Sul é considerado zona endêmica de 

hidatidose, sendo esta um sério problema de saúde pública, especialmente nos 

municípios que fazem fronteira com o Uruguai e a Argentina, onde o rebanho de 

ovinos é significativo. Apesar disso os dados sobre prevalência da enfermidade na 

região são bastante limitados. Para o período de 1977-1993, a média anual de 

prevalência de hidatidose entre os animais abatidos nos estabelecimentos com 

inspeção federal no Rio Grande do Sul foi de 31% nos bovinos, 19% nos ovinos e 

0,64% nos suínos. Poucos casos isolados de hidatidose cística em humanos têm 

sido reportados no Rio Grande do Sul. No período de 1973-1984, um total de 470 
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do Sul (ARAMBULO 111, 1997). 

No Peru, a hidatidose é considerada uma doença rural, porém sua ocorrência 

em áreas urbanas tem se tornado significante devido à introdução de cães 

infectados com E. granulosus trazidos por populações migrantes vindas de áreas 

endêmicas (ARAMBULO 111, 1997). 
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A alta incidência de hidatidose nessas regiões ocorre devido à prática comum 

de abate de animais (ovinos e bovinos, principalmente) onde, posteriormente, as 

vísceras cruas são fornecidas como alimento aos cães. Estando essas vísceras 

contaminadas com um cisto hidático fértil, o cão torna-se infectado e o ciclo repete

se. 

Assim, a dinâmica da transmissão de Echinococcus é determinada por fatores 

extrínsecos (temperatura, umidade e agentes de dispersão) e intrínsecos à interação 

parasito-hospedeiro (virulência do parasito e imunidade do hospedeiro). Além disso, 

fatores sócio-econômicos, como as práticas adotadas nas fazendas (manejo e 

alimentação dos animais), a legislação vigente e o nível de instrução da população 

também contribuem para uma maior ou menor taxa de transmissão do parasito 

(GEMMEL, 1990). Por isso, em praticamente todos os centros de endemismo de E. 

granulosus têm se realizado programas de controle, que consistem na educação da 

população quanto a cuidados de higiene, ao hábito de alimentar os cães com as 

vísceras de animais (a hidatidose seria praticamente inexistente, restringindo-se 

apenas aos ciclos silváticos, se o hábito de alimentar os cães com vísceras cruas e 

contaminadas fosse eliminado) e do tratamento dos hospedeiros definitivos com 

praziquantel. Algumas vacinas já foram propostas (CHABALGOITY et a/., 1997; 

GOTTSTEIN et ai., 1990; HEATH & LAWRENCE, 1996; LIGHTOWLERS et a/., 

1996). O objetivo é reduzir a taxa de incremento líquido da população do estado 

hiperendêmico ou endêmico para o de extinção, e mantê-la nesse nível até que a 

transmissão tenha cessado. LIGHTOWLERS et ai. (1999), testaram em ovelhas a 

vacina recombinante EG95 contra hidatidose cística. Esta vacina foi baseada em um 

antígeno recombinante clonado de ovos (oncosferas) do parasito (LIGHTOWLERS 

et ai., 1996). A vacinação com EG95 conferiu alto grau de proteção (96 - 1 00%) 
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contra desafios de 3 isolados testados (da Nova Zelândia, da Austrália e da 

Argentina) reduzindo o número de cistos viáveis em 99,3%, comparado com 

controles não vacinados. Esses resultados sugerem que EG95 poderia ter ampla 

aplicabilidade como uma nova ferramenta para uso em campanhas de controle da 

hidatidose. 

O diagnóstico da hidatidose é em geral tardio, já que o período que decorre 

desde a infecção até o aparecimento dos sintomas pode variar de 2 até 20 anos ou 

mais e que as manifestações clínicas são inespecíficas e aparecem quando o cisto 

já apresenta um tamanho considerável, difícil de ser tratado com quimioterápicos. 

Vários métodos têm sido usados para o diagnóstico da hidatidose humana. 

Métodos físicos como ultra-sonografia, tomografia computadorizada, ressonância 

magnética, entre outros, são inespecíficos e pouco eficientes no diagnóstico 

precoce. Testes imunológicos são mais específicos e baseiam-se na resposta imune 

do hospedeiro a antígenos da fase larval do parasito. Sabe-se que pacientes 

infectados por E. granulosus produzem altos níveis de anticorpos circulantes contra 

o parasito (RICKARD & LIGHTOWLERS, 1986), porém um diagnóstico sorológico 

preciso de infecção com Echinococcus é difícil devido a reações cruzadas com 

várias outras espécies de helmintos. Os avanços das técnicas de imunodiagnóstico 

estão estreitamente relacionados com a caracterização de antígenos parasitários. 

A cirurgia é a principal forma de tratamento após estabelecer-se um 

diagnóstico por métodos de imagem, possibilitando a cura em 50 a 90% dos casos 

(SCHANTZ et ai., 1982), dependendo do número e localização dos cistos, 

severidade e seleção dos casos e também das técnicas aplicadas. Atualmente a 

quimioterapia com benzimidazólicos apresenta-se como uma alternativa real ao 

tratamento cirúrgico de uma série de casos de hidatidose, incluindo pequenos cistos 
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precocemente diagnosticados (TODOROV et ai., 1990; WEN et a/., 1993). Todavia, 

o tratamento com estas drogas traz problemas de toxicidade, como hepatite e 

depressão da atividade da medula óssea, sendo por isso, aconselhado apenas em 

casos onde a cirurgia torna-se impraticável (DA VIS et a/., 1986). O diagnóstico 

precoce da hidatidose humana é importante e resulta em reduzida morbidade, fruto 

de uma intervenção precoce. O diagnóstico antes de uma cirurgia é freqüentemente 

confirmado com detecção de anticorpos específicos (SCHANTZ & GOTTSTEIN, 

1986a) e já é sabido que testes sorológicos têm identificado pacientes com 

hidatidose assintomática em áreas endêmicas (MLIKA et a/., 1986; COL TORTI et ai., 

1988). 

1.2. Antígenos parasitários 

Os antígenos da camada germinativa e dos protoescólices podem induzir à 

produção de um amplo espectro de anticorpos específicos. Anticorpos anti

Echinococcus de todas as classes e subclasses podem ocorrer em pacientes com 

hidatidose, e vários testes imunodiagnósticos têm sido aplicados para detecção 

destes anticorpos (SCHANTZ & GOTTSTEIN, 1986a; DI FELICE & SIRACUSANO, 

1987). 

Tradicionalmente, o fluido cístico tem sido usado como fonte de antígenos 

para o sorodiagnóstico (TASSI et a/., 1981; CRAIG & RICKARD, 1981). A análise 

deste fluido tem revelado a presença de antígenos do parasito relacionados com 

antígenos de outros helmintos, assim como componentes séricos do hospedeiro 

(SANCHEZ & SANCHEZ, 1971 ). A presença destes contaminantes no fluido do cisto 
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tem limitado sua utilização para o diagnóstico específico de E. granulosus, de tal 

forma que se tem encontrado cerca de 6 a 25% de "falsos negativos" e entre 5 e 

15% de "falsos positivos" com todas as técnicas usadas até o momento (BARBIERI 

et ai., 1994). 

A identificação inicial dos componentes antigênicos do metacestóide de E. 

granulosus foi feita através de técnicas de dupla difusão em ágar e 

imunoeletroforese, utilizando soros de hospedeiros infectados e de animais 

imunizados (KAGAN & NORMAN, 1961; CHORDI & KAGAN, 1965; VARELA-DÍAZ 

et a/., 1974). Assim, foram definidos pelo menos 10 componentes parasitários, dos 

quais dois, dominantes nas preparações foram considerados específicos. A 

terminologia usada para cada um destes antígenos varia de autor para autor e é 

discutida por RICKARD & LIGHTOWLERS (1986). Esses autores utilizam, como 

neste trabalho, as designações de antígeno 5 (CAPRON et ai., 1967) e antígeno B 

(ORIOL et ai., 1971). Estes dois antígenos são lipoproteínas, sendo que o antígeno 

5 é sensível à temperatura e a agentes redutores, enquanto que o antígeno B não é 

afetado por nenhum desses agentes. 

O antígeno 5 possui uma massa molecular em torno de 400 kDa (POZZUOLI 

et ai., 1972). Análises em géis de poliacrilamida-SDS sob condições redutoras 

mostram que o antígeno 5 tem uma subunidade principal de aproximadamente 38 

kDa (DI FELICE et a/., 1986; SHEPHERD & McMANUS, 1987) e possivelmente uma 

subunidade menor com massa molecular de aproximadamente 20 kDa (SHEPHERD 

& McMANUS, 1987). É encontrado na porção interna da camada germinai, na 

parede das cápsulas prolígeras, no parênquima dos protoescólices e nos dutos 

coletores do sistema excretor (RICKARD et ai., 1977; YARZABAL et ai., 1976, 1977; 

DAVIES et a/., 1978). 
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O antígeno 8 possui uma massa molecular de aproximadamente 120-160 kDa 

(ORIOL & ORIOL, 1975; ORIOL et a/., 1971; POZZUOLI et a/., 1972). Está presente 

em células tegumentares e corpúsculos calcáreos de protoescólices, nas camadas 

germinativa e laminar do cisto e substância intersticial das cápsulas prolígeras 

(YARZA8AL et ai., 1977). Em termos quantitativos, a concentração relativa do 

antígeno 8 no líquido hidático é 1 O vezes maior do que a do antígeno 5, e esta 

relação parece ser constante e independente tanto da localização do cisto como da 

espécie hospedeira (MUSIANI et ai., 1978) 

Segundo LIGHTOWLERS et a/. (1989), o antígeno 8 é representado por um 

grupo de moléculas de tamanho regularmente espaçado, com a subunidade menor 

estimada em 8 kDa e os outros componentes com massa molecular diferindo em 

aproximadamente 8 kDa, isto é, 16 kDa, 24 kDa, 32 kDa, etc; todos possivelmente 

derivados do monômero de 8 kDa, sugerindo que o antígeno 8 é um polímero de 

uma subunidade de 8 kDa. O mesmo autor mostrou que a abundância relativa das 

diferentes subunidades diminui com o aumento do seu peso molecular. 

A detecção por imunoblot da menor subunidade (8 kDa) do antígeno 8 

apresenta-se como uma boa ferramenta para diagnóstico da hidatidose (MADDISON 

et a/., 1989; LEGGATT et a/., 1992). Apesar disso, MADDISON et a/. (1989) 

verificaram que 18% dos soros de pacientes com hidatidose cística testados, não 

reagiram com esta subunidade e 39% dos soros de pacientes com hidatidose 

alveolar (E. multilocularis) apresentaram reação com a mesma subunidade que foi 

considerada Echinococcus específica. 

Uma série de antígenos foi também identificada e analisada quanto à 

especificidade por KANWAR et ai. (1992) em preparações de líquido hidático de 

diversas origens, em imunoblot, em condições redutoras, sem relacioná-las, 
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entretanto, às subunidades dos antígenos 5 e B. Foram verificados por estes 

autores, polipeptídeos com 16, 24, 38, 45 e 58 kDa reconhecidos tanto por soros 

específicos como por diversos soros de pacientes com outras infecções, inclusive 

cisticercose, e dois outros antígenos, um com 8 kDa e outro com 116 kDa, 

reconhecidos apenas por soros específicos. Um antígeno de 48 kDa não relacionado 

nem ao antígeno 5 e nem ao antígeno B foi ainda isolado por AL-YAMAN & 

KNOBLOCH (1989), e em testes com uma bateria de soros de pacientes com 

infecções parasitárias heterólogas, foi reconhecido apenas por alguns soros de 

pacientes com hidatidose alveolar. 

Uma avaliação do potencial diagnóstico de antígenos provenientes de 

extratos de vermes adultos de E. granulosus foi realizada po ERSFELD et a/. (1997). 

A análise dos extratos de vermes adultos por ELISA mostraram uma sensibilidade 

de 83% para hidatidose cística a qual é comparável a dados obtidos em testes 

sorodiagnósticos com líquido hidático. Verificou-se através de imunoprecipitação, 

que o mRNA do verme adulto de E. granulosus traduzido in vitro revelou uma 

variedade de proteínas antigênicas de baixa massa molecular (12-45 kDa) 

reconhecidas pelo soro humano de pacientes com hidatidose cística. Portanto, os 

mesmos autores concluíram que vermes adultos de E. granulosus podem ser 

considerados uma fonte adicional ou alternativa ao material proveniente de 

metacestóides para isolamento de antígenos nativos ou recombinantes que poderão 

ser usados no diagnóstico da hidatidose. 

ITO et a!. (1999) utilizaram líquido hidático de E. granulosus enriquecido com 

a fração de 8 kDa do antígeno B e extrato de protoescólices de E. multilocu/aris 

enriquecido com a fração EM18 para estabelecer o diagnóstico diferencial entre 

hidatidose cística e alveolar através de imunoblot em uma bateria de 354 amostras 
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de soro, incluindo 66 amostras de pacientes com hidatidose alveolar originários de 4 

diferentes zonas endêmicas, 173 soros de pacientes com hidatidose cística 

provenientes de 7 diferentes áreas endêmicas e o restante de indivíduos com outras 

parasitoses, com hepatomas e saudáveis. Os achados desse trabalho confirmaram 

que o antígeno B (8 kDa) não é espécie-específico conforme havia sido sugerido por 

SHEPHERD & McMANUS (1987) e por SIRACUSANO et ai. (1991), mas é gênero

específico para Echinococcus (LIGHTOWLERS et ai., 1989, MADDISON et a/., 

1989) e que o antígeno EM18 é um adequado marcador sorológico para diferenciar 

hidatidose alveolar de hidatidose cística. 

1.2.1. Antígenos recombinantes 

O imunodiagnóstico efetivo da hidatidose depende de grandes quantidades 

de antígenos parasitários espécie-específicos bem caracterizados, cuja 

disponibilidade é em geral limitada. Dificuldades no suprimento de preparações 

antigênicas, na variabilidade das fontes de antígeno de líquido hidático e também 

pelo fato do líquido hidático provavelmente conter componentes séricos do 

hospedeiro têm se apresentado como problemas para a aplicação do 

imunodiagnóstico em larga escala (HEMMINGS & McMANUS, 1991; CHAMEKH et 

a/., 1992). Mesmo com o nível de conhecimento que já se dispõem sobre os 

antígenos de E. granulosus, o que já permitiria seu uso em testes imunodiagnósticos 

com certa confiabilidade, ainda são necessários mais estudos visando à 

identificação de outros antígenos, à caracterização de epitopos antigênicos 
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específicos e ao estabelecimento do papel funcional que as proteínas antigênicas 

identificadas exercem na biologia de E. granu/osus. Nestes aspectos as técnicas de 

DNA recombinante associadas à produção de anticorpos monoclonais oferecem 

boas perspectivas, além de representarem alternativas importantes para a solução 

de problemas relacionados ao controle de qualidade e ao suprimento de antígenos 

derivados diretamente de cistos hidáticos. Estas técnicas vêm sendo amplamente 

utilizadas na identificação e caracterização de antígenos para o imunodiagnóstico de 

diversas infecções parasitárias. 

Diversos genes de Echinococcus foram caracterizados, sendo que na sua 

maioria, codificam proteínas antigênicas, e foram isolados a partir de screenings 

imunológicos de bancos de expressão utilizando soros de pacientes infectados. 

Proteínas importantes foram assim identificadas e funcionalmente caracterizadas 

(FERREIRA et a/., 1996). Além disso, muitos desses antígenos constituem 

componentes importantes da biologia do parasito e podem ser de interesse para 

utilização em vacinação, em imunoterapia ou como alvos potenciais para 

quimioterapia. Alguns exemplos são citados a seguir. 

