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RESUMO: Foi estudada a evolugdo das imunoglobulinas envolvidas na resposta imune
de camundongos ao Schistosoma mansoni durante oito semanas de infecgdo, utilizando soros
pluri-especificos como reativos bioldgicos e a técnica da imunoeletroforese bidimensional.
Os resultados expressaram modulagdo da resposta imune humoral, tanto em soros de animais
parasitados (I) como nos normais, tomados como controle (C). Aumentos relativos dos niveis
de imunoglobulinas entre estes dois grupos foram constatados pela relagdo I/C. Foi possivel
verificar o aparecimento de uma resposta primdria, ocorrida entre o inicio da doenga ¢ a se-
gunda semana de infecgdo, constituida de IgM e IgA, e uma secundiria, iniciada na sexta se-
mana de infecgdo, constituida pelas IgA; IgG1 e IgM, com aumentos relativos de 4.5;3 e 2
vezes normal.

UNITERMOS: Schistosoma mansoni. Imunoglobulinas. Esquistossomose mansdnica.

* % %

INTRODUGAO

A identificacdo de classes de imunoglobu-
linas envolvidas na resposta do hospedeiro

vertebrado ao Schistosoma mansoni tem sido
feita na esquistossomose humana (Hillyer?©,

1969; Antunes e col.2, 1971; Kanamura e

col.23, 1978) e experimental, utilizando-se

principalmente camundongos (Hillyer e
Frick?! 1967; Sher e col.*!, 1977). Entretan-
to, os dados existentes na literatura sobre ci-
nética e classes de imunoglobulinas, envolvi-
das na infec¢do esquistossomoética produzida

em Mus musculus, tém sido expressos em uni- -

dades absolutas (mg/ml), ndo se levando em
consideragdo o fato de os animais em obser-
vagdo estarem postos a inimeros estimulos
antigénicos aleatorios que podem influenciar
os valores finais do teor das gamaglobulinas.
Este aspecto pode ser critico, uma vez que
a quantifica¢do de anticorpos especificos pa-
ra S. mansoni é sempre feita em termos rela-
tivos, ndo se sabendo, portanto a quantidade
absoluta produzida durante a infeccéo.

Por outro lado, estudos da cinética e
classes de anticorpos envolvidos nas in-
fecgBes parasitarias sdo realizados utilizan-
do-se reativos biologicos monoespecificos
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de cadeias pesadas, cuja aquisi¢do é dispen-
diosa para os laboratorios de pesquisa
pertencentes aos paises em desenvolvimento.

Com a finalidade de minimizar estas
dificuldades, nesta pesquisa foram utili-
zados soros pluriespecificos para serem
comparados os niveis das diferentes imu-
noglobulinas encontradas em camundongos
esquistossomoticos com os detectados em
grupos de animais normais, tomados como
controle.

MATERIAL E METODOS

Hospedeiro Definitivo e Procedéncia do
S. mansoni.

Foram tomados 160 Mus musculus
albinos (dos dois sexos) da raca Swiss,
com 30 dias de vida, nascidos no Biotério do
Departamento de Parasitologia, da Universi-
dade Estadual de Campinas (SP). Estes
animais foram pesados e dividos aleatoria-
mente em dois grupos numericamente iguais.
Um desses grupos foi submetido a infecgdo
por cercdrias de S. mansoni da linhagem BH.
O outro grupo foi utilizado como controle
da experiéncia. *

Método de Infecgdo de Camundongos.

Decorridas quatro semanas, contadas a
partir da data da exposi¢do das Biomphala-
ria glabrata aos miracidios da linhagem mi-
neira, os moluscos foram expostos i luz
e a temperatura de 28°C, por duas horas,
com a finalidade de se obter cercarias (Pe-
llegrino e Macedo3®, 1955). As larvas eram
transportadas para tubos de ensaio de 10ml,
contendo agua a temperatura de 28°C,
aquecidos por limpadas elétricas. A cauda
de cada roedor foi imersa em suspensdo con-
tendo 100 cercarias, assim permanecendo
por duas horas. Em seguida, os camundongos
eram retirados e suas caudas lavadas, com a
finalidade de serem separadas e contadas as
partes cefalicas das cercérias que ndo conse-
guiram penetrar pelo tegumento. Foi deter-
minada a diferenca entre o nimero de cer-
carias contidas inicialmente na suspensdo e o
encontrado na recontagem. Obteve-se, assim,

o niimero de cercarias penentrantes (Maga-

Thdes? 7, 1969).

Coleta de Material para Andlise Parasito-

Imunolégica.

1. Obtengdo de soros.

A cada semana que se completava apos a
data da exposi¢io dos camundongos as lar-
vas infectantes, 10 animais do grupo infec-
tado e 10 do grupo controle eram pesados e
sangrados pelo plexo braquial (Lima e Sil-
va2é 1970).

