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RESUMO: Camundongos Swiss foram infectados com 100 cercárias da
linhagem mineira (BH) do Schistosoma mansoni e sacrificados semanalmente
no período de 8 semanas de infecção. Os níveis de proteínas séricas totais
destes animais não diferiram dos apresentados pelos animais controles. Os
níveis de albumina sérica determinados por "Rocket immunoelectrophoresis"
acharam-se diminuídos nas 5.ª, 6.ª e 7.ª semanas de infecção. O perfil obtido por
imunoeletroforese cruzada revelou alterações em componentes séricos com mo-
bilidade nas regiões de gama, beta e em menor grau de alfa-globulinas, após
a oviposição do parasito.
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INTRODUÇÃO

Diversos autores estudaram as alterações
dos níveis de proteínas séricas e seu perfil
eletroforético tanto na esquistossomose man-
sônica humana como experimentalmente em
roedores de laboratório.

Fiorillo 5 (1954) foi o primeiro a utilizar
a técnica de eletroforese no estudo da pato-
genia do S. mansoni em pacientes esquis-
tossomóticos. Evans e Stirewalt4 (1957),
utilizando camundongos infectados experi-
mentalmente por S. mansoni, concluiram que

existiam modificações no per f i l eletroforé-
tico obtido pela técnica de eletroforese em
papel, nas regiões de gama e beta-globu-
linas além de decréscimo relativo em albu-
mina.

De Witt e Warren 3 (1959) observaram
que os perfis eletroforéticos dos soros de
camundongos infectados experimentalmente
por S. mansoni apresentavam as regiões de
gama e beta-globulinas aumentadas, en-
quanto que pouca ou quase nenhuma modi-



ficação foi verificada na região de alfa-
-globulinas e albumina, devendo-se a in-
versão da relação A/G ao aumento des-
compensado das globulinas.

Kagan e Goodchild9 (1961) confirmaram
os achados destes autores acrescentando a
observação de que em camundongos o au-
mento das proteínas com mobilidade nas
regiões de gama e beta-globulinas estava
correlacionado com o aparecimento de anti-
corpos contra cercárias do S. mansoni.

Sadun e Williams16 (1966) observaram
que o aumento das proteínas séricas totais
se dava em camundongos esquistossomóticos
a partir da 8.ª semana de infecção, assim
como existiam modificações nas regiões de
gama, beta e alfa 2-globulinas. Segundo
estes autores a inversão da relação A/G
tornava-se mais pronunciada com a evolução
da doença, particularmente nos soros dos
animais portadores de carga parasitária
alta.

Hillyer e Frick 7 (1967) através de imu-
noeletroforese observaram que os soros de
camundongos com esquistossomose mansô-
nica apresentavam aumento em IgG1 , IgA,
IgM e IgG 2, sendo que esta última já se
encontrava elevada na 6.ª semana de infec-
ção. Fizeram estes autores alusão ao au-
mento de uma alfa1-globulina rápida
na 8.ª semana de infecção.

Utilizando eletroforese em acetato de
celulose, Page e col.15 (1972) verificaram
que as alterações nos níveis de proteínas
séricas, na fase pré-postural de infecções
intensas por S. mansoni em camundongos,
faziam-se às custas do aumento em alfa 1,
alfa 2, beta e gama-globulinas, existindo
também nos soros destes animais inversão
da relação A/G.

A utilização de técnicas de imunoeletro-
forese quantitativa nas análises das pro-
teínas séricas (Weeke 20,21, 1973) tem pos-
sibilitado informações mais precisas dos
níveis destas macromoléculas em diversos
estados patológicos. Por outro lado, flutua-
ções nos níveis séricos de imunoglobulinas

de camundongos, na ausência de infecção
e associadas com a idade dos animais, foram
verificadas por Kalpaktsoglou e col.10

(1973).
Levando em consideração estas observa-

ções, o presente trabalho tem por objetivo
verificar as possíveis alterações nos níveis
das proteínas séricas de camundongos in-
fectados experimentalmente por S. mansoni
nos períodos pré e pós-postural da infecção,
utilizando lotes de animais da mesma idade
e técnicas de imunoeletroforese quantitativa.

MATERIAL E MÉTODOS

Animal experimental. Cento e sessenta
camundongos Swiss de 30 dias de idade
foram utilizados no presente trabalho.
Formaram-se 8 lotes de animais infectados
constituídos de 5 machos e 5 femeas, lotes
estes designados pela sigla In, correspon-
dendo n à semana da infecção em que foi
realizado o sacrifício.