LIGHTOWLERS et a/. (1989a) clonaram uma sequência que codifica um 

antígeno com semelhança à ciclofilina, enquanto FACON et ai. (1991) clonaram a 

seqüência de cDNA que codifica um epitopo imunogênico do antígeno 5. 

SHEPHERD et a/. (1991) clonaram uma seqüência de cDNA que codifica a porção 

carboxi-terminal da subunidade menor do antígeno 8 (8 kDa). Este clone foi 

denominado pelos autores como EgPS-3 e o peptídeo por ele codificado mostrou 

similaridade limitada com a seqüência de a-1 antitripsina de babuínos e humanos. 

Os mesmos autores verificaram que o componente nativo purificado de 8 kDa inibia 

a atividade da elastase e também inibia a quimiotaxia de neutrófilos in vitro. O 
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peptídeo EgPS-3, foi expressado como uma proteína de fusão a GST e possibilitou a 

detecção de anticorpos em pacientes com hidatidose (88 soro-positivos em 119 

pacientes). Porém, reações cruzadas foram observadas em 25% de soros de 

pacientes com hidatidose alveolar e em 22% de pacientes com esquistossomose 

japonica (LEGGATT & McMANUS, 1994). CHAMEKH et ai. (1992), descreveram a 

clonagem molecular e seqüenciamento de um gene de E. granulosus, cujo produto 

foi identificado por um anticorpo monoclonal contra um epitopo do antígeno 5. 

Um clone do cDNA correspondente ao componente de 8 kDa do antígeno B, 

foi isolado por HELBIG et a/. (1993). Este clone, denominado EG55, foi isolado de 

uma biblioteca de expressão de cDNA do estágio larval de E. granulosus por 

imunoscreening com um pool de soros obtidos de pacientes com hidatidose cística. 

EG55, expressado como uma proteína de fusão à GST, apresentou uma 

sensibilidade e especificidade, em ELISA, de 89,1% e 98,6% respectivamente. O 

uso deste antígeno combinado com um antígeno recombinante de E. multilocularis 

(EM1 O) revelou um modo altamente sensível e específico de diferenciar a hidatidose 

cística e a hidatidose alveolar. O clone EG55 codifica um peptídeo de 81 

aminoácidos, que apresenta uma porção N-terminal hidrofóbica seguida por dois 

sinais eucarióticos de clivagem por peptidase, indicando que o antígeno B é uma 

proteína secretária. 

LIGHTOWLERS et ai. (1989), haviam sugerido que o antígeno B poderia ser 

um homopolímero de uma subunidade de 8 kDa que seria possivelmente codificado 

pela seqüência de EG55 (FROSCH et a/., 1994). Entretanto, FERNÁNDEZ et a/. 

(1996) isolaram um clone (3C3) que codifica uma subunidade diferente relacionada 

ao antígeno B. O clone 3C3 foi isolado de uma biblioteca de cDNA de protoescólices 

de E. granulosus. O procedimento de screening usou um antisoro hiperimune de 
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coelho contra uma fração lipoproteica enriquecida de líquido hidático bovino. O 

inserto completo do clone 3C3 codifica um peptídeo de 90 aminoácidos (EgAgB8/2 

ou simplesmente AgB8/2) que apresenta uma porção N-terminal hidrofóbica, como 

aquela encontrada no peptídeo derivado de EG55, a qual poderia constituir um 

peptídeo sinal. AgB8/2 apresentou 44% de identidade a nível de aminoácidos com o 

peptídeo codificado por EG55 (agora denominado EgAgB8/1 ou simplesmente 

AgB8/1) e 40% de similaridade ao nível de nucleotídeos. Um anticorpo policlonal 

monoespecífico contra AgB8/2 reconheceu, em imunoblot, todos os três principais 

componentes do antígeno B (8, 16 e 24 kDa). GONZÁLEZ et a/. (1996) mostraram 

que ambas as subunidades (AgB8/1 e AgB8/2) estavam presentes na banda de 8 

kDa observada em SDS-PAGE e que estas poderiam se constituir nos blocos para a 

construção das subunidades maiores do antígeno B que poderia então ser um 

heteropolímero de pelo menos 2 pequenas subunidades de semelhantes massas 

moleculares. É interessante observar que moléculas com estas características têm 

sido encontradas em outras espécies de parasitas (POOLE et ai., 1992; OSSORIO 

et a/., 1994). As seqüências AgB8/1 e AgB8/2 mostraram uma porção hidrofóbica da 

posição 1 a 16 e 1 a 20, respectivamente, seguida por um potencial sinal eucariótico 

de clivagem por peptidase (VON HEIJNE, 1986). Isto indica que ambos os 

polipeptídeos (AgB8/1 e AgB8/2) poderiam ser proteínas secretadas. 

MÜHLSCHLEGEL et ai. (1993), isolaram diversos clones de uma biblioteca de 

cDNA de E. granulosus usando um antisoro de coelho contra o antígeno larval total. 

Um dos clones isolados (EG36) possuía um inserto codificando uma proteína de 863 

aminoácidos que mostrou 71,4% de identidade à paramiosina de Schistosoma 

mansoni. Além disso, uma seqüência peptídica de 17 aminoácidos da proteína EG36 

apresentou um significante nível de homologia ao antígeno B de Taenia solium (não 
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relacionado ao antígeno B de E. granulosus). EG36 foi expressado em pGEX-3X e o 

produto de fusão EG36-GST foi usado para obtenção de soro hiperimune de coelho. 

Este soro permitiu a localização da proteína no tegumento de E. granulosus e na 

larva de E. multilocu/aris. Alguns soros de pacientes com hidatidose cística e 

alveolar, com esquistossomose e neurocisticercose reagiram com o EG36-GST 

purificado em testes de ELISA. 

ESTEVES et a/. (1993), isolaram um cDNA estágio específico de uma 

biblioteca de expressão de E. granulosus através de screening diferencial com 

anticorpos. Este cDNA codifica uma proteína de 134 aminoácidos denominada 

EgDf1 que é expressa no tegumento de protoescólices e mostra significante grau de 

homologia à família de proteínas de baixo peso molecular envolvidas na ligação de 

ligantes hidrofóbicos. Não há evidências de que esta molécula seja imunogênica em 

hospedeiros infectados com E. granulosus. Em trabalhos mais recentes, a EgDf1 foi 

estudada em outros aspectos tais como sua estrutura tridimensional, cujos 

resultados sugerem localizações definidas de regiões epitópicas na estrutura 

secundária, motivos de fosforilação consenso e ácido oleico como um bom 

candidato a ligante a EgDf1 (PAULINO et ai., 1998). Ainda, a EgDf1 descrita como 

uma fatty acid-binding protein (FABP) de E. granulosus (ESTEVES et a/., 1997) foi 

expressada em cepas de vacina de Salmonella como uma fusão C-terminal ao 

fragmento C da toxina tetânica (TetC) usando o vetor de expressão pTECH. Esta 

proteína de fusão vem sendo estudada para avaliar seu uso como potencial vacina 

contra E. granulosus (CHABALGOITY et ai., 1997). 

FERREIRA (1993), isolou 8 clones recombinantes de uma biblioteca de cDNA 

de E. granulosus usando um pool de soros de pacientes com hidatidose cística. 

Quatro desses clones foram pelo menos parcialmente caracterizados. O clone 
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AgEg4 possuía um cDNA que codifica um peptídeo de 332 aminoácidos e mostrou 

57,9% de identidade a uma isoforma citosólica de malato desidrogenase (MDH) de 

camundongo e suíno (RODRIGUES et a/., 1993). A MDH de E. granulosus foi 

expressa em E. co/i como um produto de fusão à GST e demonstrou ser funcional. A 

presença de epitopos conformacionais em Ag4-GST foi também evidenciada 

(FERREIRA & ZAHA, 1994). Verificou-se, além disso, que este antígeno possuía 

uma sensibilidade diagnóstica de 50% em ELISA e que poderia elucidar reações 

cruzadas com soro de pacientes com cisticercose (FERREIRA & ZAHA, 1994; 

FERREIRA et ai., 1994). Outro clone , o AgEg8, possuía um cDNA parcial 

codificando uma seqüência de 111 aminoácidos que revelou limitado grau de 

homologia (27-30%) a proteínas que ligam filamentos de actina, tais como a 

gelsolina, severina e vilina (FERREIRA et a/., 1994; FERREIRA et ai., 1995). Mais 

recentemente, o cDNA completo do clone AgEg8 (atualmente denominado 

EgAFFP1-3), HERRERA, 1999/2000 submetido) foi obtido. Este cDNA codifica uma 

seqüência de 370 aminoácidos, liga monômeros de actina e também realiza funções 

semelhantes ao grupo das Actin Binding Proteins (ABP) (HERRERA et ai., 1999). O 

peptídeo de fusão Ag8-GST mostrou uma sensibilidade diagnóstica de 55,5% em 

ELISA e apresentou algumas reações cruzadas com soros de pacientes portadores 

de outras helmintoses. O uso de Ag4-GST junto com Ag8-GST elevou a 

sensibilidade do teste para 66,7% (FERREIRA et ai., 1994; FERREIRA et a/., 1995). 

Dois outros clones, AgEg5 e AgEg6 possuíam insertos parciais de DNA que 

codificam proteínas ligantes de cálcio (FERREIRA et a/., 1994; FERREIRA et ai., 

1995; CHEMALE, 1995, 1998). A seqüência deduzida do clone AgEg5 possuía 80 

aminoácidos e tinha 2 motivos putativos EF-hand Ca2
+- binding. A atividade de 

ligação ao cálcio foi experimentalmente confirmada (FERREIRA et ai., 1995; 



39 

CHEMALE, 1995). O peptídeo Ag5 possuía uma sensibilidade diagnóstica de 48% e 

apresentou reações cruzadas com alguns soros de pacientes com outras 

helmintoses. O clone AgEg6 codificava um peptídeo de 338 aminoácidos e não 

apresentou valor diagnóstico (FERREIRA et a/., 1994; FERREIRA et ai., 1995). O 

clone Ag6 foi isolado devido à presença de um único soro que reagiu com este 

antígeno no pool de soros pré-absorvidos (FERREIRA et a/., 1994). Este peptídeo 

apresentou um arranjo não usual de 16 motivos putativos EF-hand Ca2
+- binding , 

cuja funcionalidade foi demonstrada por um ensaio de ligação a cálcio com a 

proteína de fusão Ag6-GST (FERREIRA et a/., 1995; RODRIGUES et ai., 1994). A 

presença da proteína em corpúsculos calcáreos foi evidenciada por 

imunohistoquímica utilizando-se anticorpo contra a proteína Ag6-GST (RODRIGUES 

et ai., 1994, RODRIGUES et ai., 1997). 

FELLEISEN & GOTTSTEIN (1994), isolaram de E. granulosus, o gene que 

codifica a proteín9 11/3, já isolada anteriormente de E. multilocularis e que 

apresentava elevado potencial imunodiagnóstico. Porém, poucos pacientes com 

hidatidose cística possuíam em seus soros anticorpos contra a proteína 

recombinante 11/3-1 O. 

Um clone de cDNA de E. granu/osus, que codifica uma ferritina foi isolado por 

ERSFELD & CRAIG (1995). Esta proteína contém 173 resíduos de aminoácidos e 

mostrou 56% de homologia à cadeia pesada de ferritina humana. A ferritina de E. 

granulosus foi traduzida in vitro e seu potencial diagnóstico foi determinado por 

imunoprecipitação; anticorpos específicos foram detectados em 15 de 17 pacientes 

com hidatidose cística e em 6 de 7 pacientes com hidatidose alveolar. Não foram 

observadas reações cruzadas com soros de pacientes portadores de outras 

helmintoses. 
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McVIE et a/. (1997) clonaram em vetor de expressão pMal-c2 um fragmento 

de DNA de 165 pb que codifica parte da subunidade de 12 kDa (8 kDa) do antígeno 

B de E. granulosus. Uma proteína ligadora de maltose de 52 kDa foi produzida e 

corpos de inclusão contendo esta proteína foram solubilizados em uréia e purificados 

por afinidade em uma coluna de amilose-sepharose 68. A imunogenicidade do 

antígeno recombinante purificado foi testada com soros humanos para detecção de 

anticorpos lgG4 usando imunoblot, ELISA e dot-ELISA e os resultados comparados 

ao antígeno B nativo. Ambas as preparações do antígeno B (nativo e recombinante) 

foram altamente reativas para anticorpos lgG4 humanos em soros de pacientes com 

hidatidose cística. O recombinante AgB.MBP, mostrou cerca de 65% de 

sensibilidade na detecção de anticorpos lgG4 no soro de pacientes com hidatidose 

cística confirmada usando o método de ELISA. Ocorreram reações cruzadas em 

33% dos soros de pacientes com hidatidose alveolar, porém não houve reatividade 

com soros de pacientes com outras helmintoses como esquistossomose, 

oncocercose e cisticercose e nem com soros de indivíduos não infectados residentes 

em zonas endêmicas ou não para hidatidose cística. Para o antígeno B nativo, a 

sensibilidade foi de 63% e a especificidade de 81%. O dot-ELISA para detecção de 

lgG total incorporando o recombinante AgB.MBP resultou em 74% de sensibilidade e 

88% de especificidade para hidatidose cística e 93% de sensibilidade e 65% de 

especificidade para o antígeno B nativo. 

1.2.2. Peptídeos sintéticos 

Devido à possível ocorrência na mesma molécula antigênica de alguns 

epitopos somente reconhecidos por anticorpos em soros de pacientes com 
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hidatidose cística, a identificação de epitopos específicos de E.granulosus em cada 

antígeno e o desenho do peptídeo sintético apropriado para mimetizá-lo têm sido 

alvos de estudos nesta área. 

CHAMEKH et a/. (1992) reportaram o uso, em sorologia, de um peptídeo 

sintético (peptídeo 89-122) mimetizando um epitopo do Ag5. Os autores 

descreveram que este peptídeo apresentou 85% de sensibilidade e 86% de 

especificidade. LEGGATT & McMANUS (1994) produziram três peptídeos sintéticos, 

derivados da seqüência de aminoácidos predita para o clone previamente isolado 

por SHEPHERD et ai. (1991), EgPS-3, e que codifica a porção carboxi-terminal da 

subunidade menor do antígeno B (8 kDa) e mostraram um aumento em 

especificidade, (4 soros de pacientes com esquistossomose que anteriormente 

haviam se mostrado positivos com EgPS-3-GST em ELISA, não mostraram uma 

resposta aos peptídeos em dot-ELISA) mas uma redução na sensibilidade para 68% 

em pacientes infectados com E. granulosus. O epitopo predominantemente 

reconhecido por anticorpos humanos ocorre nos 27 aminoácidos da porção N

terminal de EgPS-3. Os mesmos autores realizaram a avaliação do potencial 

diagnóstico deste peptideo sintético de 27 aminoácidos (peptídeo 65), que mimetiza 

um epitopo de uma subunidade de 8 kDa do antígeno B e verificaram que 

apresentou 68% de sensibilidade e 70% de especificidade. A seqüência do AgB8/1 

correspondente ao peptídeo 65 está localizada na porção N-terminal que mostra 

69% de identidade com o AgB8/2. Segundo LIGHTOWLERS & GOTTSTEIN (1995), 

o painel de soros de pacientes utilizados em ambos os trabalhos citados acima 

foram diferentes, o que impediria que fosse estabelecida uma comparação sobre o 

valor diagnóstico dos dois peptídeos sintéticos por eles utilizados. 
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BARBIERI et a/. (1998), analisaram através de ELISA, o potencial diagnóstico 

de um peptídeo sintético de 34 aminoácidos (peptídeo GU4) em comparação com o 

antígeno B imunopurificado, com o antígeno 5, bem como com 2 outros peptídeos 

sintéticos que mimetizam epitopos dos dois últimos antígenos: o peptídeo 89-122 

(CHAMEKH et a/., 1992) e o peptídeo 65 (LEGGAT & McMANUS, 1994). A 

seqüência deste peptídeo (GU4) corresponde à porção C-terminal do Ag88/2 a qual 

mostra somente 29% de identidade com a correspondente região em Ag88/1. 