O sangue, dos 10 individuos de cada gru-
po, coletado no mesmo tubo, era deixado
a temperatura ambiente, para a obtencdo
do soro. Logo a seguir, os soros eram cen-
trifugados a 270g, a temperatura de 0°C.
Em seguida, eram ministrados e distribui-
dos em aliquotas de 100 ul e rotulados de
acordo com o grupo de origem e com a
semana correspondente. O grupo dos infec-
tados recebeu a sigla In e dos controles Cn;
sendo n equivalente ao nimero de semanas
transcorridas desde a data da exposigdo.

A conservacdo do material sérico foi fei-
ta por congelagdo e permaneceu neste es-
tado até a realizacdo das andlises.

2. Coleta de Vermes e Contagem de Gra-
nulomas Hepdticos.

Apbs a sangria, os camundongos foram
sacrificados e suas cavidades peritoneais ex-
postas. Em seguida, o sistema porta de cada
animal foi perfundido e exemplares de
S. mansoni foram retirados dos vasos mesen-
téricos e hepaticos (Brener®, 1962). Vermes,
também, foram obtidos por esmagamento
do figado entre laminas de vidro (Hill'?,
1956). Os esquistossomos encontrados fo-
ram contados, sendo que os adultos foram
separados por sexo.

Os figados procedentes dos camundongos
infectados foram homogeneizados em agua
e a suspensdio transportada para os copos de
sedimentagdo. A cada suspensio foram
adicionadas aproximadamente 5 gotas de
formol a 40%. O sedimento foi lavado com
dgua e transportado para placas de Petri
com base milimetrada, com a finalidade
de serem contados os granulomas hepati-

139



BASTOS, O. de C. et al, Evolu¢io das imunoglobulinas envolvidas na resposta imune de camundongos
a0 Schistosoma mansoni. Rev. Saiide pibl., S. Paulo, 18: 138 - 54, 1984,

cos em lupas estereoscopicas, de acordo

com o método descrito por Brener e col.”
em 1956.

Obtengdo de Reativos Bioldgicos.

Na imunoeletroforese quantitativa foram
utilizados soros de coelhos anti-imunoglobu-
linas (anti-Igs) de camundongos. Estas Igs
foram isoladas a partir de soro normal dos
roedores (SN), através da seguinte metodo-
logia:

1. Fracionamento do soro normal de ca-

mundongo.

Globulinas do soro normal de camundon-
gos foram precipitadas com sulfato de amo-
nio a 50% de saturagdo, em pH=8.0 e, em
seguida, dialisada contra solugdo de NaCl,
0.15 M, até reagio de Nessler negativa
(Lima e Silva2¢, 1970). Uma nova diilise foi
feita com solu¢o tampdo de fosfato de po-
tassio NaCl (0.1 M; pH = 8.0), antes de cada
filtracdo em gel.

2. Filtragdo em gel,

Seis mililitros da fra¢do globulinica foram
aplicados em colunas de 45 x 5 cm de Sepha-
dex G200 (Pharmacia), segundo Fahey e
col. 12 (1964). O eluente utilizado foi solu-
¢do tampdo de fosfato de potassio (0,05M,
pH = 8) com fluxo médio de 70ml por hora.
Fracdes de 4ml foram coletadas e suas ab-
sorvincias determinadas a 280 nm. Cada fil-
tragdo produzia trés picos individuais de pro-
teinas e as que correspondiam as globulinas
com pesos moleculares de 19S e 7S, eram
concentradas separadamente em ultrafiltros
(Amicon) e submetidas a eletroforese prepa-
rativa em bloco.

3. Eletroforese preparativa em bloco de

amido,

Para preparo do bloco de amido foi em-
pregado amido hidrolisado suspenso em
solugdo tampdo veronal (0.05 M; pH =8.6).
A eletroforese foi realizada com uma dife-
renca de potencial de 250V, por 24 h (Kun-
kel e Slater24, 1952). O mesmo tampdo
veronal foi utilizado para a eluigdo do ma-
terial resultante da separagdo. Os eluatos
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foram analisados por absorvincia em 280
nm e os que apresentaram valores mais ele-
vados, referentes a cada pico, foram subme-
tidos a imunoeletroforese.

4. Imunoeletroforese.

A imunoeletroforese unidimensional
(Grabar e Burtin! 7, 1964) foi utilizada para
verificagdo do comportamento dos eluatos
obtidos da eletroforese em bloco, frente ao
anti-soro normal de camundongo. A téc-
nica da imunoeletroforese do tipo Rocket
de Laurell foi realizada conforme descri-
cdo de Wekke (Axelsen e col.?, 1973), e
serviu para identificar proteinas nos elua-
tos. Os suportes utilizados foram agar para
a imunoeletroforese de Grabar e Burtin !7 e
agarose (BIO-RAD Lab.) para a imunoele-
troforese Rocket, a 1% em solugdo tampio
veronal-HCl (0.05 M; pH=8.6 e u= 0.02).
As condi¢des de forese foram de 6 V/cm,
por 1,10 h e 1,5 V/em, por 15 h, respecti-
vamente para a primeira e a segunda imuno-
eletroforese. A solugdo tampio da cuba foi
a mesma utilizada para o preparo do gel.