Paralelamento foram utilizados como
grupo controle, 8 lotes constituídos, cada
um, de 10 animais não infectados (5 machos
e 5 femeas). Estes grupos foram identi-
ficados pela sigla Cn. Como para os animais
infectados, n correspondeu à semana do
sacrifício.

Cercárias de Schistosoma mansoni. Na
infecção experimental dos camundongos
foram utilizadas cercárias da linhagem mi-
neira (BH) de S. mansoni procedentes de
Biomphalaria glabrata.

Infecção experimental. Na infecção ex-
perimental dos animais foi utilizada a téc-
nica de imersão da cauda em suspensão
cercariana de S. mansoni, usando-se 100
cercárias por animal. O número de cercárias
que penetraram foi calculado através do
método preconizado por Magalhães12

(1969).
Obtenção e contagem de vermes. A carga

parasitária dos animais infectados por S.
mansoni foi determinada pela contagem dos
vermes obtidos através da perfusão do



sistema porta de acordo com Yolles 22

(1947) seguida pelo esmagamento do fígado
entre lâminas de vidro, segundo técnica de
Standen19 (1953) e Hill 6 (1956). Os vermes
obtidos foram separados e contados de
acordo com o sexo, sendo aplicada a deno-
minação de esquistossomulos para os vermes
obtidos nas semanas iniciais de infecção e
nas quais não foi possível a identificação
do sexo em virtude do pouco desenvolvi-
mento do aparelho reprodutor.

Soro de camundongo. Animais previa-
mente anestesiados sofreram sangria branca
pelo plexo vascular braquial. O sangue
assim colhido foi deixado coagular à tempe-
ratura ambiente e os soros obtidos foram
reunidos em "pools" por lotes. Estes "pools"
foram centrifugados durante 15 minutos a
270 X g a 0°C, sendo posteriormente con-
gelados a -20°C até a hora de sua utilização.

Dosagem de proteínas séricas. As pro-
teínas séricas dos soros representativos das
diversas semanas de infecção, oriundos dos
animais controles e infectados, foram deter-
minadas pela reação com o biureto, segundo
a técnica de Weichselbaun modificada por
Dittembrandt (Oliveira Lima e Dias da
Silva14, 1970). Para a realização das do-
sagens de proteínas utilizou-se uma curva
padrão traçada a partir de uma solução
de soroalbumina bovina previamente dosada
pelo processo de micro Kjeldahl segundo
Kabat e Mayer8 (1968).

Soro imune de coelho anti-proteínas sé-
ricas de camundongo. Com a finalidade de
obtenção de anti-soro anti-proteínas séricas
de camundongo, um coelho albino de cerca
de 3 Kgs de peso corporal foi imunizado
por meio de injeções intramusculares de 10
mg de proteínas obtidas de soro de camun-
dongo, emulsionadas em igual volume de
adjuvante completo de Freund. Decorridos
30 dias, este animal foi imunizado nova-
mente, por via subcutânea, com o antígeno
nas mesmas condições da primeira imuni-
zação. Vinte e um dias após a segunda dose
imunizante, o soro obtido deste animal
apresentou, utilizando-se a técnica de Ouch-

terlony (Oliveira Lima e Dias da Silva14,
1970), título de 1:32 frente a 500 micro-
gramas do antígeno por ml. Nesta ocasião
o coelho imunizado sofreu sangria branca.

Determinação dos níveis de albumina sé-
rica. Os níveis de albumina sérica nos ca-
mundongos infectados por S. mansoni e nos
camundongos controles foram determinados
em triplicata através da técnica de "Rocket
immunoelectrophoresis" segundo Weeke 21

(1973). Volumes de um microlitro de uma
diluição a 1:16 em tampão barbital-glici-
na/tris (pH 8.6, força iônica 0.02) de
"pools" de soros de animais controles e
infectados foram submetidos à eletroforese
em agarose a 1% no referido tampão, con-
tendo soro imune de coelho anti-proteínas
séricas de camundongo na diluição de 1:35.

A eletroforese foi realizada usando-se
uma diferença de potencial de 6 volts/cm
durante 3 h. Após revelação da placa onde
se processou a eletroforese, os picos corres-
pondentes à albumina tiveram suas alturas
determinadas em milímetros. Como revelador
foi utilizado Coomassie Blue a 0,1% em
etanol-ácido acético.