Diversos solventes para sensibilização das placas e diversas concentrações de 

antígeno foram usadas nos testes de ELISA. Verificou-se que a sensibilidade foi 

bem menor quando se utilizou os peptídeos sintéticos em comparação com os 

antígenos nativos. Uma explicação que pode ser dada para este fato, é de que 

ocorreria a perda de epitopos conformacionais quando as seqüências polipeptídicas 

são removidas do ambiente conferido pelo restante da molécula protéica nativa para 

aquele promovido pela superfície plástica da placa de ELISA. GRAS-MASSE et ai. 

(1988) mostraram que a ligação do anticorpo por peptídeos sintéticos pode estar 

ligada a sua conformação helicoidal. CHAMEKH et ai. (1992) mostraram que a 

ligação de um anticorpo monoclonal anti-Ag5 bem como de alguns soros de 

pacientes com hidatidose cística, ao epitopo mimetizado pelo peptídeo 89-122 pode 

ser dependente da conformação em alfa- hélice do antígeno. 

1.3. Diagnóstico imunológico da hidatidose humana 

Quase todos os testes sorológicos disponíveis têm sido usados para 

diagnóstico da hidatidose humana. Existem diferenças grandes entre os vários 

testes, tanto em sua capacidade para detectar anticorpos específicos no soro de 
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pessoas infectadas (sensibilidade) como na sua capacidade para distinguir 

pacientes com hidatidose de pacientes com outras parasitoses ou outras desordens 

clínicas (especificidade). 

Entre os testes mais utilizados para o diagnóstico da hidatidose podemos citar 

reação intradérmica de Casoni (WILLIAMS, 1972), teste de fixação do complemento 

(KAGAN, 1968; KAGAN, 1978), teste de hemaglutinação indireta (HIRA et a/., 1987; 

MADDISON et ai., 1989), teste de aglutinação em látex (KAGAN, 1978). Especial 

atenção tem sido dada a testes como ELISA, teste de imunofluorescência indireta , 

testes de imunoprecipitação como imunoeletroforese ou eletrosinerese, imunoblot ou 

outros testes desenvolvidos ou que incluam modernas técnicas para melhorar a 

sensibilidade e/ou especificidade de determinado ensaio. O imunoblot vem sendo 

aplicado no diagnóstico da hidatidose humana (MADDISON et a/., 1989; PINEL, 

1989; LARRALDE et a/., 1989; SIRACUSANO et ai., 1991). Este teste associa a alta 

resolução dos vários componentes antigênicos por eletroforese em gel de 

poliacrilamida-SDS com a alta sensibilidade da reação antígeno-anticorpo que pode 

detectar picogramas de anticorpos (MADDISON et a/., 1989). A sensibilidade do 

imunoblot para o diagnóstico da hidatidose humana é de 90% (MADDISON et ai., 

1989; SIRACUSANO et a/., 1991), enquanto a sua especificidade chega a 100% 

para o gênero Echinococcus (MADDISON et a/., 1989). A sensibilidade e 

especificidade da maioria dos testes variam amplamente, de acordo com a natureza, 

pureza e qualidade do antígeno, com a natureza das imunoglobulinas (isotipos, etc) 

ou subpopulações celulares especificadas no teste e com a sensibilidade 

metodológica da tecnologia selecionada (GOTTSTEIN, 1992). 

Desde o desenvolvimento das técnicas imunoenzimáticas heterólogas, 

diferentes autores vêm estudando a aplicação de imunoensaios enzimáticos para a 
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hidatidose humana (COLTORTI, 1986). O ELISA realizado em placas de poliestireno 

com poços múltiplos (micro-ELISA) vem sendo, atualmente, o teste utilizado com 

mais freqüência em estudos epidemiológicos, em virtude de sua alta sensibilidade e 

utilização de pequenas quantidades de antígeno, bem como pela possibilidade de 

automação total ou parcial da técnica (COLTORTI, 1986; ROGAN et ai., 1991). O 

ELISA tem apresentado bons resultados utilizando preparações antigênicas brutas 

de líquido hidático, antígenos parcialmente purificados ou antígenos recombinantes. 
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1.4. Objetivos 

Este trabalho tem como objetivo geral caracterizar e comparar a estrutura de 

genes que codificam duas diferentes subunidades do antígeno B de E. granulosus, 

expressar esses antígenos em E. co/i e analisar o valor diagnóstico dos peptídeos 

recombinantes. É também objetivo deste trabalho avaliar o potencial diagnóstico de 

4 outros antígenos recombinantes produzidos em nosso laboratório e estabelecer 

uma comparação entre todos eles. 

Sabe-se que um dos maiores problemas que se enfrenta para realização do 

diagnóstico da hidatidose é a disponibilidade de quantidade suficiente de uma 

preparação antigênica bem caracterizada para utilização em testes 

imunodiagnósticos. Mesmo que em alguns casos, antígenos total ou parcialmente 

purificados tenham aumentado a eficiência dos testes diagnósticos, a pequena 

quantidade que em geral se obtém a partir de cistos hidáticos acaba por inviabilizar 

sua utilização. Com o objetivo de solucionar problemas relacionados ao controle de 

qualidade das preparações antigênicas e da sua produção em grande escala, 

técnicas de DNA recombinante têm sido amplamente utilizadas. 

Os objetivos específicos do presente trabalho foram os seguintes: 

1. Clonar seqüências genômica e de cDNA do antígeno B/1 (AgBS/1) de E. 

granulosus e comparar estas seqüências com aquelas já determinadas 

para a outra subunidade de baixo peso molecular do antígeno B (AgBS/2). 

2. Ampliar a soroteca já disponível no laboratório através de um trabalho 

conjunto com o LACEN (Laboratório Central do Estado) e posterior 
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transferência de tecnologia adequada para este órgão estadual através da 

divulgação dos resultados obtidos; 

3. Produzir anticorpos monoclonais contra os antígenos recombinantes; 

4. Purificar 6 diferentes antígenos recombinantes expressados em E. co/i, 

realizar a avaliação do seu potencial para uso em imunodiagnóstico em 

ELISA e estabelecer comparações entre eles. 

5. Estabelecer comparação entre alguns soros testados com os 

recombinantes e um peptídeo sintético de 34 aminoácidos disponível, o 

GU4, que mimetiza a porção C-terminal do antígeno recombinante 

Ag88/2. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Linhagens bacterianas, vetores, enzimas , antibióticos meios de cultura 

e soluções utilizadas 

As linhagens de Escherichia co/i utilizadas nas transformações com os 

diferentes plasmídeos foram DH5a e XL 1 (SAMBROOK et a/., 1989). Os plasmídeos 

utilizados como vetores de clonagem foram pBiuescript (pBSK-) (Stratagene) e 

vetores da série pGEX (Pharmacia Biotech). 

As enzimas de restrição utilizadas tiveram diferentes procedências, dentre as 

quais Promega, Gibco, Pharmacia, Amersham, Biolabs e Cenbiot. Os antibióticos 

utilizados foram ampicilina e tetraciclina, conforme a cepa de E. co/i cultivada. As 

soluções dos referidos antibióticos foram preparadas e utilizadas de acordo com 

SAMBROOK et a/. (1989). 

Os meios de cultura de bactérias utilizados foram LB, TSB, YT e SOC nas 

formas líquida, sólida ou semi-sólida. O preparo destes meios de cultura foi feito de 

acordo com SAMBROOK et a/. (1989). As soluções foram preparadas segundo 

SAMBROOK et a/. (1989), e apresentam-se descritas no Apêndice. 

2.2. Cistos hidáticos 

Os cistos hidáticos foram obtidos de bovinos procedentes de áreas 

endêmicas do estado do Rio Grande do Sul, durante abates nos frigoríficos Rost 

(São Leopoldo) e Líder (Viamão). O líquido hidático era aspirado através de seringa 

com agulha calibrosa (50x20). Os protoescólices, quando presentes no líquido eram 
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sedimentados por gravidade, separados do sobrenadante e, quando não 

imediatamente utilizados, congelados e armazenados a -70°C. O líquido hidático, 

livre de protoescólices, era centrifugado a 1 O krpm por 1 O min, a 4°C (centrífuga 

Sorvall RCSC, rotor SS34) e o sobrenadante era congelado e armazenado a -20°C, 

até a sua utilização. Os cistos hidáticos eram classificados em férteis ou estéreis 

pela presença ou não de protoescólices ativos, determinada pela observação em 

microscópio óptico. 

2.3. Preparações antigênicas de líquido hidático 

O líquido hidático de cada cisto foi processado separadamente, de acordo 

com MADDISON et a/. (1989). O líquido era dialisado contra água bidestilada e 

liofilizado. O material liofilizado era extraído com 0,01 volume de PBS, por 1 h, à 

temperatura ambiente, e o extrato era centrifugado a 12 krpm, por 1 h, a 4°C 

(microcentrífuga Micro Centaur- Sanyo) . Ao sobrenadante era acrescentado um 

volume de glicerol e a preparação era armazenada a -20°C. 

2.4. Dosagem de proteínas 

A determinação da concentração de proteínas foi feita pelo método descrito 

por BRADFORD (1976). A quantidade de proteína presente em cada amostra 

analisada era estimada por comparação com uma curva padrão, feita com soluções 

de BSA com concentrações definidas. 
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2.5. Soros de pacientes 

Os soros humanos utilizados neste trabalho foram coletados dos seguintes 

grupos de pacientes: 

89 soros de pacientes com hidatidose cujo diagnóstico foi confirmado por 

cirurgia e/ou outros métodos: westem blotting (nos testes de imunoblot, realizados 

neste trabalho, para efeito de caracterização dos soros, a detecção de qualquer 

banda no extrato antigênico parasitário foi considerada como resultado positivo) e/ou 

ELISA e alguns por 005 e imunofluorescência; 7 soros de pacientes com hidatidose 

alveolar (E multilocularis); 36 soros de pacientes com esquistossomose 

Schistosoma mansom); 17 soros de pacientes com cisticercose (Taenia solium); 17 

soros de pacientes com hidatidose policística (E voge!J); 8 soros de pacientes com 

toxocariose (Toxocara spp.) e 37 soros de indivíduos clinicamente normais. 

As alíquotas de uso de cada soro eram mantidas em 50% de glicerol, 

conforme recomendação do Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em 

Doenças Tropicais da Organização Mundial de Saúde, para evitar desnaturação de 

proteínas devido a congelamento e descongelamento freqüentes. 

Antes do uso em ensaios imunológicos com antígenos recombinantes, os 

soros foram individualmente diluídos em lisado de uma cepa de E. co/i que 

carregava o vetor pGEX 4T-1 e incubados por 3 h a temperatura ambiente para a 

absorção de anticorpos anti-E co/i e anti-GST. Experimentos posteriores mostraram 

que o lisado de E. co/i pode ser substituído por blotto a 5% sem influência nos 

resultados, procedimento que foi então adotado por sua maior praticidade para uso 

rotineiro em diagnóstico. 
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2.6. Preparação do lisado de E. co/i 

A cepa de E. co/i carregando o vetor de expressão pGEX 4T-1 foi cultivada 

em 100 ml de meio LB líquido a 37°C por 14 a 16 horas com agitação (150 rpm). As 

bactérias foram recuperadas por centrifugação a 5 Krpm, por 5 mina 4°C (centrífuga 

Sorva li RC5C, roto r GSA), e ressuspensas em 1 O ml de PBS. A lise das células era 

feita por sonicação (5 pulsos de 30 segundos à amplitude máxima - sonicador Cole 

Palmer 4710) em banho de gelo. O lisado foi estocado com 0,02% de azida sódica a 

-20°C. 

2.7. Purificação de ácidos nucleicos 

2. 7 .1. Purificação de DNA plasmidial 

O DNA plasmidial foi preparado de diferentes formas, de acordo com sua 

utilização posterior. Para análise de possíveis recombinantes, o DNA plasmidial foi 

preparado por diferentes métodos de minipreparação de plasmídeos: lise alcalina 

e/ou desnaturação por aquecimento (SAMBROOK et a/., 1989). Para utilização em 

reações de seqüenciamento, o DNA de plasmídeo era purificado em grande escala, 

utilizando-se colunas Qiagen ou colunas Microspin (Pharmacia). 

2.7.2. Purificação de fragmentos de DNA 

Os fragmentos de DNA utilizados como sonda ou para serem subclonados 

eram separados por eletroforese em gel de agarose e posteriormente purificados 
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utilizando-se Sephaglas (Pharmacia), Glassmax (Gibco BRL) ou Nucleon Extraction 

& Purification (Amersham Life Science), de acordo com as instruções dos 

fabricantes. 

2.7.3. Purificação de RNA de protoescólices 

Os protoescólices eram obtidos de cistos hidáticos bovinos e estocados 

congelados a -80°C. Para a realização da purificação de RNA, era sempre 

considerada a viabilidade dos protoescólices. Essa análise era feita em microscópio 

óptico observando-se o padrão de absorção do corante azul de tripano pelos 

protoescólices mortos. A purificação de RNA só era feita se uma viabilidade superior 

a 90% fosse constatada. O RNA total de protoescólices era preparado utilizando o 

reagente TrizoiRLS (Gibco BRL-Life Technologies). Cerca de 250 J..tl de suspensão 

de protoescólices eram homogeneizados com 750 J..tl de reagente Trizol. As 

amostras homogeneizadas eram incubadas por 5 min à temperatura ambiente para 

completa dissociação dos complexos nucleoproteicos. Em seguida, 250 J..tl de 

clorofórmio eram adicionados para cada 750 ~-ti do reagente Trizol utilizado 

inicialmente. Os tubos eram agitados manualmente por 15 seg e depois incubados à 

temperatura ambiente por 15 min. As amostras eram centrifugadas a 13 krpm, por 

15 min (microcentrífuga Micro Centaur - Sanyo), à temperatura ambiente. A fase 

aquosa era transferida para outro tubo e o RNA era precipitado misturando-se com 

O, 7 volumes de álcool isopropílico. As amostras eram incubadas à temperatura 

ambiente por 1 O min e em seguida centrifugadas a 13 krpm. Após a centrifugação, o 

sobrenadante era removido e o precipitado de RNA era lavado com etanol 75%. As 

amostras eram misturadas por agitação e centrifugadas a 1 O krpm, por 5 min a 
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temperatura ambiente. Ao final do procedimento, o precipitado de RNA era seco à 

temperatura ambiente e ressuspenso em água MilliQ contendo O, 1% de DEPC. O 

rendimento da preparação de RNA e sua qualidade era determinada pelo espectro 

de absorção entre 220 e 320 nm e a análise eletroforética em gel de agarose. As 

preparações contendo 1 !lg de RNA eram submetidas a um tratamento com 1 !li de 

DNase I livre de RNase (DNasel AmpGrade, 1 U/!ll, Gibco BRL) em 1 !li de tampão 

de reação DNase I 1 OX ( Tris-HCI (pH 8,4) 200 mM, KCI 500 mM, MgCI2 20 mM) 

para um volume final de 1 O !li por 15 min à temperatura ambiente, para degradação 

de eventual contaminação de DNA genômico porventura existente no RNA 

preparado e posteriormente era adicionado 1 !li de EDTA 25 mM e incubadas por 15 

min a 65°C para inativação da Dnase I pelo calor e então as preparações eram 

colocadas em gelo por 1 min. Em seguida as reações eram coletadas por breve 

centrifugação e as misturas podiam ser usadas diretamente para transcrição 

reversa. 