Os eluatos que, na imunoeletroforese
unidimensional, apresentaram sistemas preci-
pitantes, considerados apropriados para
a obtencdo de reativos biologicos, foram se-
parados para a imunizacio de coelhos. Os
anti-soros obtidos foram utilizados para a
quantificacdo das Igs dos camundongos es-
quistossométicos. Da eletroforese da 195
resultou uma fragdo que foi utilizada para a
obtengdo de soros de coelho anti-IgM de
camundongos, denominada fragdio FM. Do
fracionamento da 7S resultou a fracio G,
utilizada para a obtencdo de soros de coelho

anti-IgG.

5. Imuniza¢do de coelhos.

Foram imunizados coelhos com soro nor-
mal (SN), fragdes FM e G de camundongos,
obedecendo os seguintes esquemas:

a. Imuniza¢do com soro normal (SN).

Em 1 ml de adjuvante completo de
Freund foi emulsionado 1 ml de uma dilui-
¢do do SN em solugdo salina fisiolégica
(0.15M), contendo 10mg de proteinas to-
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tais, O volume final foi distribuido em 4 ali-
quotas e inoculadas por via intramuscular
nas patas do animal. Especialmente, as ino-
culagBes das patas traseiras foram feitas em
regides proximas aos ganglios popliteos (Oli-
veira 3¢, 1975). Decorridos 30 dias apés a
dose sensibilizante, os coelhos foram nova-
mente inoculados, em varios pontos distri-
buidos no dorso do animal, com antigeno
tratado de maneira idéntica a anterior. Os
anti-soros obtidos, 20 dias ap6s a iltima do-
se, foram analisados por imunodifusio
(Ouchterlony37, 1958) e apresentaram o ti-
tulo precipitante de 1/32, quando testados
com o antigeno na concentra¢do de 500 ug
de proteina/ml.

b. Imuniza¢do com as fragdes FM e G.

O esquema de inoculagdo das fragGes
FM e G em coelhos foi andlogo ao utiliza-
do para o soro normal de camundongos.
Contudo, a concentragdo antigénica da dose
desencadeante da resposta imune foi a me-
tade da utilizada na sensibilizacdo. Os titu-
los dos anti-soros, obtidos por imuno-difu-
sdo, foram: 1/32, para o anti-FM, e 1/16,
para o anti-G (Ouchterlony®’, 1958).

Dosagem de Proteinas.

1. Proteinas totais.

O teor protéico dos diferentes soros foi
determinado pelo reativo do biuréto, segun-
do Wiechselbaum*é (1946), e/ou a 280nm,
em espectrofotometro Zeiss, PMQ 1II, com
cubas de quartzo e caminho 6ptico de 1 cm.

2. Das fragées séricas.

As seroproteinas de camundongos imunes
e normais (controles) foram quantificadas
por eletroforese em microzonas e por imu-
noeletroforese bidimensional quantitativa.

a. Eletroforese em microzonas.

Fitas de acetato de celulose, contendo os
soros em estudo, foram submetidas a 250V/
cuba, contendo solugdo tampdo veronal-ace-
tato (0.05M; pH= 8.6), por 30 min. O con-
junto utilizado para a forese foi o Microphor

(Zeiss). A densitometria foi determinada em
Registrador de Extin¢do n? 3 (Zeiss).

b. Imunoeletroforese bidimensional

quantitativa.

Placas de vidro de 9 x 12cm, cobertas
com 16ml de agarose (BIO-RAD Lab.) a
1% em tampio veronal-HCI (0.05M; pH= 8.6
e 4 =0.02) de Svendsen (Axelsen e col.?,
1973), foram utilizadas para a imunoeletro-
forese bidimensional quantitativa de Laurell,
de acordo com as orientacdoes de Weeke,
descritas em Axelsen e col.®> (1973). A
eletroforese no primeiro sentido foi reali-
zada com 6V/cm, por 1,10h, e na segunda
dimensdo, 1,5 V/em, por 15h. A quantifica-
¢do das imunoglobulinas foi feita pela medida
da drea envolvida pelo precipitado, com au-
xilio de papel milimetrado. Multiplicamos os
valores correspondentes as alturas de cada pi-
co em milimetros por uma base determinada
no quadrante superior esquerdo da precipita-
¢do, estabelecida por uma linha que bisecta-
va a da altura.

Identificagdo das Imunoglobulinas.