Imunoeletroforese cruzada. Os soros dos
camundongos infectados e dos animais dos
grupos controle foram analisados quanto ao
perfil eletroforético, através da técnica de
imunoeletroforese cruzada segundo Week 20

(1973).
Em todos os procedimentos foram utili-

zados volumes de um microlitro de soro de
camundongo e o soro imune de coelho anti-
-proteínas séricas de camundongo na dilui-
ção de 1:35 em agarose a 1% em tampão
barbital-glicina/tris (pH 8.6, força iônica
0.02). A utilização dos soros dos animais
infectados e controles de uma mesma se-
mana pós-infecção, em uma única placa,
visou eliminar as possíveis variações decor-
rentes do procedimento técnico usado para
a reação de imunoprecipitação.

As eletroforeses realizaram-se em pri-
meira dimensão sob uma diferença de po-
tencial de 8 volts/cm por 1 h enquanto que,
em segunda dimensão, a diferença de po-



tendal utilizada foi de 6 volts/cm durante
3 h. Como revelador foi ut i l izado Coomassie
Blue na concentração de 0,1% em etanol-
-ácido acético.

Análise estatística. Para a avaliação das
determinações dos níveis de proteínas sé-
ricas totais e dos níveis de albumina dos
diversos grupos de animais foi uti l izado o
teste U de Mann e Whi tney 1 3 (1947).

RESULTADOS

Determinação da carga parasitária. O
número de cercárias penetradas, assim como
as médias dos vermes recuperados por per-
fusão nas diversas semanas pós-infecção,
são apresentados na (Tabela 1).

Através da referida Tabela observa-se
que as médias das cercárias que penetraram

não difer i ram signif icat ivamente quando
comparados os lotes dos animais sacrifica-
dos nas diferentes semanas. A carga para-
sitária representada pelo número de vermes
totais recuperados apresentou valores
médios variáveis, tendo sido observado que
só a partir da 4.ª semana de infecção foi
possível a identificação do sexo, apesar da
presença concomitante em alguns casos, de
esquistossômulos e esquistossomos, revelan-
do um assincronismo na maturação do S.
mansoni.

Determinação dos níveis de proteínas sé-
ricas totais. Os níveis de proteínas séricas
totais nas semanas pós-infecção não dife-
riram significativamente quando compara-
dos os resultados das dosagens efetuadas

semanalmente com "pools" de soros dos
animais infectados e controles (Tabela 2).

A relação entre os níveis de proteínas
séricas totais dos animais infectados e
controles (I /C), nas oito semanas que se
seguiram à infecção, apresentou valores
compreendidos entre 0,9 e 1,15 (Tabela 2),
sugerindo que o aumento na concentração
de alguns componentes séricos foi compen-
sado fisiologicamente, não se ref le t indo na
concentração proteíca sérica total.

Determinação dos níveis de albumina sé-
rica. Os níveis de albumina sérica, deter-
minados por "Rocket immunoelectrophoresis"
em "pools" semanais de soros dos camun-
dongos controles e infectados não difer i ram
significat ivamente quando analisadas as oito
semanas.



Estudando a relação entre o nível de
albumina sérica dos animais infectados e o
apresentado pelos animais controles, em
cada semana isoladamente, verificou-se que
houve diminuição na concentração desta
proteína nos soros dos animais infectados
nas 5.ª, 6a e 7.ª semanas (Tabela 3). Houve
retorno aos níveis normais na 8.ª semana
de infecção. Aparentemente a hipoalbumi-
nemia observada nestas semanas de in fec -
ção está associada com a oviposição do
parasi to, sendo porém corr ig ida f i s io log ica -

mente pelo hospedeiro à medida que a in-
fecção evolui .

Análise do perfil eletroforético. Os perf is
eletroforéticos dos soros dos camundongos
infectados, determinados por imunoeletro-
forese cruzada, quando comparados aos dos
an imais controles apresentaram alterações
na concentração de alguns componentes
séricos em função do tempo de infecção.

As alterações mais evidentes correram
por conta de qua t ro componentes, sendo
que dois destes possuíam mobi l idade ele-



troforética na região de gama-globulinas
enquanto que os outros dois migravam na
região de beta-globulinas. Com a finalidade
de facilitar a observação dessas alterações,
estes componentes foram arbitrariamente
designados com os números 1, 2, 3 e 4,
em ordem crescente de migração no sentido
anódico do campo elétrico em que se rea-
lizou a corrida eletrofórética em primeira
dimensão.

Na fase pré-postural da infecção por S.
mansoni os componentes 1 e 2 apresenta-
ram-se nas mesmas condições que os seus
correspondentes nos soros controles nas 1.ª,
2.ª e 3.ª semanas, notando-se porém uma
diminuição destas proteínas na 4.ª semana
de infecção (Figs. 1a,b,c,d). Os componentes
3 e 4, estiveram aumentados nas 1.ª e 2.[
semanas, retornando aos níveis normais após
este período, com exceção do componente
4 que registrou um novo aumento na 4.ª
semana de infecção (Figs. 1a,b,c,d).