2.8. RT-PCR 

As reações de transcrição reversa seguidas de amplificação em cadeia pela 

polimerase (RT-PCR), a partir das preparações de RNA de protoescólices tratadas 

com DNase I, foram feitas de acordo com o sistema de síntese de primeira fita de 

cDNA (Superscriptll Preamplification System, Gibco BRL). A primeira fita de cDNA 

era sintetizada pela transcriptase reversa Superscriptll a partir de oligonucleotídeos 

iniciadores oligo (dT). As condições de reação utilizadas foram aquelas 

determinadas pelo fabricante. 
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2.9. Extração de DNA de protoescólices 

O DNA foi extraído a partir de protoescólices provenientes de cistos frescos 

ou armazenados a -80°C, conforme o método descrito por McMANUS et a/. (1985), 

com algumas modificações. A um volume de 0,3 ml de protoescólices, contendo 

cerca de 16000 indivíduos, era adicionado 1 ml de solução de lise (apêndice) e o 

material era incubado por 2h a 65°C. Seguiam-se extrações com fenol, fenol

clorofórmio e clorofórmio, com centrifugações de 10 krpm, por 5 min a 4°C entre 

elas. O DNA era precipitado pela adição de Na CI para a concentração final de 100 

mM e de dois volumes de etanol absoluto. Após centrifugação a 1 O krpm, por 1 O min 

a 4°C, o DNA era lavado com etanol a 70%, seco sob vácuo e ressuspenso em 1 ml 

de TE (apêndice). Uma nova precipitação era feita, adicionando-se 0,5 volumes de 

acetato de amônio 7,5 M e dois volumes de etanol absoluto. Após centrifugação, 

lavagem e secagem em idênticas condições às anteriores, o DNA era ressuspenso 

em 0,5 ml de TE. A concentração de DNA era medida em espectrofotômetro 

medindo-se a absorbância a 260 nm, conforme SAMBROOK et a/. (1989). 

2.1 O. Clonagens 

As reações de clivagem foram realizadas em tampão de reação adequado à 

atividade de cada enzima, conforme recomendado pelo fabricante. As reações de 

clivagem eram feitas em um volume final de 1 O a 20 )li, conforme a quantidade de 

DNA a ser clivado, utilizando-se 1 U de enzima por micrograma de O NA. As reações 

eram incubadas por 1 h a 3rC e interrompidas por incubação a 65°C, por 15 min. 
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As reações de ligação eram realizadas utilizando-se proporções molares de 

vetor/fragmento de 1 :4 a 1 :8. O volume final das reações era de 1 O a 20 J.!l e incluía 

0,1 volume de tampão de ligação 10X (500 mM Tris-HCI-pH 7,5, 100 mM MgCI2, 100 

mM DTT, 10 mM ATP, 1 mg/ml albumina de soro bovino (BSA)) e 0,25 U de DNA 

ligase de T4. As reações eram incubadas a 16°C, por 14 a 16 h ou à temperatura 

ambiente por 2-4 h ou ainda submetidas a ciclos alternados de temperatura (30 s a 

10°C e 30 s a 30°C) em termociclador por 12 a 16 h (LUND et a/., 1996). 

2.11. Eletro-transformação bacteriana 

As células para transformação eram preparadas de acordo com o protocolo 

descrito por DOWER et a/. (1988), sendo utilizadas as linhagens bacterianas E. co/i 

DH5a e XL 1. Um volume de 40 J.!l de células era misturado com 1-2 J.!l do DNA (2-1 O 

ng) dissolvido em um tampão de baixa força iônica. O eletroporador GenePulser (R)

BioRad, era ajustado para 2,5 kV de voltagem, 200 n de resistência e 25 J.!F de 

capacitância. A mistura de células e DNA era transferida para cubetas de 

eletroporação de 0,2 em e a descarga de alta voltagem era aplicada. Após a 

descarga, as células eram imediatamente removidas da cubeta e colocadas em meio 

de cultura SOC para serem incubadas a 37°C, por 1 h, com agitação. Após isso as 

células eram semeadas em meio seletivo, com ampicilina. IPTG e Xgal eram 

adicionados ao meio para concentrações finais de 0,05 mM e 30 J.lg/ml, 

respectivamente. A eficiência de transformação obtida de DNA era de cerca de 108 

transformantes por micrograma. 



55 

2.12. Oligonucleotídeos utilizados 

Os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho foram os disponíveis 

comercialmente e os desenhados especificamente (tabela 2.1 ). 

Tabela 2.1. Oligonucleotídeos utilizados e suas seqüências. 

Prime r Seqüência Procedência 

KS 5'-CGAGGTCGACGGTATCG-3' Stratagene, USA 

SK 5'-TCTAGAACTAGTGGATC-3' Stratagene, USA 

Universal 5'-GT AAAACGACGGCCAGT -3' Stratagene, USA 

Reverso 5'-AACAGCTATGACCATG-3' Stratagene, USA 

AgBS/1 Fa 5' -GCGGATCCGTGGTGGTI ACTCAGGCT -3' Only DNA, USA 

Ag88/1Rb 5' -GCGAA TICGAGCAAAA TCTATGACTA-3' Only DNA, USA 

a primer derivado da seqüência AgBS/1 publicada por FROSCH et ai. (1994). Este primer contém 

um adaptador para BamHI para facilitar subseqüentes passos de clonagem. 

b primer derivado da seqüência AgBS/1 publicada por FROSCH et a/. (1994). Este primer contém 

um adaptador para EcoRI para facilitar subseqüentes passos de clonagem. 
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2.13. Marcação de sondas de DNA e hibridização 

A marcação de sondas para hibridizações de DNA foram feitas por "random 

priming" usando-se [a-32P] dATP, segundo SAMBROOK et a/. (1989). Estas sondas 

foram utilizadas para hibridização com colônias de possíveis clones recombinantes. 

Os filtros eram pré-hibridizados por 1 h a 65°C em 1 O ml de solução de hibridização 

(apêndice). As sondas (aproximadamente 107 cpm) eram desnaturadas a 100°C por 

5 min. Adicionava-se a sonda à solução de hibridização e deixava-se hibridizando 

sob agitação durante 4 h. Posteriormente os filtros eram lavados por 15 min, 

sucessivamente, em tampão SSC 5X/SDS O, 1 %; SSC 2X/SDS O, 1 %; SSC 1X/SDS 

O, 1% e finalmente em SSC 0,2X/SDS O, 1 %. Os filtros eram secos à temperatura 

ambiente e expostos a filmes de raios X por 24 h à temperatura ambiente. 

2.14. Condições de amplificação das seqüências de AgBS/1 por PCR 

A PCR foi realizada usando-se 20 a 30 ng de DNA, 1 00 J..LM de cada 

desoxirribonucleotídeo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 100 ng de cada primer, 1 U de 

Taq DNA polimerase (Cenbiot), tampão de reação (50 mM KCI, 10 mM Tris-CI e 1,5 

mM de MgCb) num volume total de 50 J.ll. A reação de amplificação era realizada em 

um termociclador PTC-100 Programable Thermal Controler, sob as seguintes 

condições: 20 ciclos de 1 min de desnaturação a 94°C, 1 min de anelamento a 50°C 

e 2 min de extensão a 72°C, com um touch down de 1 o c a cada ciclo, seguido por 

mais 20 ciclos a uma temperatura de anelamento de 40°C e uma extensão final de 

10 min. 
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2.15. Seqüenciamento de DNA 

O seqüenciamento dos segmentos de DNA clonados era feito em ambas as 

fitas de DNA pelo método de terminação de cadeia com didesoxiribonucleotídeos 

descrito por SANGER et ai. (1977), utilizando-se os kits de seqüenciamento T7 

Sequencing TM (Pharmacia) ou por Cyc/e Sequencing (DNA Thermo Sequenase 

Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham). 

2.16. Determinação das seqüências genômicas (AgBB/1 e AgBB/2) do 

antígeno 8 

A clonagem e seqüenciamento de 390 pb da seqüência genômica do Ag88/2 

haviam sido previamente descritas po FERNÁNDEZ et a/. (1996). 

O fragmento genômico de 351 pb do AgBS/1 foi amplificado por PCR a partir 

de DNA total de E. granulosus conforme condições já descritas em 2.14. Os 

protoescólices foram obtidos de cistos bovinos e o DNA foi preparado de acordo com 

McMANUS et ai. (1985). O produto amplificado foi purificado de gel, clonado em 

vetor pBSK- (Stratagene) e seqüenciado conforme já descrito nas seções anteriores 

de materias e métodos. As seqüências de nucleotídeos obtidas de ambos os genes 

e sua seqüência de aminoácidos deduzida foram comparadas usando programas do 

pacote GCG versão 9.0 (DEVEREUX et a/., 1984). 
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2.17. Purificação de antígenos recombinantes expressados em E. co/i 

Antígenos expressados como proteínas de fusão com a GST de Schistosoma 

japonicum utilizando vetores da série pGEX e a própria GST foram purificados de 

acordo com SMITH & JOHNSON (1988). Um volume de 80 ml de uma pré cultura da 

cepa bacteriana contendo o plasmídeo recombinante, cultivada em YT 

suplementado com ampicilina a uma concentração final de 50 ~-tglml, por 14-16 h, a 

37°C e com agitação (150 rpm), era inoculado em 800 ml de YT e incubado, por 1 h 

a 3?DC com agitação. Adicionava-se então IPTG para a concentração final de O, 1 

mM e a cultura era incubada por mais 3 h nas mesmas condições. As células eram 

sedimentadas por centrifugação a 5 krpm, por 5 mina 4°C (centrífuga Sorvall RC5C, 

rotor GSA), e ressuspensas em 8 ml de PBS (apêndice). A lise das células era feita 

por sonicação (4 a 6 pulsos de 30 Seg com amplitude máxima - sonicador Cole

Palmer 4710) em banho de gelo e posterior adição de triton X-100 (Sigma) para 

concentração final de 1%. Após centrifugação a 10 krpm, por 5 min a 4°C (rotor 

Sorva li SS34), o sedimento era ressuspenso em 8 ml de PBS e uma alíquota de 1 0~-tl 

era coletada para posterior análise por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS, 

para análise das proteínas da fração insolúvel. O sobrenadante (fração solúvel) era 

misturado a 1 ,5 ml de resina glutationa-sepharose 48 (Pharmacia) 50% em PBS e 

agitado suavemente por 30 min, à temperatura ambiente, para a ligação da proteína 

de fusão à resina, por afinidade da porção GST com a glutationa. A resina era 

coletada por centrifugação, por 3 min a 1 krpm e lavada por 5 vezes com 50 ml de 

PBS. A proteína de fusão era clivada com trombina pela adição de 50 U de trombina 

para cada mililitro de resina utilizado, mais 950 ~-ti de PBS. A reação era incubada à 

temperatura ambiente por 14-16 h com agitação. Depois a resina era sedimentada 
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por centrifugação a 1 krpm, por 5 min. O antígeno recombinante purificado 

permanecia no sobrenadante e posteriormente a proteína era dosada pelo método 

de Bradford. 

2.18. Transferência de proteínas para membranas de nitrocelulose e ensaio 

imunoenzimático (western blot) 

Para realização dos westem blots, foi utilizada a técnica descrita por TOWBIN 

et a/. (1979) com algumas modificações. 

A montagem do sistema de transferência em cuba vertical utilizado está 

descrita em AUSUBEL et ai. (1989). Depois de separadas por eletrofores em gel de 

poliacrilamida-SDS (12 a 15%), as proteínas eram transferidas para membranas de 

nitrocelulose em tampão de transferência (apêndice), a uma voltagem constante de 

70V por 1 h. A eficiência da transferência era verificada por coloração da membrana 

com Ponceau 1X, de acordo com SAMBROOK et ai. (1989). Após a transferência, a 

membrana de nitrocelulose era lavada em PBS (apêndice) e bloqueada com blotto 

5% (apêndice), por 1 h, à temperatura ambiente. A membrana era então incubada 

com o soro diluído, por 1 a 2 h, à temperatura ambiente. Após a incubação, o soro 

era removido e a membrana lavada por 4 vezes, de 5 min cada uma, em PBS. Em 

seguida a membrana era incubada por 1 h, à temperatura ambiente com o 

imunoconjugado. Era utilizado como imunoconjugado um segundo anticorpo de 

cabra anti-lgG humana marcado com peroxidase (Gibco-BRL) ou um segundo 

anticorpo de coelho anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase (Sigma) 

sempre diluídos 1:1000. 
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As reações antígeno-anticorpo eram visualizadas por incubação com uma 

solução contendo 5 mg de OAB (Sigma) e 150 !-LI de H202 em 30 ml de PBS. As 

reações de revelação eram interrompidas por lavagem em água bidestilada. 

2.19. ELISA 

Os testes de ELISA foram realizados essencialmente como descrito por 

MAYER & WALKER (1987). Placas de microtitulação (Falcon 3912) eram 

sensibilizadas com 0,4 1-lg de antígeno recombinante por poço em um volume de 50 

~-LI em tampão carbonato-bicarbonato (pH 9,6) por 14 a 16 h a 4°C. As amostras de 

soro eram diluídas 1 :200 em lisado de E. co/i ou blotto 5% e testadas em duplicata. 

Controles positivos, negativos, sem antígeno e sem soro eram incluídos em cada 

placa. Como conjugado era utilizado anticorpo anti-lgG humana (Gibco-BRL) 

marcado com peroxidase diluído 1:1000. OPD (Sigma)/ H20 2 em tampão citrato

fosfato (apêndice) eram utilizados como substratos na revelação. Após 15 min de 

revelação, a reação era interrompida pela adição de H2S04 12,5% e a absorbância 

era medida, a 492 nm (A492), em leitor de ELISA (BIORAD). 

Os testes de ELISA realizados com o peptídeo sintético GU4 (conjugado a 

BSA) seguiam o mesmo protocolo acima descrito com algumas modificações 

sugeridas em BARBIERI et ai. (1998). 
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2.20. Produção de anticorpos monoclonais contra a proteína recombinante 

(AgBS/1) 

Fêmeas de camundongos BALB/c (6 a 8 semanas de idade) eram injetadas 

intraperitonialmente com 30 !lg de Ag88/1 recombinante emulsificados em adjuvante 

completo de Freund. Quatro semanas depois os animais recebiam uma dose 

adicional do antígeno com adjuvante incompleto de Freund. Após duas semanas 

eles recebiam intraesplenicamente 15 !lg da proteína recombinante em PBS. Após 

três dias as células do baço do camundongo imunizado eram fusionadas com 

células de mieloma SP2/0 de camundongo em fase logarítmica de crescimento de 

acordo com KOHLER & MILSTEIN (1975). Sobrenadantes de hibridomas eram 

analisados pelo método de ELISA para verificar a produção de anticorpos. 

Hibridomas positivos eram clonados por diluições limitantes. A isotipagem dos 

anticorpos monoclonais (AcMo) era realizada por meio de um kit para isotipagem de 

anticorpos monoclonais anti-camundongo (Sigma). 

2.21. Anticorpos monoclonais anti-GST e contra antígenos recombinantes 

O anticorpo monoclonal anti-GST e os demais anticorpos monoclonais contra 

antígenos recombinantes purificados utilizados nos ensaios imunológicos deste 

trabalho foram produzidos por Sandra E. Farias, no Centro de Biotecnologia do 

Estado do Rio Grande do Sul e eram utilizados numa diluição de 1:1000 em blotto. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Clonagem e seqüenciamento do fragmento de cDNA do antígeno 8/1 de E. 

granulosus 

A partir da seqüência publicada por FROSCH et ai. (1994), foram projetados 

dois primers que foram utilizados para amplificação de um fragmento de cDNA 

correspondente ao antígeno Ag88/1 de E. granulosus. O produto da amplificação 

obtido continha 259 pb. (Fig. 3.1 ). 