Para a identificagdo das imunoglobulinas
de camundongos foram utilizados soros pa-
drdes anti-globulinas do roedor, procedentes
dos laboratorios Bionetics (IgA, IgM e IgG2a)
e da Miles (IgGl e IgG2b). Estes soros,
na segunda forese, foram colocados em cana-
letas abertas no gel, localizadas na faixa de
migracdo das globulinas. A migra¢do da glo-
bulina, especificamente reconhecida pelo so-
ro padrdo, sofre atraso e permite sua identi-
ficagdo (absor¢do “in situ”).

Determinagdo da Atividade do Anticorpo.

Vermes adultos depositados em solugdo
salina fisiologica (0.15M) foram lavados trés
vezes nesta mesma solucdo, com intervalos
de 60 min entre cada lavagem, a temperatura
de 37°C. Em seguida, os esquistossomos fo-
ram liofilizados e adicionados, em excesso,
ao soro imune de camundongos da 82 sema-
na de infeccdo (10 mg do material liofiliza-
do em 200 ul de soro). Permaneceram 3 ho-
ras neste estado, a temperatura ambiente, e
12 horas a 42 C. O sobrenadante retirado foi
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centrifugado a 3.000g, por 20 min, a 0°Ce
analisado por imunoeletroforese bidimensio-
nal, frente ao soro anti-FM. Em seguida, o
liofilizado foi lavado trés vezes em solugido
salina tamponada com fosfatos (PBS; 0.01M;
pH= 7.2) e submetido a reacdo de imuno-
fluorescéncia indireta, para comprovagdo da
absorvagdo.

Reagées de Imunofluorescéncia

Foram realizadas reacdes de imunofluo-
rescéncia indireta entre os soros imunes de
camundongos esquistossomoticos e 0s espo-

rocistos, cercdrias, vermes e miracidios da li-

nhagem mineira de S. mansoni. As rea¢Ges

se processaram em tudos de ensaio (cerca-
rias e miracidios) e em cortes histologicos

(esporocitos, vermes e miracidios). A leitu-

ra dos resultados foi realizada em microseco-

pio Zeiss, contendo lampada HBO 200,

filtros barreira 0/47/44 e excitador .

A obtencdo do material para as reagdes
processou-se da seguinte maneira:

1. Cercdrias —Foram utilizadas larvas, com
duas horas de vida. As cercirias foram
mortas pela adicdo de 5 gotas de formal-
deido a 40%, em 100ml de suspensio cer-
cariana.

2. Vermes — Esquistossomos recém-cole-
tados, foram lavados trés vezes em solu-
¢do salina fisiologica (0.15M), durante
uma hora. Em seguida, foram mergulha-
dos em fixador de Rossman (90 ml de
etanol 100% saturado com acido picrico e
10ml de formaldeido' a 37%), por 15 h
(NASH, 1974). Para a inclusdo, a pega foi
cortada em tiras de Smyu de espessura e
preparada para microscopia optica.

Miracidios — Foram utilizados miraci-
dios obtidos de cortes histologicas de
figados parasitados e, também, recém-
-eclodidos de ovos isolados do mesmo 6r-
gdo. As preparagdes para cortes histolo-
gicos foram confeccionadas de maneira
idéntica a descrita para os vermes. O pro-
cedimento para o isolamento dos ovos
foi iniciado pela homogeinizacdo dos fi-
gados em liquidificador. Posteriormente,

o
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os ovos foram lavados com solucdo de
NaCl a 1.7%, em peneiras metalicas
“granutest”, com malhas de 0.149;
0.074 ¢ 0.037mm. Em seguida, foram
depositados sobre a superficie de uma so-
lu¢do de Hypaque (Winthrop) a 10% con-
tida em funil cuja abertura estava cerrada;
trés horas apos, a torneira do funil foi
aberta e os ovos foram recuperados,
isentos de tecidos.

4. Esporocistos — caramujos parasitados
com S. mansoni foram fixados, inclui-
dos em parafina e montados em laminas
de microscopia, pelo método semelhante
ao descrito para os vermes.

As reacdes de imunofluorescéncia indi-
reta foram as mesmas, tanto para o material
manuseado em tubos, como para o preparo
em liminas. Os esporocistos foram lavados
trés vezes com solucfo salina tamponada
(PBS; 0.01M; pH= 7.2). As laminas foram
secas parcialmente e os imune-soros, dilui-
dos a 1/8, adicionados sobre as preparagées,
deixando-se reagir em camara imida, na tem-
peratura ambiente, por 30 min. Apds este
periodo, o material foi novamente lavado
em PBS, 3 vezes por 5 min. O excesso de
PBS foi retirado adicionando-se o conjugado
antiglobulinas 7S de camundongo produzi-
do em cabra, marcado com isotiocianato de
fluoresceina (Hayland Lab.) e diluido a
1/50 (Lemos Neto?$, 1975). O conjugado
foi diluido em PBS, contendo azul de Evans,
na diluicdo de 1:10.000 (Nash32, 1974).
Esta reacdo processou-se em cidmara umida,
por 45 min. Depois, as preparagdes foram
lavadas em PBS e montadas em glicerina
alcalinizada com tampdo carbonato (pH =

9.0).