Além do aparente desdobramento do
componente 4, observado tanto nos soros
infectados como nos controles, a 5.ª semana
registrou uma diminuição no componente 1
da região de gama-globulinas e de forma
menos evidente, modificações em alguns
componentes da região de alfa-globulinas
(Fig. 2a).

Concomitante com o aparecimento de
granulomas hepáticos, foi verificado um
aumento progressivo dos componentes 1 e
2 da região de gama e dos componentes 3
4 da região de beta-globulinas (Figs. 2b,
c, d). Com relação à região de alfa-glo-
bulinas alguns componentes estiveram
aparentemente aumentados nas 6.ª e 7.ª
semanas de infecção (Figs. 2b,c).

Analisando isoladamente os perfis apre-
sentados pelos soros controles nas diferentes
semanas, foi verificado que os componentes
1, 2, 3 e 4 apresentaram flutuações nos seus
níveis no período de observação utilizado.

Provavelmente os componentes designados
arbitrariamente com os números 1, 2, 3 e 4

correspondem à imunoglobulinas não apenas
tendo-se em vista a mobilidade eletroforé-
tica como também as modificações apresen-
tadas durante a infecção. Considerando tal
hipótese, existiriam dois estímulos antigê-
nicos ao nível humoral durante a infecção;
o primeiro surgiria imediatamente após a
infecção do hospedeiro pelo S. mansoni e
determinaria um aumento nas imunoglobu-
linas com mobilidade na região de beta-glo-
bulinas; enquanto que o segundo estímulo,
aparentemente mais efetivo, seria determi-
nado pela presença dos ovos do parasito
e provocaria um aumento além das imuno-
globulinas com mobilidade na região beta,
de duas outras com mobilidade na região
de gama-globulinas.

DISCUSSÃO

As alterações observadas em alguns com-
ponentes séricos e o decréscimo do nível
de albumina nas 5.ª, 6.ª e 7.ª semanas de
infecção parecem ter sido compensados
fisiologicamente, pois a concentração das
proteínas séricas totais nos camundongos
infectados não apresentaram variações
significativas. Aparentemente esta verifica-
ção foi em decorrência da pequena carga
parasitária apresentada pelos camundongos,
pois tem sido observado que o aumento na
concentração das proteínas séricas totais
se dá mais rapidamente nas infecções in-
tensas (Sadun e Williams16, 1966; Page
e col.15, 1972).

A queda transitória verificada no nível
de albumina sérica dos camundongos infec-
tados não está de acordo com o observado
por Evans e Stirewalt4 (1957) e De Witt
e Warren3 (1958). Kagan e Goodchild9

(1961) e Sadun e Williams16 (1966) veri-
ficaram que o decréscimo na concentração
da albumina sérica de camundongos com
esquistossomose mansônica ocorria simulta-
neamente ao aumento das globulinas, tor-
nando-se mais pronunciado com a evolução
da infecção.







Os níveis de albumina sérica nos trabalhos
acima citados foram obtidos de forma in-
direta, relacionando-se os resultados obtidos
por eletroforese com as dosagens de pro-
teínas séricas totais, não oferecendo por-
tanto a sensibilidade apresentada pela imu-
noeletroforese quantitativa cujo princípio
reside numa reação antígeno-anticorpo.

Os resultados aqui apresentados concor-
dam com a hipótese defendida por Smithers
e Walker1 8 (1961) de que a h ipoalbumi-
nemia esquistossomótica é transitória, cor-
respondendo ao aumento temporário no
catabolismo desta proteína não compensado
pelo anabolismo. Por outro lado, parece
improvável que as lesões teciduais observa-
das no fígado sejam responsáveis pelo
decréscimo de albumina, pois desde a 1.ª
semana de infecção já são verificadas áreas
de necrose neste órgão, como também
granulomas hepáticos continuaram a ocor-
rer após esta proteína ter retornado aos
níveis normais (At ta 1 , 1979).

A análise do perfil eletroforético revelou
que as alterações ao nível das proteínas
séricas, decorrentes da infecção de camun-
dongos por 100 cercárias de S. mansoni,
localizaram-se principalmente nas regiões
de gama e beta-globulinas além do já men-
cionado decréscimo transitório da albumina.
Provavelmente os componentes designados
pelos números 1, 2, 3 e 4 são imunoglo-
bulinas pois as modificações experimentadas
por estes componentes séricos equivalem às
observadas por Bastos2 (1979) no seu es-
tudo quantitativo das imunoglobulinas en-
volvidas na resposta imune de camundongos
ao S. mansoni.