O produto da amplificação foi submetido a uma reação de clivagem com as 

enzimas de restrição BamHI e EcoRI e o fragmento de 259 pb foi então clonado em 

vetor de expressão pGEX 4T-1 e expresso em cepa DH5a de E. co/i como uma 

proteína de fusão com GST (Fig. 3.2) 

O clone contendo o inserto de cDNA de 259 pb foi seqüenciado e foi 

verificada uma seqüência idêntica àquela descrita por FROSCH et a/. (1994). 

O fragmento clonado não inclui o códon de iniciação (ATG) que é verificado 

na posição 8 da região 5' da seqüência publicada por FROSCH et ai. (1994), porém 

inclui na região 3' o códon de terminação (TAG) situado na posição 251 da 

seqüência publicada pelos mesmos autores. Esta seqüência possui portanto, uma 

ORF de 243 pb. O fragmento clonado também não inclui a região hidrofóbica entre 

os aminoácidos 1 e 14. Esta região, é seguida por 2 potencias sinais eucarióticos 

(QA) de clivagem por peptidase após as posições 14 e 16, indicando que Ag88/1 é 

uma proteína secretária. 
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Seqüência de cDNA do Ag88/1 

TTTCTGCATGCTTCTCGCTCTGGCTCTCGTCTCATTCGTGGTGGTTACTCAGGCTGATGATGGCCTCACCTCGAC 
GTCGAGGAGTGTGATGAAAATGTTTGGCGAAGTGAAGTACTTCTTCGAACGTGATCCGTTGGGTCAGAAAGTGGT 
TGACCTCTTAAAGGAACTGGAAGAAGTGTTCCAGTTGTTGAGGAAGAAGCTACGCATGGCACTCAGGTCCCACCT 
CAGAGGGTTGATTGCTGAAGGTGAATAGAGGTGCC_~TACACTGTCATGTGACTAGTCATAGATTTTGCTCAATA 

AACCATCTACTTTATCTCTAAAAAAAAAAA 

BamHI 
Eco RI 

GCG/GATCC GCG/AATTC 

Fragmento Ag88/1 (259 pb) 

1111 Sítios de restrição para BamHI e EcoRI) 

BamHI 

J., 

Primer AgB8/1F: 5'-GCGGATCCGTGGTGGTTACTCAGGCT-3' 

Eco RI 
J., 

Primer AgB8/lR: 5'-GCGAATTCGAGCAAAATCTATGACTA-3' 

Figura 3.1. Seqüência de cDNA e mapa físico do inserto de cDNA de Ag88/1. As 

regiões de cDNA em negrito, correspondem às seqüências presentes nos primers 

AgB8/1 F e Ag88/1 R. 
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Figura 3.2. Análise eletroforética de extratos protéicos de células de E. co/i 

DH5a portadoras do plasmídeo pGEX-AgBS/1. Os extratos de células portadoras 

do plasmídeo pGEX4T-1 e do plasmídeo recombinante pGEX4T-1-Ag88/1 foram 

submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% e as proteínas foram 

visualizadas por coloração com coomassie blue. (1) marcadores; (2) E. co/i 

(pGEX4T-1) sem IPTG; (3) E. co/i (pGEX4T-1) com IPTG; (4) E. co/i (pGEX4T-1 -

Ag88/1) sem IPTG; (5) E. co/i (pGEX4T-1 - Ag88/1) com IPTG. As massas 

moleculares dos marcadores estão indicadas. As setas indicam as posições de GST 

(canaleta 3) e de GST-AgBS/1 (canaleta 5) 
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3.2. Clonagem e seqüenciamento do fragmento genômico do AgBS/1 de E. 

granulosus 

Os mesmos primers projetados para amplificação do fragmento de cDNA do 

Ag88/1 (ver em 3.1) foram utilizados para amplificação do fragmento genômico do 

Ag88/1 de E. granulosus. A amplificação por PCR foi realizada nas condições 

descritas em 2.14, a partir de DNA total de protoescólices de E. granulosus e o 

fragmento obtido possuía 351 pb. 

O produto de amplificação foi também submetido a uma reação de clivagem 

com as enzimas de restrição BamHI e EcoRI o fragmento de 351 pb foi purificado de 

gel de agarose e clonado em vetor pBSK-. 

O clone contendo o inserto genômico de 351 pb foi seqüenciado e foi 

verificada a presença de um íntron de 92 pb na posição 48 interrompendo o códon 

16. O íntron localiza-se entre a seqüência putativa N-terminal hidrofóbica e a 

seqüência correspondente à proteína secretada. 

3.3. Comparação das seqüências genômicas do AgBS/1 e do AgBS/2 

Para se obter informações adicionais sobre as similaridades entre os genes 

que codificam os antígenos Ag88/1 e Ag88/2 realizou-se a comparação entre suas 

seqüências genômicas usando-se programas do pacote GCG versão 9.0 

(DEVEREUX et a/., 1984). 

A seqüência genômica correspondente ao Ag88/1 possui 351 pb e apresenta 

um íntron de 92 pb como descrito em 3.2. 
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A seqüência genômica do AgB8/2 possui 390 pb e apresenta um íntron de 68 

pb na posição 60, interrompendo o códon 20 (FERNÁNDEZ et a/., 1996). Este íntron, 

assim como o da seqüência genômica do AgB8/1, localiza-se entre as seqüências 

putativas N-terminal hidrofóbica e a seqüência de aminoácidos correspondente à 

proteína secretada (Fig. 3.3) 

As seqüências dos exons determinadas para o AgB8/1 corresponde 

exatamente à seqüência de cDNA previamente determinada por FROSCH et a/. 

(1994) (número de acesso no GenBank Z26336) e a seqüência de cDNA 

determinada para o AgB8/2 é idêntica àquela previamente descrita por FERNÁNDEZ 

et a/. (1996) (número de acesso no GenBank U15001). 

A comparação das seqüências de nucleotídeos dos antígenos AgB8/1 e 

AgB8/2 mostrou identidades de 53,3% nos exons (Fig. 3.3A e 3.38) e 50% nos 

íntrons (Fig. 3.3C). 



codon 16 

A) EXON 1 
10 20 30 40 

AgB8/1 ATG------------CTTCTCGCTCTGGCTCTCGTCTCATTCGTGGTGGTTACTCAGGC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ........ . . . . . . . . . ... . . ... . 
AgB8/2 ATGAGGACTTACATCCTTCTCTCTCTTGCTCTCGTGGCTTTCGTGGCCGTCGTTCAAGC 

10 20 30 40 50 codon 20 

B) EXON 2 
10 20 30 40 50 60 
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70 80 90 100 
AgB8/1 TGATGATG-GCCTCACCTCGACGTCGAGGA-GTGTGATGAAAATGTTTGGC-GAAGTGAAGTACTTCTTCGAACGTGATCCGTTGGGTCAGAAAGTGGTTGACCTCTTA 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . I O o e e I O e . . . . . . . • • • o •• ••••• o • •• o ••• 
I O O e O o o o O • • o ••• o •• I O o e • O e O • • o •••• . . . . . . •••••• o •• o ••• 

AgB8/2 TAAAGATGAGCCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAAAAAAAGATGGGGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTTGTCGCTCTTGGC 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 
AgB8/1 AAGGAACTGGAAGAAGTGTTCCAGTTGTTGAGGAAGAAGCTACGCATGGCACTCAGGTCCCACCTCAGAGGGTTGATTGCTGAA---GGTGA--------AATAG 

...... . . . . . . • • o ••• 
• o •••• 

. . . . . . . . . . . . . . . .. . . .. . • o • •• 
O o I O o 

AgB8/2 AATGACCTAACTGCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTATGTTAAGAATTTGGTGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGTAA 
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 

C) INTRON 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 

AgB8/1 GTAGGTCACACTACCCTCCCTCATCTCCACCTCATTCACGCTCGCATTTGCCACTCTCTTCCTCTTCTTCTTATTTTTCTTCTTCCATTTAG 
e O O O o I e O • • • • o • • • • o. • • • • • ••• o • • o o •• o ••• 
e o o I e O O O e O e o I o o o o O o I o e O O I o o I O I o O o I O o o e 

AgB8/2 GTGAGTCTCACAACGT--------------CTAATTCTC--------TTGTC--TCCACACCTCATTTTCACATTTGTCACCTCCCTTTTAG 
10 20 30 40 50 60 

D) SEQÜÊNCIA DEDUZIDA DE AMINOÁCIDOS 
10 -J, 20 30 40 50 60 70 80 

AgB8/1 M----LLALALVSFVVVTQA-DDGLTSTSRSVMKMIGERKYFFERDPLGQKVVDLLKELEEVFQLLRKKLRTALKSHLRELVAE----GK 
I I I I I o O I O I O I . . . . . . . . . . . . 
I I I I O I I I I I I I I o e I I • • • • • • o ••••••••••••• o o 

AgB8/2 MRTYILLSLALVAFVAVVQAKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKDDDSK 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 

t 
Figura 3.3. Comparação entre seqüências de exons, introns e aminoácidos dos antígenos AgBS/1 e AgBS/2. Em A e B, somente as porções codificantes dos exons estão 

representadas. Os códons de iniciação ATG estão em negrito e os códons de terminação estão sublinhados. Os "gaps" introduzidos nas seqüências para melhor alinhamento estão representados 
por hífen (-)em ambas as seqüências de nucleotídeos e aminoácidos. Nucleotideos e aminoácidos idênticos estão indicados por dois pontos(:) e substituições por aminoácidos conservados estão 
representadas por pontos (.). Os aminoácidos correspondentes aos códons interrompidos por íntrons estão indicados por setas em D. Os números de acesso no GenBank para as seqüências 
genômicas e de cDNA do AgB8/l são AFI43813 e Z26336, respectivamente. Os números de acesso no GenBank para as seqüências genômicas e de cDNA do AgB8/2 são L48620 e Ul5001, 
respectivamente. 
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3.4. Confirmação da antigenicidade da proteína de fusão Ag88/1-GST em 

imunoblot 

A antigenicidade da proteína de fusão Ag88/1-GST foi confirmada em imunoblot 

(Fig. 3.4A) utilizando o soro de um paciente com hidatidose cística confirmada 

cirurgicamente. Amostras de 2 clones, um não recombinante (contendo apenas o 

plasmídeo pGEX 4T-1) e um recombinante (contendo o mesmo plasmídeo mais o 

inserto que codifica o Ag88/1) foram analisados. Como controle foi realizado um 

imunoblot com as mesmas amostras utilizando-se um anticorpo monoclonal anti

GST. 

A proteína de fusão foi reconhecida pelo soro do paciente com hidatidose 

(Fig. 3.4A). O produto de degradação da proteína Ag88/1-GST não foi reconhecido 

pelo soro do paciente. Nenhuma proteína foi detectada pelo soro de um indivíduo 

normal, utilizado como soro controle negativo (resultado não apresentado). 

GST não foi reconhecida pelo soro do paciente com hidatidose cística. A GST 

do clone não recombinante e a proteína de fusão do clone recombinante mais um 

produto de degradação de GST foram fortemente reconhecidas por um anticorpo 

monoclonal anti-GST (Fig 3.48). 
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Figura 3.4. Análise em western blot da proteína de fusão AgBS/1-GST. O extrato 

proteico de E. co/i DH5a portadoras do plasmídeo pGEX4T-1 e do plasmídeo 

recombinante pGEX4T -1-Ag88/1 foram submetidas a eletroforese em gel de 

poliacrilamida-SDS 12% em condições redutoras, e transferidas para membrana de 

nitrocelulose. A membrana foi incubada com o soro de um paciente com hidatidose 

cirurgicamente confirmada diluído 1:100 (A) ou com anticorpo monoclonal anti-GST 

diluído 1:500 (8). (1) E. co/i DH5a (pGEX4T-1) sem IPTG; (2) E. co/i DH5a 

(pGEX4T-1) com IPTG; (3) E. co/i DH5a (pGEX4T-1 - Ag88/1) sem IPTG; (4) E. co/i 

DH5a (pGEX4T-1 - Ag88/1) com IPTG. As massas moleculares dos marcadores 

estão indicadas. 
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3.5. Purificação da proteína de fusão AgBB/1-GST produzida em E. co/i 

A proteína de fusão AgB8/1-GST foi purificada por cromatografia de afinidade 

utilizando a resina glutationa-sepharose. A purificação foi feita a partir de 880 ml de 

cultura da cepa portadora do plasmídeo pGEX-AgB8/1, induzida com IPTG por 3 h. 

O processo de purificação foi monitorado por análise de todas as frações obtidas, 

por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. A maior parte da proteína de fusão 

Ag88/1-GST se encontrava na fração solúvel do extrato, a partir da qual foi feita a 

purificação. A fração solúvel contendo a proteína de fusão era ligada à coluna de 

afinidade e para obtenção do antígeno recombinante livre da porção de GST, a 

proteína de fusão era clivada com trombina durante o processo de purificação (ver 

2.17). Um rendimento de cerca de 3,5 mg/ml (Fig. 3.5) de antígeno recombinante 

AgB8/1 podia ser obtido de um volume total de 880 ml de cultura de E. co/i. Para 

controle da reação de clivagem da proteína de fusão AgB8/1-GST com trombina, 

após a conclusão do processo de purificação, era feita a eluição da resina com 

glutationa reduzida, para liberação da GST e apenas cerca de 10% da proteína não 

era clivada (dados não mostrados). 
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Figura 3.5. Análise de amostras das diferentes etapas de purificação do 

antígeno recombinante AgBS/1 por eletroforese em SDS-PAGE. As amostras 

foram separadas por eletroforese em SDS-PAGE e coradas com coomassie b/ue (1) 

marcadores (2) proteína de fusão A988/1 +GST + GST (3) extrato total de E. co/i 

contendo pGEX4T-1 com a seqüência de cDNA que codifica o A988/1 sem a 

indução por IPTG (4) extrato total de E. co/i contendo pGEX4T-1 com a seqüência 

de cDNA que codifica o A988/1 após indução com O, 1 mM de IPTG (5) proteína 

A988/1 purificada (6 !-!9) - 1 a eluição (6) proteína A988/1 purificada (4,5 !-!9) - 2a 

eluição (7) proteína A988/1 purificada (1 ,O 1-!9) - 3a eluição. A massa molecular dos 

marcadores está assinalada. A seta indica a proteína A988/1 purificada. 
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3.6. Expressão das proteínas recombinantes AgBS/2, Ag4, Ag5, Ag8 completa 

(Ag8c) e Ag8 truncada (Ag8t) 

Os clones contendo as seqüências de cDNA, já caracterizadas anteriormente, 

correspondentes aos antígenos imunogênicos Ag88/2, Ag4, Ag5, Ag8c e Ag8t foram 

expressados em cepa DH5a de E. co/i e as respectivas proteínas de fusão foram 

purificadas por cromatografia de afinidade utilizando a resina glutationa-sepharose. 