RESULTADOS

Evolugdo da Infecgdo.

A percentagem de cercdrias que conseguiu
penetrar varicu de 83% a 96%, nos diferen-
tes lotes, resultando que, em média, pene-
tram 50 cercarias por animal.
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As médias dos valores referentes ao nu-
mero de vermes e de granulomas hepaticos,
encontrados no decorrer da infeccdo, foram
20 e 2.000 respectivamente. Verificou-se,
também, que os vermes adultos comegaram
a aparecer em épocas em que ainda se regis-
travam o encontro de esquistossomulos.

A distribuicdo dos pesos corporais dos
animais destinados a experiéncia ndo diferiu
significativamente da distribui¢io normal.
Contudo, as médias dos diferentes lotes dis-
tribuiram-se assimetricamente e por grupos.
A heterogeneidade desta varidncia, verifica-
da pelo teste de Bartlett, foi altamente sig-
nificativa para 15 graus de liberdade (X* =
52.3843). Por este motivo, o estudo do com-
prometimento do figado e do baco foi in-

vestigado, comparando-se a média dos pesos -

desses oOrgdos do grupo infectado com as
do grupo controle. Osjresultados obtidos
foram analisados pelo teste U e indicaram a

ocorréncia de diferencgas significativas no
peso destes orgdos, a partir da 42 semana de
infeccdo.

Os resultados da eletroforese em micro-
zonas dos soros oriundos dos animais perten-
centes aos diversos lotes de infectados e de
controles foram analisados estatisticamente e
mostraram diferencas significativas entre os
grupos no que se refere aos niveis de albu-
mina e das globulinas & e § . Estes niveis
modificaram-se a proporgdo que a infecgdo
evoluiu (Tabela 1). Ocorreu elevagdo no ni-
vel das globulinas dos animais do grupo in-
fectado, principalmente na regido da e~ -
globulina, nas 72 e 82 semanas apos a exposi-
¢do. A albumina apresentou queda do nivel
sérico nesta época.

Evolugdo das Imunoglobulinas.
1. Padronizagdo do método,
Foram utilizados, no presente trabalho,

TABELA 1

Andlise estatistica comparativa entre os dados referentes a protefnas séricas dos grupos infectados e con-
trole, obtidos durante oito semanas de estudo.

Proteinas Grupos Testes Estatisticos
Séricas Controle Infectado
X g X g t U Fislzgr_
Totais 56,50 565 59,37 6,71 0,926 23 -
(mg/ml)
Albumina
(%) 47,50 5,18 41,87 5,00 22,35* - -
Globulinas
(%) A
ot 6,00 1,77 7,60 1,59 - 16* p =0,0406*
a? 19,12 4,08 17,30 1,68 - 2,00 -
B 14,50 4,20 19,60 342 - 10,50** -
Y 11,60 3,37 13,50 3,58 - 22,00 -

0 =desvio padrdo
X =média

*  =significativo ao nivel de 5%
= significativo ao nivel de 1%
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trés imune-soros de coelhos anti-imunoglo-
bulinas de camundongos, para a quantifi-
cagdo das imunoglobulinas (Igs) dos soros
dos animais dos grupos infectados (I) e con-
trole (C): anti-FM 1; antiFM e anti-G.
Os soros de camundongos, analisados por
Imunoeletroforese Bidimensional, frente a es-
tes reativos biologicos, apresentaram trés sis-
temas precipitantes bem definidos (Fig. 1).
Foi observado, com qualquer um dos imune-
soros utilizados, relacdo linear entre as areas
delimitadas por estas precipitagdes e as quan-
tidades de soros de camundongos aplicadas.
Os valores obtidos com replicadas, apre-
sentaram variacdes em volta de 10%, consi-
deradas dentro dos limites de erro estabele-
cidos para o método.

TR "
SN
104

Fig. 1 — Identificagio da IgM, por absorgio “in
situ”, Soro normal de camundongo (SN)
precipitado frente ao anti-soro (a-FMj)
diluido, e ao soro padrio (a-IgM), colo-
cado na canaleta. O pico 1 corresponde a
IgG1 e o pico 3 a IgA.