Aparentemente na fase pré-postural da
infecção, com exceção dos aumentos mode-
rados e iniciais dos componentes 3 e 4 da
região de beta-globulinas, as modificações
patológicas não se exteriorizaram no perf i l
eletroforético. Possivelmente a diminuição
na concentração dos componentes da região
de gama-globulinas nas 3.ª e 4.ª semanas de
infecção não reflete um estado de imunode-

pressão e sim uma tolerância ao parasito
em nível humoral, que foi quebrada com
o advento da oviposição.

Os aumentos progressivos nos compo-
nentes de gama e beta-globulinas nas 6.ª,
7.ª e 8.ª semanas de infecção, provavelmente
são o resultado da formação de anticorpos,
não só dirigidos contra os antígenos do ovo
do S. mansoni como também para outros
estágios do parasito, o que tem sido con-
f i rmado por Hillyer e Fr ick 7 (1967), Sher
e col.1 7 (1977) e mais recentemente por
Bastos2 (1979) trabalhando com os soros
dos animais utilizados no presente trabalho.

As variações observadas nos compo-
nentes séricos das regiões de gama e beta-
-globulinas dos soros dos camundongos
controles possivelmente representam flutua-
ções fisiológicas normais, que são operadas
nos níveis das imunoglobulinas de camun-
dongos, conforme verificado por Kalpakt-
soglou e col.10 (1973). Estas flutuações nos
níveis destes componentes séricos eviden-
ciaram a importância da utilização de ani-
mais de mesma idade, em estudos que se
proponham a avaliar os níveis séricos das
proteínas durante uma infecção.

As alterações observadas em alguns
componentes séricos da região de alfa-glo-
bulinas nas 5.ª, 6.ª e 7.ª semanas de infecção
coincidiram com as observações de outros
autores tais como Kagan e Goodchild9

(1961), Sadun e Williams 16 (1966), Hillyer
e F r i ck 7 (1967) e Lewert11 (1970). Apa-
rentemente outros fatores, além dos danos
teciduais provocados pelos ovos de S.
mansoni, devem estar envolvidos na etiologia
destas alterações. Fortalece esta suposição
as observações de Page e col.15 (1972) de
que o aumento destas proteínas séricas, em
camundongos portadores de carga parasi-
tária alta, antecede a oviposição do S.
mansoni.

Os resultados expostos evidenciaram a
existência de dois períodos durante a evo-
lução da infecção pelo S. mansoni em
camundongos; um anterior e outro posterior



à oviposição. Aparentemente os estágios
evolutivos do parasito atuam de forma di-
ferente sobre o sistema imune do hospedeiro,
resultando desta atuação o estado de tole-
rância humoral observado na fase pré-pos-
tural da infecção e a hiperreatividade da
fase pós-postural.

CONCLUSÕES

1. Os níveis de proteínas séricas totais
de camundongos Swiss infectados por
100 cercárias da linhagem mineira de
Schistosoma mansoni não diferiram
significativamente quando comparados

aos apresentados pelos animais controles
no período de oito semanas de infecção.

Os níveis de albumina sérica dos ca-
mundongos infectados, determinados
por imunoeletroforese quantitativa,
acharam-se diminuídos nas 5.ª, 6.ª e 7.ª
semanas de infecção pelo S. mansoni.

A oviposição do S. mansoni provoca
profundas alterações no perfi l eletro-
forético dos soros dos camundongos
infectados, observadas através dos au-
mentos progressivos de componentes
com mobilidade eletroforética nas re-
giões de gama e beta-globulinas.

ATTA, A.M. et al. [Schistosomiasis mansoni. II — Evolution of the levels of serum
proteins and of their electrophoretic pattern as traced by quantitative immunoelec-
trophoresis]. Rev. Saúde públ., S. Paulo, 15:194-204, 1981.

ABSTRACT: Swiss mice were infected with 100 cercariae of the Belo
Horizonte strain of Schistosoma mansoni and were sacrificed weekly during
eight weeks following of infection. The levels of serum protein totals in these
animals did not differ from those presented by the control animals. However,
serum albumin levels that were determined by rocket immunoelectrophoresis
were lower during the 5th, 6th, and 7th weeks of infection. The pattern
determined by crosed immunoelectrophoresis revealed alterations in serum
components with mobility in the gamma and beta regions and, to a lesser
degree, alpha-globulins, after oviposition by the parasite.

UNITERMS: Schistosoma mansoni. Mice. Blood protein electrophoresis.
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