As purificações foram feitas a partir de 880 ml de cultura da cepa portadora de cada 

um dos plasmídeos pGEX-AgB8/2, pGEX-Ag4, pGEX-Ag5, pGEX-Ag8c e pGEX

Ag8t, induzidas com IPTG por 3 h. O processo de purificação foi monitorado por 

análise de todas as frações obtidas, por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 

em cada caso. A maior parte das proteínas de fusão se encontrava na fração solúvel 

do extrato, a partir da qual foi feita a purificação. A fração solúvel contendo cada 

uma das proteínas de fusão era ligada a uma coluna de afinidade e para obtenção 

do antígeno recombinante livre da porção de GST, as proteínas de fusão eram 

clivadas com trombina durante o processo de purificação (ver 2.17). Um rendimento 

de cerca de 3,5-4,5 mg/ml de antígeno recombinante Ag88/2 podia ser obtido de um 

volume total de 880 ml de cultura de E. co/i (Fig. 3.6), enquanto para o Ag4 o 

rendimento foi de cerca de O, 7 mg/ml (Fig. 3. 7), para o Ag5 foi de aproximadamente 

0,6 mg/ml (Fig. 3.8), para o Ag8c foi de cerca de 1 O mg/ml (Fig. 3.9) e de Ag8t de 

aproximadamente 2 mg/ml (Fig. 3.1 0). Para controle da reação de clivagem das 

proteínas de fusão com trombina, após a conclusão dos processos de purificação, 

era feita a eluição das resinas com glutationa reduzida, para liberação da GST. Em 

todos os casos apenas cerca de 10% das proteínas não eram clivadas pela 

trombina. 
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Figura 3.6. Análise de amostras das diferentes etapas de purificação do 

antígeno recombinante AgBS/2 por eletroforese em SDS-PAGE. As amostras 

foram separadas por eletroforese em SDS-PAGE e coradas com coomassie blue. (1) 

marcadores (2) extrato total de E.coli contendo pGEX4T-2 com a seqüência de 

cDNA que codifica o AgB8/2 sem a indução por IPTG (3) extrato total de E. co/i 

contendo pGEX4T-2 com a seqüência de cDNA que codifica o AgB8/1 após indução 

com O, 1 mM de IPTG (4) proteína de fusão AgB8/2+GST (5) proteína AgB8/2 

purificada (4,5 J.!9) (6) GST (4,0 J.!Q). As massas moleculares dos marcadores estão 

assinaladas. A seta indica a proteína AgB8/2 purificada. 
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Figura 3.7. Análise de amostras das diferentes etapas de purificação do 

antígeno recombinante Ag4 por eletroforese em SDS-PAGE. As amostras foram 

separadas por eletroforese em SDS-PAGE e coradas com coomassie blue. (1) 

marcadores (2) GST (3,0 !-!9 ) (3) proteína de fusão Ag4+GST + GST (4) extrato total 

de E.co/i contendo pGEX com a seqüência de cDNA que codifica o Ag4 sem a 

indução por IPTG (5) extrato total de E. co/i contendo pGEX com a seqüência de 

cO NA que codifica o Ag4 após indução com O, 1 mM de IPTG (6) proteína Ag4 

purificada (5,5 1-LQ). As massas moleculares dos marcadores estão assinaladas. A 

seta indica a proteína Ag4 purificada. 
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Figura 3.8. Análise de amostras das diferentes etapas de purificação do 

antígeno recombinante Ag5 por eletroforese em SDS-PAGE. As amostras foram 

separadas por eletroforese em SDS-PAGE e coradas com coomassie blue. (1) 

marcadores (2) extrato total de E. co/i contendo pGEX com a seqüência de cDNA que 

codifica o Ag5 sem a indução por IPTG (3) extrato total de E. co/i contendo pGEX 

com a seqüência de cO NA que codifica o Ag5 após indução com O, 1 mM de IPTG 

(4) GST (4,5 f.!9) (5) proteína de fusão Ag5+GST + GST (6) proteína Ag5 purificada 

(3,0 J.!Q). As massas moleculares dos marcadores estão assinaladas. A seta indica a 

proteína Ag5 purificada. 
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Figura 3.9. Análise de amostras das diferentes etapas de purificação do 

antígeno recombinante Ag8c por eletroforese em SDS-PAGE. As amostras foram 

separadas por eletroforese em SDS-PAGE e coradas com coomassie b/ue. (1) 

marcadores (2) extrato total de E. co/i contendo pGEX com a seqüência de cDNA que 

codifica o Ag8c sem a indução por IPTG (3) extrato total de E. co/i contendo pGEX 

com a seqüência de cDNA que codifica o Ag8c após indução com O, 1 mM de IPTG 

(4) proteína de fusão Ag8c+GST; Ag8c purificada e GST (5) proteína Ag8c purificada 

(6,0 J...LQ). As massas moleculares dos marcadores estão assinaladas. A seta indica 

aproteína Ag8c purificada. 
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Figura 3.10. Análise de amostras das diferentes etapas de purificação do 

antígeno recombinante Ag8t por eletroforese em SDS-PAGE. As amostras foram 

separadas por eletroforese em SDS-PAGE e coradas com coomassie blue. (1) 

marcadores (2) GST (5,0 !-t9) (3) proteína de fusão Ag8t+GST + GST (4) extrato total 

de E.coli contendo pGEX com a seqüência de cDNA que codifica o Ag8t sem a 

indução por IPTG (5) extrato total de E. co/i contendo pGEX com a seqüência de 

cO NA que codifica o Ag8t após indução com o, 1 mM de IPTG (6) proteína Ag8t 

purificada (6,0 /-tQ). As massas moleculares dos marcadores estão assinaladas. A 

seta indica a proteína Ag8t purificada. 
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3. 7. Obtenção de anticorpo monoclonal contra a proteína recombinante AgBS/1 

Os sobrenadantes dos hibridomas obtidos foram analisados por ELISA 

quando estes encontravam-se em fase logaritmica de crescimento. Os hibridomas 

positivos foram então clonados por diluições limitantes. A isotipagem do anticorpo 

monoclonal mostrou que o AcMo a-AgBS/1 obtido era da subclasse lgG1. 

Um western blot a partir de um gel SDS-PAGE 12% contendo amostras de 

líquido hidático e antígeno recombinante AgB8/1 purificado foi realizado para se 

comprovar a reatividade do AcMo a-AgBS/1 com o antígeno Ag88/1 (Fig. 3.11). 
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Figura 3.11. Análise em western blot da reatividade do anticorpo monoclonal a

AgBS/1. 5 J.!g do antígeno recombinante AgB8/1 purificado e 1 O J.!g de antígenos de 

líquido hidático bovino fértil foram submetidos a eletroforese em gel de 

poliacrilamida-SDS 12%, em condições redutoras e transferidos para membrana de 

nitrocelulose. A membrana foi reagida com o AcMo a-AgB8/1 diluído 1:1000 e 

revelado com imunoglobulina lgG (1:1000) anti-camundongo conjugada com 

peroxidase. (1) antígeno recombinante AgB8/1; (2) antígenos de líquido hidático. As 

massas moleculares dos marcadores estão indicadas. 
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3.8. Caracterização das proteínas recombinantes AgBS/1 e AgBS/2 

Ambas as proteínas recombinantes Ag88/1 e Ag88/2 purificadas 

apresentaram um rendimento próximo a 3,5 mg/ml após clivagem com trombina, a 

partir de 880 ml de cultura de E. co/i conforme descrito acima. A figura 3.12A, mostra 

um SDS-PAGE das seguintes proteínas, antígeno B nativo purificado, recombinante 

Ag88/1, recombinante Ag88/2 e GST. As antigenicidades das proteínas 

recombinantes foram confirmadas por imunoblot com um pool de 3 soros de 

pacientes com hidatidose cirurgicamente confirmada (Fig. 3.128). Um anticorpo 

monoclonal contra o recombinante Ag88/1 mostrou que não há reação cruzada com 

o recombinante Ag88/2, mas reconheceu todas as subunidades do AgB nativo (Fig. 

3.12C). Anti-soros de camundongo específicos contra cada recombinante (Ag88/1 e 

Ag88/2) não mostraram reações cruzadas, embora ambos reconhecessem as 

subunidades do AgB nativo. 
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Figura 3.12. Antigenicidade das proteínas recombinantes AgB8/1 e AgB8/2. 

Antígeno 8 nativo (6 1-Lg), antígeno recombinante Ag88/1 (3,5 1-Lg), antígeno 

recombinante Ag88/2 (4,5 /-Lg) e GST (4,0 /-Lg) foram separados por eletroforese em 

gel 15% de poliacrilamida-SDS em triplicata. Um dos géis foi corado com coomassie 

blue e os outros foram transferidos para membrana de nitrocelulose e reagidos com 

um pool de soros de pacientes com hidatidose (1 :200) ou com anticorpo monoclonal 

anti-Ag88/1 (1 :500) e revelados como descrito em materiais e métodos. 

A- gel corado com coomassie blue 8- imunoblot com poo/ de soros C- imunoblot com 

anticorpo monoclonal anti-Ag88/1 (1) antígeno 8 nativo; (2) antígeno recombinante 

Ag88/1; (3) antígeno recombinante Ag88/2; (4) GST 
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3.9. Padronização dos testes de ELISA usados para avaliação do 

potencial diagnóstico dos antígenos recombinantes 

Para definição da concentração de antígenos recombinantes a ser utilizada 

em ELISA, foi feita uma curva de titulação para cada antígeno, reagindo 

concentrações crescentes dos mesmos com o soro (diluído 1 :200) de um paciente 

com hidatidose confirmada cirurgicamente e com o soro (diluído 1 :200) de um 

indívíduo clinicamente normal (controle negativo). Em todos os casos uma 

concentração de 0,4 J.tg/poço de antígeno foi escolhida para a realização dos 

experimentos. Nesta concentração ocorria uma estabilização na curva de titulação, 

numa absorbância de 492 nm e não ocorria reação detectável com o soro negativo 

(dados não mostrados). 

3.10. Avaliação do potencial do antígeno recombinante AgBS/1 para 

utilização no diagnóstico da hidatidose humana por ELISA 

O potencial diagnóstico do antígeno recombinante AgBS/1 foi verificado em 

ELISA anti-lgG frente a soros de pacientes com hidatidose, soros de pacientes com 

outras parasitoses e soros de indivíduos clinicamente normais utilizados como 

controles. O valor do cut-off foi estabelecido como a média dos 37 soros humanos 

testados mais dois desvios padrão. Estes resultados estão apresentados na tabela 

3.1. Para análise dos resultados foram consideradas 3 situações para os soros de 

pacientes não confirmados cirurgicamente. Soros de pacientes que possuíam testes 

de westem blot e ELISA, utilizando LHBF, positivos, soros que possuíam apenas 
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westem blot positivos e soros que possuíam apenas ELISA positivos, embora outros 

testes diagnósticos tenham sido realizados em alguns soros (tabela 3.2). 

Quando se considerou westem blot e ELISA positivos, foram detectados 7 

soros positivos, para o recombinante Ag88/1, de pacientes com hidatidose 

confirmada cirurgicamente e 26 soros positivos de pacientes com hidatidose porém 

sem confirmação cirúrgica, totalizando 33 soros positivos para hidatidose de um total 

de 74 soros com westem e ELISA, com LHBF, positivos analisados. A sensibilidade 

calculada neste caso foi de 44,59% (tabela 3.3). 

Quando se considerou soros apenas com westem blot positivos, foram 

detectados 7 soros positivos, para o recombinante Ag88/1, de pacientes com 

hidatidose confirmada cirurgicamente e 29 soros positivos de pacientes com 

hidatidose sem confirmação cirúrgica totalizando 36 soros positivos para hidatidose 

de um total de 85 soros com western blot, com LHBF, positivos analisados. A 

sensibilidade calculada neste caso foi de 42,35% (tabela 3.3). 

Finalmente, quando se considerou apenas os soros com ELISA positivos, 

foram detectados 7 soros positivos, para o recombinante AgB8/1, de pacientes com 

hidatidose confirmada cirurgicamente e 26 soros positivos de pacientes com 

hidatidose sem confirmação cirúrgica totalizando 33 soros positivos para hidatidose 

de um total de 78 soros com ELISA, com LHBF, positivos analisados. A sensibilidade 

calculada neste caso foi de 42,31% (tabela 3.3). 

A especificidade do antígeno recombinante Ag88/1 foi de 80,32% (tabela 3.3). 

A avaliação do potencial dos demais antígenos recombinantes (AgB8/2, Ag4, 

Ag5, Ag8t e Ag8c) para utilização no diagnóstico humano da hidatidose por ELISA 

seguiu os mesmos critérios descritos acima para o antígeno recombinante Ag88/1 e 

os resultados obtidos estão representados nas tabelas 3.1, 3.2 e 3.3. 
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3.11. Análise comparativa dos resultados obtidos nos testes de ELISA 

para os diferentes antígenos recombinantes frente aos soros de pacientes com 

hidatidose confirmada cirurgicamente 

Um total de 13 soros de pacientes com hidatidose confirmada por cirurgia 

foram utilizados neste trabalho. 

Testes de ELISA com todos os antígenos recombinantes descritos acima 

foram realizados frente a estes 13 soros, com os seguintes resultados: 

Com o antígeno recombinante AgB8/1 foram detectados 7 soros positivos e 6 

negativos, com o recombinante Ag88/2 12 soros foram positivos e 1 negativo, com o 

recombinante Ag4, 1 O soros foram positivos e 3 negativos, com o recombinante Ag5 

5 foram positivos e 8 negativos, com o recombinante Ag8t, 4 foram positivos e 9 

negativos e finalmente com o recombinante Ag8c 8 foram positivos e 5 negativos. 

Comparando-se estes resultados podemos sugerir que o antígeno 

recombinante AgB8/2 é o que apresenta o melhor potencial para diagnóstico da 

hidatidose humana, o que pode ser também inferido quando se analisa os dados 

apresentados na tabela 3.4 que mostram que a sua sensibilidade média é de 

86,95% entre as 3 situações consideradas e a especificidade é de 96,72%, seguido 

pelos antígenos recombinantes Ag4, Ag8c e AgB8/1 que apresentam valores 

similares de soros positivos de pacientes com hidatidose confirmada por cirurgia 

bem como sensibilidades também semelhantes. Os recombinantes Ag5 e Ag8t 

seriam os que apresentam pior performance para utilização no diagnóstico da 

hidatidose humana, o que pode ser sugerido quando se analisa os valores 

expressos para esses recombinantes na tabela 3.3 e 3.4 . 
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3.12. Análise comparativa dos resultados obtidos nos testes de ELISA 

para os diferentes antígenos recombinantes frente aos soros de pacientes com 

hidatidose sem confirmação cirúrgica 

Um total de 76 soros de pacientes com algum teste positivo (western blot, 

ELISA, 005, IFI) para hidatidose, porém sem confirmação cirúrgica foram testados 

com todos os antígenos recombinantes. 

64 soros apresentaram resultado positivo para o antígeno recombinante 

AgB8/1 e/ou AgB8/2 (apenas o soro32 foi positivo para AgB8/1 e negativo para 

AgB8/2). 6 soros apresentaram resultado positivo para pelo menos um dos outros 

antígenos recombinantes, como é o caso do soro 55 (positivo para Ag4 e Ag5) e dos 

soros 81, 82, 84, 85 e 86 (positivos para Ag8c) (tabela 3.2). 

6 soros apresentaram-se negativos para todos os antígenos recombinantes, 

porém apresentavam resultado positivo para um ou mais testes, como pode-se 

verificar nos soros 56, 64 e 68 (positivos para western blot, ELISA com LHBF e IFI) e 

os soros 76 (positivo para western blot e I FI), 88 (positivo apenas no western blot) e 

89 (positivo apenas em ELISA com LHBF) (tabela 3.2). 

3.13. Resultados dos testes de ELISA com o peptídeo sintético GU4 para 

avaliação de seu potencial diagnóstico em comparação com o recombinante 

AgB8/2 

A reatividade de alguns soros de pacientes com hidatidose foi analisada 

frente ao peptídeo sintético GU4, que contém uma seqüência do antígeno AgB8/2. 