A identificagdo dos trés sistemas preci-
pitantes foi realizada através da técnica de
absorgdo “in situ”, utilizando padrdes anti-
Igs de camundongos, tal como pode ser
observado na Fig. 1, que mostra um sistema
precipitante correspondente a Ig da classe
M (IgM). Utilizando idéntica metodologia,
foi possivel constatar que o Pico 1 corres-
pondia a IgGl e o pico 3, a IgA. Com o
imune-soro anti-G foram obtidos, também,
sistemas precipitantes e identificados como
sendo IgG1l, IgG2b e IgG2a, respectivamen-
te.
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O soro padrdo anti-IgG1 reagiu com IgA
de camundongos como reflexo da dificulda-
de da obten¢do de reativos mono-especifi-
cos de cadeias pesadas.

A localizagdo destas proteinas foi corres-
pondente as suas mobilidades eletroforéticas.

2. Quantificagdo das imunoglobulinas,

A comparacdo dos padrdes das reages
de imunoeletroforese bidimensional quanti-
tativa, obtidas com soros dos camundongos
dos diferentes lotes, mostrou que o teor
das imunoglobulinas variou durante o perio-
do de observagdo, tanto no grupo controle
como no grupo infectado (Fig. 2). Esta
observagdo pode ser feita com qualquer dos
imune-soros disponiveis, principalmente com
o soro anti-G, utilizado para quantificar as
imunoglobulinas G2a e G2b. Como se pode
observar na Fig. 2, ndo houve paralelismo
entre as variagBes ocorridas dentro dos lo-
tes controle (C) e as apresentadas nos lotes
infectados (I).

Os dados referentes a quantificagdo das
diversas classes de Igs estdo dispostos nas
Figs. 3 a 7, onde se verifica, a grosso modo,
que ocorreram altera¢des quantitativas du-
rante o periodo de observagdo, tanto no
grupo I como no grupo C. Pode-se observar,
também, que as varia¢Ses que ocorreram no
grupo C apresentaram um aspecto ciclico
sinosoidal. A compara¢do das curvas de evo-
lugdo das imunoglobulinas do grupo C com
o I mostraram, no que se refere a IgM,
IgA e IgG1, que as duas curvas sdo aparente-
mente paralelas da primeira até a quinta
semana de observagdo, apbs o que aparece-
ram nitidas diferencas quantitativas nos ni-
veis dessas imunoglobulinas, nos dois grupos.
Houve, durante o periodo de observagdo,
aparente paralelismo entre os dois grupos,
no que diz respeito aos niveis das imunoglo-
bulinas IgG2a e 1gG2b.

A analise estatistica dos dados quantitati-
vos (teste de Wilcoxon) evidenciou que os
dois grupos diferiram significativamente, no
que se refere ao teor da IgGl. A analise
de varidncia mostrou que os dois grupos,
também, diferiram significativamente, quan-
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Padrfio imunoeletroforético dos soros de camundongos dos grupos infectados com S. mansoni

(In) e controle (Cn), durante as semanas de observagdo (n).

do comparados a partir da 62 semana apos a
exposi¢do, no tocante ao teor de IgA. Em
concordincia com o aparente paralelismo
observado nas Figs. 6 e 7, ndo foram eviden-
ciadas diferencas significativas entre os gru-
pos C e I, no que se refere ao teor das imu-
noglobulinas IgG2a e IgG2b.

Considerando que ao longo do periodo
de observag¢do houve variagdo ampla do teor
da Igs no grupo C, nio se pode atribuir um

- alto significado aos valores de concentracdo
absoluta de imunoglobulinas do grupo L
Em decorréncia deste fato, o teor das Igs
do grupo 1 sera melhor representado, indi-
cando-se quantas vezes seu nivel é maior ou
menor do que o grupo’ C. Isto pode ser fei-
to através da relacdo dos resultados obtidos
no grupo I e C correspondente (1/C), levan-
do-se em consideragio que os valores I/C,

situados entre 0.8 e 1.2, devem ser inclui-
dos na faixa considerada de variagdo normal,
uma vez que as variagSes das replicatas foi
igual ou inferior a 20%. A representacio
da relagdo I/C, ao longo do periodo de ob-
servagio, mostra que, nas primeiras semanas,
houve elevacdo do teor da IgM, seguido por
um aumento da IgA (Fig. 8). Apos esta ele-
vacdo, os niveis destas Igs voltaram pratica-
mente a normalidade, entre a 32 e 5@ sema-
na e, em seguida, os niveis da IgA, IgGl e
IgM comegaram a aumentar consideravelmen-
te, chegando a atingir, na 82 semana, a valo-
res correspondentes a 4.5, 3 e 2, respecti-
vamente.