Os resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos para o recombinante 
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Ag88/2 frente aos mesmos soros. Somente 8 de 20 soros de pacientes com 

hidatidose testados reconheceram o peptídeo sintético GU4 (tabela 3.1) em 

comparação com 19 que reconheceram o antígeno recombinante Ag88/2. 
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Tabela 3.1. Resumo dos resultados obtidos em ELISA usando os antígenos recombinantes AgBS/1, AgBS/2, Ag4, Ag5, 
Ag8t, Ag8c e o peptídeo sintético GU4 

Soros de pacientes testados Número total 
Número de soros positivos* de soros 

AgBS/1 AgBS/2 Ag4 Ag5 Ag8c Ag8t GU4** 
Hidatidose cística (confirmada por cirurgia 

e/ou diagnosticada por lb-LHBF e/ou E- 89 36 75 38 37 37 24 8 

LHBF)* 

Hidatidose alveolar ( Echinococcus 
7 5 o 2 2 5 1 

multilocularis) 

Hidatidose policística (Echinococcus vogeli) 17 5 o 3 6 8 o 
Cisticercose (Taenia solium) 17 o o 3 4 15 2 

Esquistossomose ( Schistosoma mansom) 36 11 1 6 10 5 3 

Toxocariose (Toxocara spp.) 8 1 1 o 1 8 1 

Indivíduos clinicamente normais 37 2 2 3 4 6 5 

*Dados retirados da Tabela 3.2. 

** Vinte soros de pacientes com hidatidose cística foram testados com o peptídeo sintético GU4. Dezenove deles reconheceram 

também o antígeno recombinante AgB8/2, do qual ele é derivado. 
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Tabela 3.2. Resultados dos testes de ELISA com os antígenos recombinantes 
frente a soros de paciente com hidatidose (confirmada cirurgicamente e/ou por 
outros testes imunológicos). Para comparação, são também apresentados os 
resultados dos mesmos soros nos outros testes imunodiagnósticos 
realizados. 

Soros 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
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+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
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+ 
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+ 
+ + 

+ 
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+ 
+ 
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+ + 

+ + 
+ + 

+ NO 
+ NO 

NO 
NO 

+ NO 
+ NO 
+ NO 
+ NO 
+ NO 

NO 
+ NO 
+ NO 
+ NO 
+ NO 
+ NO 
+ NO 

NO 
NO 

+ NO 
+ NO 

NO 
NO 

+ NO 
+ NO 

NO 
NO 
NO 

+ NO 
+ NO 
+ NO 

NO 
NO 
NO 
NO 
NO 
NO 
NO 
NO 
NO 

lb-LHBF 
NT 
+ 
+ 
+ 

NT 

+ 
NT 
+ 

NT 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

E-LHBF 005 
NT 

+ NT 
NT 

+ + 
+ NT 
+ NT 
+ NT 

NT 
NT 

+ NT 
+ NT 
+ NT 
+ NT 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 

+ 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 

+ NT 
+ NT 
+ NT 
+ NT 
+ NT 
+ NT 
+ NT 

IFI 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
NT 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

NT 
+ 
+ 
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53 + + + + ND + + NT + 
54 + + ND + + NT + 
55 + + NO + + NT + 
56 NO + + NT + 
57 + + NO + + NT + 
58 + + NO + + NT + 
59 + + + + NO + + NT + 
60 + NO + + NT + 
61 + + NO + NT NT 
62 + NO + NT NT 
63 + + NO + + NT NT 
64 NO + + NT + 
65 + NO + NT + 
66 + + + NO + + NT NT 
67 + + + + ND + + NT NT 
68 NO + + NT + 
69 + NO + + NT + 
70 + NO + + NT + 
71 + + NO + + NT + 
72 + NO + + NT + 
73 + + NO + NT + 
74 + + + ND + NT + 
75 + + + + + NO + NT + 
76 NO + NT + 
77 + + + ND + + + NT 
78 + + + NO + + + NT 
79 + + NO + NT 
80 + + + NO + + NT NT 
81 + NO + + NT 
82 + NO + NT 
83 + + NO + + NT 
84 + NO + + NT 
85 + NO + + NT 
86 + NO + NT 
87 + + + NO + + NT 
88 NO + NT 
89 NO + NT 
Ag88/1: antígeno recombinante Ag88/1; AgB8/2: antígeno recombinante AgB8/2; 
Ag4: antígeno recombinante Ag4; Ag5: antígeno recombinante Ag5; Ag8c: antígeno 
recombinante Ag8c; Ag8t: antígeno recombinante Ag8t; CC: confirmação cirúrgica; 
LHBF: extrato de líquido hidático bovino fértil; lb (LHBF): imunoblot com LHBF; 
ELISA (LHBF): ELISA com LHBF; DD5: dupla difusão em agar para detecção do 
arco 5; IFI: imunofluorescência indireta; NT: não testado; ND: dados não disponíveis. 
Os dados dos testes de DD5 e IFI foram obtidos pela equipe do LACEN (testes já 
dentro da rotina de diagnóstico da hidatidose na Instituição 
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Tabela 3.3 .. Resumo da avaliação do potencial dos antígenos recombinantes 

testados para utilização no diagnóstico da hidatidose humana por ELISA. 

Antígeno 

recombinante 

AgBS/1 

AgB8/2 

Ag4 

Ag5 

Ag8t 

Ag8c 

Grupos de soros homólogos analisados* 

lb-LHBF + e E-LHBF + lb-LHBF + 

(n = 74) (n = 85) 

E-LHBF + 

(n = 78) 

Total de soros +: 33 (7 c.c e Total de soros +: 36 (7 c.c e Total de soros +: 33 (7 c.c e 

26 s/ c.c) 29 s/ c.c) 26 s/ c.c) 

Sensibilidade; 44,59% 

Especificidade: 80,32% ** 

Total de soros+: 66 (12 c.c 

e 54 s/ c.c) 

Sensibilidade; 89,18% 

Especificidade: 96,72%** 

Total de soros+: 37 (10 c.c 

e 27 s/ c.c) 

Sensibilidade; 50% 

Especificidade: 86,07%** 

Sensibilidade; 42,35% 

Especificidade:80, 32% ** 

Total de soros +: 74 (12 c.c 

e 62 s/ c.c) 

Sensibilidade; 87,05% 

Especificidade: 96,72%** 

Total de soros +: 38 (10 c.c 

e 28 s/ c.c) 

Sensibilidade; 44,7% 

Especificidade: 86,07% ** 

Total de soros +: 31 (5 c.c e Total de soros +: 37 (5 c.c e 

26 s/ c.c) 32 s/ c.c) 

Sensibilidade; 41,89% 

Especificidade: 77,87%** 

Total de soros +: 23 (4 c.c e 

19 s/ c.c) 

Sensibilidade; 31,08% 

Especificidade: 90, 17% ** 

Total de soros +: 33 (8 c.c e 

25 s/ c.c) 

Sensibilidade; 44,59% 

Especificidade: 61 ,48%** 

Sensibilidade; 43,53% 

Especificidade: 77,87%** 

Total de soros +: 24 (4 c.c e 

20 s/ c.c) 

Sensibilidade; 28,24% 

Especificidade: 90, 17%** 

Total de soros +: 34 (8 c.c e 

26 s/ c.c) 

Sensibilidade; 40% 

Especificidade: 61 ,48%** 

Sensibilidade; 42,31% 

Especificidade: 80,32%** 

Total de soros +: 66 (12 c.c 

e 54 s/ c.c) 

Sensibilidade; 84,61% 

Especificidade: 96,72% ** 

Total de soros+: 37 (10 c.c 

e 27 s/ c.c) 

Sensibilidade; 47,43% 

Especificidade: 86,07%** 

Total de soros +: 31 (5 c.c e 

26 s/ c.c) 

Sensibilidade; 39,74% 

Especificidade: 77,87% ** 

Total de soros+: 23 (4 c.c e 

19 s/ c.c) 

Sensibilidade; 29,49% 

Especificidade: 90, 17% ** 

Total de soros +: 35 (8 c.c e 

27 s/ c.c) 

Sensibilidade; 44,87% 

Especificidade: 61 ,48%** 

lb-LHBF: lmunoblot com extrato bruto de líquido hidático bovino fértil; E-LHBF: 

ELISA com com extrato bruto de líquido hidático bovino fértil; c.c: soros de pacientes 

com hidatidose confirmada cirurgicamente; s/ c.c: soros de pacientes com hidatidose 

sem confirmação cirúrgica. 

*Os grupos de soros foram definidos pela positividade em lb-LHBF e/ou E-LHBF. 

** Os dados de especificidade se referem aos resultados obtidos com o conjunto de 

85 soros heterólogos discriminados na Tabela 2. 
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Tabela 3.4. Resumo da avaliação do potencial dos antígenos recombinantes 

testados para utilização no diagnóstico da hidatidose humana por ELISA, 

mostrando valores médios de sensibilidade e especificidade. 

Antígeno recombinante Sensibilidade (%) Especificidade (%) 

Ag88/1 43,10 80,32 

Ag88/2 86,95 96,72 

Ag4 47,38 86,07 

Ag5 41,72 77,87 

Ag8t 29,60 90,17 

Ag8c 43,15 61,48 
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4. DISCUSSÃO 

O antígeno B é uma lipoproteína polimérica e está presente em grande 

quantidade no líquido hidático do estágio metacestóide de E. granulosus. Este 

líquido é constituído por uma complexa mistura de proteínas derivadas do soro do 

hospedeiro e produtos de excreção e secreção do parasito (LIGHTOWLERS & 

GOTTSTEIN, 1995). O alto conteúdo do antígeno B neste fluido pode contribuir para 

um importante papel deste antígeno na biologia do parasito e, particularmente, em 

sua relação com o hospedeiro (GONZÁLEZ et ai., 1996). Estudos sobre o antígeno 

B têm sido dirigidos especialmente para a sua relevância no diagnóstico da 

hidatidose (revisado por GOTISTEIN, 1992). Este antígeno é altamente 

imunogênico em infecções humanas e seu valor diagnóstico tem sido reconhecido 

desde as primeiras análises dos diferentes componentes do líquido hidático 

(GONZÁLEZ et a/., 1996). 

Em SDS-PAGE, o antígeno B pode ser dissociado em pelo menos 6 

moléculas que diferem em massa molecular por 8 kDa, (LIGHTOWLERS et a/., 

1989). Os mesmos autores têm proposto que as moléculas maiores poderiam ser 

polímeros de um monômero de 8 kDa. Duas diferentes subunidades de 8 kDa do 

antígeno B (denominadas EgAg88/1 e EgAg88/2) foram clonadas e caracterizadas 

até o presente momento (SHEPHERD et a!., 1991; FROSCH et a!., 1994; 

FERNÁNDEZ et ai., 1996; GONZÁLEZ et a/., 1996), apresentando 44% de 

identidade ao nível de aminoácidos entre elas. A massa molecular calculada para as 

formas secretadas do EgAgB8/1 e do EgAgB8/2 são 7,5 e 8,2 kDa, respectivamente 

e há evidências de que estas subunidades poderiam ser os blocos para construção 

das subunidades maiores, ou seja, elas estariam envolvidas na organização 
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oligomérica do antígeno B nativo de E. granulosus (GONZÁLEZ et a/., 1996). De 

modo a entender as relações entre estas duas proteínas, no presente trabalho foram 

analisadas a estrutura dos genes que codificam os antígenos AgB8/1 e AgBB/2, 

expressadas as proteínas correspondentes em E. co/i e determinados os potenciais 

diagnósticos para hidatidose dos 2 polipeptídeos recombinantes em comparação 

com os antígenos de líquido hidático e com outros antígenos recombinantes 

caracterizados em nosso laboratório, usando um painel de soros humanos com 

infecções clinicamente definidas e a técnica de micro-ELISA. 

Com o objetivo de analisar as relações entre os antígenos Ag88/1 e AgB8/2 

suas seqüências genômicas foram comparadas. Ambas as seqüências são 

interrompidas por íntrons localizados entre a porção N-terminal hidrofóbica putativa 

(peptídeo sinal) e a porção que codifica a região secretada da proteína. A seqüência 

genômica do antígeno Ag88/1 apresenta um íntron de 92 pb na posição 

correspondente ao aminoácido 16 e a seqüência genômica do Ag88/2 apresenta um 

íntron de 68 pb na posição correspondente ao aminoácido 20. As seqüências dos 

exons determinadas para o AgB8/1 corresponde exatamente à seqüência de cDNA 

previamente determinada por FROSCH et a/. (1994) (número de acesso no 

GenBank Z26336) e a seqüência de cDNA determinada para o Ag88/2 é idêntica 

àquela previamente descrita por FERNÁNDEZ et ai. (1996) (número de acesso no 

GenBank U15001 ). 

A comparação das seqüências de nucleotídeos dos antígenos AgB8/1 e 

AgB8/2 mostrou identidades de 53,3% nos exons e 50% nos íntrons. 

Considerando as diferenças observadas entre os antígenos AgB8/1 e AgB8/2, 

foi muito importante avaliar seus potenciais diagnósticos para hidatidose e compará

los com outros antígenos recombinantes, bem como com antígenos de líquido 
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hidático bovino fértil, atualmente utilizado para diagnóstico de hidatidose por ELISA. 

Nossos resultados mostraram significantes diferenças nos valores diagnósticos dos 

diferentes antígenos recombinantes testados. O antígeno recombinante AgB8/2 

apresentou a melhor performance em ELISA, mostrando uma sensibilidade média de 

86,95% e üma especificidade de 96,72%. A especificidade mais baixa do AgBS/1 

(80,32%) sugere que esta subunidade poderia ser responsável pela menor 

especificidade da preparação de antígeno 8 nativo (81 ,9%) (ROTT et ai., 2000), 

quando comparada ao recombinante AgB8/2. Sabe-se que ambos os antígenos 

(Ag88/1 e Ag88/2) estão presentes em protoescólices (GONZÁLEZ et ai., 1996), 

mas o níve! de expressão relativa de cada um permanece ainda desconhecido. 

Também não se conhece ainda, que proporção de cada subunidade está 

representada dentro dos polímeros do antígeno 8. A possível ocorrência de 

subunidades adicionais no complexo antígeno 8 já foi proposta por GONZÁLEZ et 

a!. (1996). As diferenças na performance do recombinante Ag88/1 e Ag88/2 em 

detectar anticorpos no soro de pacientes com hidatidose pode também explicar a 

variabilidade entre os resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisa, os quais 

têm usado em seus testes diagnósticos antígenos de líquido hidático bruto ou 

parcialmente purificado de diferentes hospedeiros. 

Os resultados derivados de testes do antígeno recombinante Ag88/2 contra 

soros de pacientes com E. multilocularis e E. vogeli sugerem que este antígeno pode 

ser espécie-específico. Não foram observadas reações cruzadas com nenhum dos 

dois antígenos recombinantes (Ag88/1 e Ag88/2) com soros de pacientes infectados 

com o cestóide T. solium. Testes com maior número de soros homólogos e 

heterólogos ainda seriam necessários para maior segurança nas conclusões, muito 

embora, com os resultados já disponíveis é possível sugerir que os antígenos 
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recombinantes AgB8/1 e AgB8/2 poderiam ser considerados de grande ut!idade no 

diagnóstico da hidatidose cística. Estes dois antígenos permitem ainda a 

discriminação de algumas reações cruzadas com soros de pacientes com 

cisticercose, um dos grandes problemas enfrentados no imunodiagnóstico da 

hidatidose cística (RICKARD & LIGHTOWLERS, 1986). O antígeno recombinante 

Ag88/2 produz menos reações cruzadas com os soros de pacientes com 

esquistossomose que o recombinante AgB8/1, fato que é bastante interessante, 

mesmo quando se considera este achado de menor importância em regiões como o 

cone Sul da América, onde a esquistossomose não é prevalente (DREYER, 1987, 

REY, 1991) enquanto a hidatidose cística é endêmica (MATOSSIAN etal., 1977). 

Os valores de sensibilidade e especificidade obtidos para o recombinante 

Ag88/1 são similares àqueles obtidos por outros grupos usando seqüências 

similares. LEGGATT & McMANUS (1994) usaram com sucesso o Ag88/1, 

expressado como uma proteína de fusão com GST sendo capaz de detectar 74% 

dos casos de hidatidose cística. Reações cruzadas foram observadas em 25% dos 

soros de pacientes com hidatidose alveolar e em 22% de soros de pacientes com 

esquistossomose japonica. Não foram observadas reações cruzadas com soros de 

pacientes com T. so/ium . 

McVIE et ai. (1997) clonaram e expressaram, um fragmento de 165 pb que 

codifica a porção carboxi-terminal do Ag88/1, como uma proteína de ligação à 

maltose. O antígeno recombinante mostrou sensibilidade e especificidade para 

hidatidose cística de 65% e 91% respectivamente, em ELISA, enquanto o antígeno 

B nativo exibiu 63% de sensibilidade e 81% de especificidade. Neste estudo, o 

recombinante Ag88/1 mostrou reatividade cruzada com soros de pacientes com 

hidatidose alveolar, porém não apresentou reatividade com soros de pacientes com 
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outras infecções helmínticas (esquistossomose, oncocercose e cisticercose) ou de 

indivíduos clinicamente normais que viviam em regiões endêmicas ou não. Em um 

estudo feito por LEGGATT & McMANUS (1994), 22% dos soros de pacientes com 

esquistossomose reagiram com o recombinante AgB8/1, enquanto no nosso estudo 

30% apresentaram reação. Em nosso estudo essas reações não podem ser 

atribuídas à porção de GST uma vez que ela foi removida da proteína recombinante. 

Recentemente, BARBIERI et a/. (1998) testaram 6 antígenos (antígeno bruto 

HCFA, antígeno B imunopurificado, antígeno 5, peptídeo 65, peptídeo 89-112 e 

peptídeo GU4) contra uma extensa coleção de soros. O peptídeo 65 é constituído de 

26 aminoácidos e mimetiza um epitopo do Ag88/1 {LEGGATT & McMANUS, 1994). 

O peptídeo 89-122 é derivado do antígeno 5 e foi previamente descrito por 

CHAMEKH et a/. (1992). GU4 é um peptídeo sintético de 34 aminoácidos 

correspondente à porção carboxi-terminal do AgB8/2. Os antígenos 5 e B 

apresentaram uma maior sensibilidade que os peptídeos deles derivados. Tem sido 

sugerido que a mais baixa performance diagnóstica dos peptídeos sintéticos em 

comparação com os antígenos completos pode ser devida à perda de epitopos 

conformacionais, que ocorrem quando a seqüência de aminoácidos está fora do 

ambiente promovido pelo restante da molécula protéica (BARBIERI et ai., 1998). Os 

resultados obtidos neste trabalho usando o peptídeo sintético GU4 estão em 

concordância com os resultados de BARB!ERI et ar (1998), indicando que a 

estrutura completa do antígeno é importante para o reconhecimento pelo soro. 

Nossos resultados indicam que o antígeno recombinante AgB8/2 apresenta 

uma excelente performance em detectar anticorpos no soro de pacientes com 

hidatidose cística. É possível verificar que este antígeno apresenta-se como o de 
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melhor sensibilidade e especificidade entre os antígenos até hoje individualmente 

testados de E. granulosus. 

FERREIRA et ai. (1 996) caracterizaram parcialmente 4 clones recombinantes 

de uma biblioteca de cDNA que haviam sido isolados pelos mesmos autores usando 

um pool de soros de pacientes com hidatidose cística (FERREIRA & ZAHA, 1994; 

FERREIRA et ai., 1994). 

O clone AgEg4 possuía um cDNA que codificava 332 aminoácidos e mostrava 

57,9% de identidade à isoforma citosólica da malato desidrogenase (MDH) de 

camundongo e suíno (RODRIGUES et ai., 1993). A MDH de E. granu/osus foi 

expressa em E. co/i como uma proteína de fusão à GST e demonstrou ser funcional. 
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Verificou-se ainda, que este antígeno possuía uma sensibilidade diagnóstica de 50% 

em ELISA e poderia discriminar reações cruzadas com soros de pacientes com 

cisticercose (FERREIRA & ZAHA, 1994; FERREIRA et ai., 1994). No presente 

trabalho, o Ag4 foi expressado como uma proteína de fusão à GST e posteriormente 

esta porção foi clivada com trombina. O Ag4 purificado foi utilizado para avaliação do 

potencial diagnóstico para hidatidose cística. Verificou-se uma sensibilidade média 

de 47,38% e uma especificidade de 86,07%. Ainda, foram observadas reações 

cruzadas com soros de pacientes com cisticercose, o que não ocorria nos trabalhos 

anteriores (FERREIRA & ZAHA, 1994; FERREIR~ et a!., 1994) onde de 9 soros de 

pacientes com T. soliüm testados nenhüm apíesentava íesültado positivo com Ag4-

GST, enquanto no presente trabalho usando-se Ag4 sem a porção de GST, de 17 

soros de pacientes com cisticercose testados, 3 foram positivos; no caso de 

esquistossomose FERREIRA & ZAHA (1994), verificaram que 3 de 9 soros de 

pacientes com a helmintose testados apresentavam resultado positivo com o 
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antígeno Ag4-GST, enquanto no presente trabalho utilizando-se Ag4 sem GST 

obtivemos 6 soros positivos de 36 testados. Portanto no nosso estudo verifica-se 

reação cruzada em casos de cisticercose, o que poderia ser explicado pelo maior 

número de soros utilizados neste trabalho, impedindo assim o uso do Ag4 para 

discriminar reações cruzadas de pacientes com cisticercose como havia sido 

anteriormente sugerido (FERREIRA & ZAHA, 1994; FERREIRA et a/., 1994). 

O clone AgEg5 possuía uma seqüência deduzida de 80 aminoácidos 

contendo 2 motivos EF-hand putativos de ligação à cálcio (FERREIRA et a/., 1995; 

CHEMALE, 1995). CHEMALE (1995) verificou que o peptídeo Ag5 possuía uma 

sensibilidade diagnóstica de 48% e apresentava reações cruzadas com outras 

helmintoses, ou seja, de 7 soros testados de indivíduos com esquistossomose 1 

apresentou resultado positivo com o Ag5 livre de GST, de 17 soros testados de 

indivíduos com cisticercose 2 foram positivos e de 8 soros de indivíduos com 

toxocariose 2 foram positivos. No presente trabalho utilizando-se um maior número 

de soros (média de 79 soros de pacientes com western e/ou ELISA positivos para 

hidatidose), obteve-se uma sensibilidade média de 41,72% e uma especificidade de 

77,87%. Neste trabalho também foram verificadas reações cruzadas com as 

mesmas helmintoses acima mencionadas, ou seja, de 36 soros testados de 

indivíduos com esquistossomose 1 O apresentaram resultado positivo com o Ag5 livre 

de GST, de 17 soros testados de indivíduos com cisticercose 4 foram positivos e de 

8 soros de indivídüos com toxocaíiose 1 foi positivo. 

O cione AgEg8, isolado por FERREIRA (1993) possuía um cDNA parcial que 

codificava uma seqüência de 111 aminoácidos revelava um limitado grau de 

homologia (27-30% de identidade) à proteínas que ciivam filamentos de actina, tais 

como gelsolina, severina e vilina (FERREIRA et ai., 1994; FERREIRA et ai., 1995). O 
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peptídeo de fusão Ag8-GST mostrou uma sensibilidade diagnóstica de 55,5% em 

ELISA e apresentou algumas reações cruzadas com soros de pacientes portadores 

de outras helmintoses. O uso do peptídeo Ag4-GST associado ao peptídeo Ag8t

GST elevou a sensibilidade do teste para 66,7% (FERREIRA et a/., 1994; 

FERREIRA et ai., 1995). No presente trabalho a proteína parcial Ag8t, foi testada em 

ELISA, sem a porção de GST e com maior número de soros, e apresentou uma 

sensibilidade média de 29,6%, portanto inferior àquela já descrita acima. Da mesma 

forma que nos trabalhos anteriormente citados, aqui, também verificou-se reações 

cruzadas com outras helmintoses (cisticercose, esquistossomose e toxocariose). 

O cDNA completo do clone AgEg8 obtido mais recentemente, codifica uma 

seqüência de 370 aminoácidos, liga monômeros de actina e também realiza funções 

semelhantes a das proteínas da família das proteínas que fragmentam filamentos de 

actina ( HERRERA et ai., 1999; HERRERA, 2000 submetido). No presente trabalho 

foi testado por EliSA o potencial díagnóstico para hidatidose cística deste 

polipeptídeo completo (Ag8c) sem a porção de GST e foi verificada uma 

sensibilidade média de 43,15% e uma especificidade de 61,48%, sendo 15 soros 

positivos dos 17 testados de pacientes com cisticercose, 5 soros positivos de 36 com 

esquistossomose e 8 soros positivos dos 8 testados de pacientes com toxocariose. 

Para maior segurança nas conclusões do presente trabalho em relação ao 

uso dos antígenos recombinantes para diagnóstico da hidatidose cística, utilizando o 

teste de ELISA, dedicou-se uma parte das análises à avaliação dos casos de 

hidatidose cirurgicamente confirmada, muito embora tem sido mostrado que mais de 

25% dos casos de pacientes com hidatidose cística cirurgicamente confirmada não 

mostram no soro anticorpos anti-HCFA (antígeno de líquido hidático) mesmo quando 

são usados diferentes testes {WATTRE et ai., 1980; ECKERT et ai., 1981; 
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SCHANTZ & GOTTSTEIN, 1986b; BARBIERI et ai., 1993, 1994; LIGHTOWLERS & 

GOTTSTEIN, 1995). Maior incidência de soros falsos negativos têm sido reportadas 

em pacientes com cistos de pulmão, bem como cistos hialinos intactos 

(LIGHTOWLERS & GOTTSTEIN, 1995). 

Apesar das considerações acima, observando-se os resultados obtidos no 

presente estudo, verificou-se que o antígeno recombinante AgB8/2, foi também 

bastante sensível no diagnóstico de pacientes com hidatidose confirmada por 

cirurgia, onde de 13 soros de pacientes analisados, somente 1 não apresentou 

anticorpos detectáveis frente a este recombinante. 

Os dados indicam, que o antígeno recombinante Ag88/2 poderia se constituir 

em um discreto antígeno parasitário, capaz de promover uma maior sensibilidade e 

especificidade no sorodiagnóstico humano da hidaiidose cística, podendo, de acordo 

com nossos resultados, ser considerado espécie-específico. Porém, estudos 

complementares envolvendo a análise de um maior número de soros homólogos e 

heterólogos ainda são necessários. 
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5. CONCLUSÕES 

1. As seqüências genômicas do AgB8/1 e do AgB8/2 são interrompidas por íntrons 

localizados entre a porção terminal hidrofóbica putativa (peptídeo sinal) e a porção 

que codifica a região secretada da proteína; 

2. Entre os antígenos recombinantes analisados o AgB8/2 apresentou uma melhor 

performance em ELISA para diagnóstico da hidatidose cística; 

3. O recombinante AgB8/2 mostrou uma sensibilidade média de 86,95% e uma 

especificidade de 96,72% em ELISA; 

4. A especificidade mais baixa do recombinante AgB8/1 (80,32%) sugere que esta 

subunidade poderia ser responsável pela menor especificidade da preparação do 

antígeno B nativo (81 ,9%) quando comparada ao recombinante (AgB8/2); 

5. O antígeno recombinante AgB8/2 pode ser espécie-específico; 

6. Os antígenos recombinantes AgB8/1 e AgB8/2 não apresentaram reações 

cruzadas com soros de pacientes infectados com o cestóide T. solium; 

7. O antígeno recombinante AgB8/2 produz menos reações cruzadas com soros de 

pacientes com esquistossomose que o recombinante AgB8/1; 
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8. O peptídeo sintético GU4 apresentou mais baixa performance dignóstica em 

ELISA do que o recombinante AgB8/2 cuja porção C-terminal ele mimetiza; 

9. O antígeno recombinante Ag4 não pode ser utilizado para discriminar reações 

cruzadas de pacientes com cisticercose. 
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6. PERSPECTIVAS 

1. Otimização de técnicas como imunoblot, dot e ELISA com o objetivo de produzir 

um kit para imunodiagnóstico da hidatidose utilizando os antígenos 

recombinantes 

2. Identificar outros antígenos parasitários espécie-específicos ou utilizar um painel 

de antígenos recombinantes que possibilitem um diagnóstico mais específico; 

3. Caracterizar epitopos antigênicos específicos para utilização em testes 

diagnósticos; 

4. Estabelecer o papel funcional que as proteínas antigênicas identificadas exercem 

na biologia de E. granulosus; 
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8. APÊNDICE 

Soluções 

~ Blotto 5% (bovine facto transfer technique optimizer) 

Leite em pó desnatado diluído em PBS para a concentração de 5%. 

~ Solução de lise de protoescólices 

Tris-CI100 mM (pH 8,0); 

NaCI 0,25 M; 

EDTA 100 mM; 

Proteinase K 100 J.!Qiml 

SDS 0,5%. 

~ Solução de acetato de sódio 5 M 

Acetato de sódio 3 M; 

Ácido acético 2M; 

pH4,8. 

~ Tampão de ligação 1 OX 

Tris-CI 0,5 M (pH 7,5); 

MgCI~ 1 oo mM: 

PTT 100 mM; 

ATP 10 mM; 

aeA 1 lllilml. 



>- TEB 

Tris-OH 89 mM; 

EDTA2,5 mM; 

H3B04 89 mM; 

pH 8,2. 

>- SSC 20X (solução estoque) 

NaCI3 M; 

Citrato de sódio 0,3 M 

>- Denhardt SOX (OENHARDT, 1966) 

Ficoll400000 1 %; 

Polivinilpirrolidona 1 %; 

BSA 1% 

>- Solução de pré-hibridização 

SSC 5X; 

Denhardt 5X; 

SDS 1%. 

> Tampão de lise 

Tris-CI100 mM (pH 7,8); 

NaCI150 mM; 

MgCb 5 mM; 

BSA 1,5 %; 
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DNase 1 f.lg/ml; 

Lisozima 40 f.lg/ml. 

);> PBS 

Na2HP04 16 mM; 

NaH2P04 4 mM; 

NaCI150 mM; 

pH 7,3. 

);> Tampão de transferência 

Tris-Oh 15,6 mM; 

Glicina 120 mM; 

Metanol20%; 

pH 8, 1-8,4. 

);> Tampão carbonato-bicarbonato 

Na2C03 15mM; 

NaHC03 35mM; 

NaN3 0,02%; 

pH 9,6. 

);> Tampão citrato-fosfato 

Ácido cítrico 36 mM; 

NaHP04 83 mM; 

pH 5,0. 

126 



ANEXO 

Trabalho publicado na revista Acta Tropica 75 (2000): 331-340 

Comparative Analysis o f Two Different Subunits o f 

Antigen B from Echinococcus granulosus: Gene 

Sequences, Expression in Escherichia co li and 

Serological Evaluation 

Marilise B. Rott, Verónica Fernández, Sandra Farias, Janine 

Ceni,Henrique B. Ferreira, Karen L. Haag & Arnaldo Zaha* 

127 