3. Especificidade das Imunoglobulinas.

Foi verificada a capacidade dos soros de
camundongos reagirem com os antigenos de
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Fig. 3 — Resultado da quantificagio da IgM,
por imunoeletroforese bidimensional, en-
contrado em soros de camundongos per-
tencentes aos grupos infectado e contro-
le, diferenciados por semanas de infec-
¢do.
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Fig. 4 — Resultado da quantificagdo da IgA, por
imunoeletroforese bidimensional, obti-
do em soros de camundongos perten-
centes aos grupos infectado e controle,
diferenciados por semanas de infecgdo.
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Fig. 5— Resultado da quantificagdo da IgG1, por
imunoeletroforese bidimensional, encon-
trado em soros de camundongos perten-
centes aos grupos infectado e controle,
distintos por semana de infeccio.
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Resultado da quantificagdo da IgG2a,
por imunoeletroforese bidimensional en-
contrado em soros de camundongos
pertencentes aos grupos infectado e con-
trole, diferenciados por semanas de in-
fecgdo.
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Fig. 7 — Resultado da quantificagio da IgG2b,
por imunoeletroforese bidimensional en-
contrado em soros de camundongos per-
tencentes aos grupos infectado e contro-
le, diferenciados por semanas de infec-
¢do.

S. mansoni, usando a imunoeletroforese
bidimensional e a rea¢do de imunofluores-
céncia indireta.

Os soros obtidos dos animais pertencentes
dos lotes C apresentaram reagSes negativas
com quaisquer das técnicas empregadas.

A imunoeletroforese bidimensional, dos
soros previamente absorvidos com vermes
liofilizados, indicou uma acentuada reducio
das areas correspondentes as imunoglobuli-
nas IgM; IgA; IgGl e IgG2 (Fig. 9). Em con-
cordancia com este fato, os vermes liofiliza-
dos, utilizados na absorgfio, quando subme-

tidos ao teste de imunofluorescéncia, mos

traram-se fortemente positivos.
As reacSes de imunofluorescéncia indire-
ta foram feitas, seja utilizando-se cortes

..... - 1gA
IgM /
Ig 61 /

Variagao /
. onormal /

40
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Fig. 8 — Influéncia do tempo de infecgio sobre a
relagdo (I/C) entre o teor de imunoglo-
bulinas IgM, IgA e IgGy dos animais in-
fectados (I) e dos seus respectivos con-
troles (C).

histolégicos de esquistossomos, esporocistos
e miracidios, seja utilizando miracidios e
cercarias integras. Os resultados obtidos, su-
mariados na Tabela 2, indicam que reagdes
positivas podem ser observadas a partir da
32 semana de infecgdo, quando se utilizam
cortes histolégicos de esquistossomos. Ini-
cialmente, a positividade destas reacdes pode
ser observada no tubo digestivo do esquistos-
somo. Isto ocorreu quando foram utilizados
soros de animais com 4 semanas de infecgo.
Com os soros das semanas subseqiientes, a
positividade se estendeu para além do tubo
digestivo, sendo que, nas tultimas semanas,
todo corpo do verme apresentou-se fluores-
cente, acentuando-se o tegumento e o tubo
digestivo.
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Fig. 9 — Padrio imunoeletroforético do soro dos

animais com 8 semanas de infecgdo (Ig),
apds absorgdo com vermes liofilizados
(IgAbs).

Utilizando cercirias integras, foi possi-
vel determinar reagSes positivas frente a so-
ros de animais com 4 semanas de infec¢fo.
Com estes soros, foram observadas reacBes
positivas nas extremidades da parte cefali-
ca das cercarias. Com os soros dos animais
com 6 a 8 semanas de infec¢fio, observou-
se positividade crescente do tegumento da
larva.

Com os miracidios, a positividade pode
ser verificada a partir da 4°semana de infec-
¢do, nos cilios e tegumento. A principio, es-
tas rea¢Ses foram discretas, intensificando-se
quando foram utilizados os soros das sema-
nas subseqiientes. As reagBes realizadas
com os soros controles foram todas negati-

vas. Idénticas observa¢es foram verificadas-

em miracidios contidos em cortes histolo-
gicos de figado de camundongos infectados,

Nos esporocistos, as reagbes positivas em
cercarias comegaram a aparecer na 62
semana apos infecgdo, e em cercarias e nas
paredes dos esporocistos, da 72 semana em
diante.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A infec¢io experimental de camundongos
com Schistosoma mansoni é ficil de ser
estabelecida, desde que se observe dois fa-
tores considerados importantes por Ghan-
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dour e Webbe!é (1973), para maior aprovei-
tamento do potencial energético das cerca-
rias na invasdo do tegumento do hospedeiro:
a utilizagdo de larvas recém-emergidas e de
camundongos jovens. Na realizagdo do pre-
sente trabalho foram observados os fatores
idade das cercarias (2 horas) e do hospedei-
ro vertebrado (30 dias). Os resultados obti-
dos na evolugfio da parasitose mostraram que
todos os animas expostos ao verme estavam
parasitados. Varios resultados obtidos duran-
te a infecgdo nio diferiram dos dados mos-
trados por outros autores. O nimero de cer-
carias, vidveis para a infecgdo de camundon-
gos, foi semelhante ao encontrado por Oli-
ver e Stirewalt35 (1952), precursores do mé-
todo de infecciio através da cauda do animal,
e por Magalhdes e Carvalho?® (1968), quan-
do compararam o poder infectante da li-
nhagem mineira com a linhagem paulista do
verme. Exemplares de S. mansoni tornaram-
se adultos em épocas em que ainda se regis-
trava a presenca de vermes jovens, comparan-
do-se a0 “amadurecimento assincronico dos
vermes”, analisado por Brener® (1956), ao
comparar seus dados com os que foram pu-
blicados por Faust e col. 13, em 1934, e
recentemente por Barbosa e col.4 (1978).
As datas em que foram registrados o apare-
cimento de granulomas hepéticos (62 sema-
na) e o pico destas reagdes textrinas (82 se-
mana), assim como a média de parasitas re-
cuperados por animal, foram, também,
resultados coincidentes com os da literatura
especializada (Brener® 1956; Brener e col.?,
1956 e Warren?$, 1967).

A eletroforese foi aplicada nos soros dos
animais pertencentes aos diferentes lotes
infectados e controles. A analise dos perfis
das proteinas séricas mostrou que houve va-
riagdes quantitativas, tanto nos lotes infec-
tados como nos controles correspondentes.
Estas variagBes ndo foram estatisticamente
significativas quando comparadas isolada-
mente entre os lotes de cada grupo. Contu-
do, se levarmos em considera¢do que o erro
da dosagem das proteinas e das fragdes ele-
troforéticas nfio é maior do que 10%, hd que
se admitir que as flutua¢Bes dos niveis das
proteinas totais ndo estfo incluidas no li-
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TABELA 2

Reag8es de imunofluorescéncia obtidas com soros imune de camundongos infectados com Schistosoma
mansoni e diferentes estigios evolutivos do verme.

Reag8es em tubos

ReagBes em cortes histolégicos

Soros miracidios cercérias miracidios esporocistos esquistossomos
Iy - - - - -
I, - - - _ -
I3 - - - - +-
Iy - +— - - +
Ig + — + _ -
Ig ++ ++ ++ + ++
I, +++ ++ +++ ++ +++
Ig +4++ +++ +++ +++ +4++
Cg - - - - -

In e Cn = soro imune (I) e controle (C) obtidos semanalmente (n) apés exposi¢do
Reagdes : negativas (-) e positivas (+), em diferentes intensidades.

mite do erro de dosagem e, conseqlientemen-
te devem ser atribuidas a alteracdes reais
nos niveis destas proteinas. |

A comparagéo feita entre os dados dos
grupos controle ¢ infectado mostrou a ocor-
réncia de alterag3es estatisticas muito signi-
ficantes das fragdes 8 e ¥ - globulinas, além
de hipoalbuminemia. Estes resultados sdo
concordantes com as observagdes feitas des-
de a década de 50, tanto na esquistossomose
humana (Fiorillo!4, 1954) como na expe-
rimental (Evans e Stirewalt'®> ' 1957,
1958; Sadun e Walton*?, 1958). Alguns au-
tores, como de Witt e Warren® (1959),
ndo encontraram hipoalbuminemia em ca-
mundongos esquistossombticos e concluiram
ser possivel a sintese de albumina pelo pa-
rénquima hepatico ndo totalmente destrui-
do pelo parasita. Porém, outros trabalhos

realizados em seguida confirmaram as obser-
vagdes que vinham sendo encontradas no
homem (Fiorillo'®, 1966) e em modelos
experimentais (Smithers e Walker 43, 1961).
Estes dois ultimos autores acrescentaram que
o decréscimo no nivel da albumina ocorria
a0 mesmo tempo em que um marcante au-
mento intravascular de seus “catabolitos”
era registrado por isotopos, sugerindo ser
esta a causa principal da hipoalbuminemia.
Esta ocorréncia seria devido ao insuficiente
anabolismo desta proteina pelo figado pa-
rasitado. As causas imunoldgicas destes
fenémenos sdo bastante discutidas e conside-
radas como resultantes de estimulos antigé-
nicos especificos e inespecificos. Os espe-
cificos correriam por conta das secre¢es e
excregBes procedentes de vermes e do esta-
gio larvirio contido nos ovos, e 08 ines
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pecificos, decorrentes de lesdes tissulares
provocadas pelo S. mansoni no figado
(Smithers e Terry*2, 1969).

Como sabemos, o método da eletroforese
em microzonas permite quantificar as alte-
ragdes que ocorrem nas cinco principais
fragBes séricas, caracterizadas pelas suas mo-
bilidades eletroforéticas. Contudo, o soro
contém maior nimero de componentes iden-
tificados (53 proteinas séricas humanas)
e as alteragSes quantitativas dos mesmos,
durante a infecgdo, poderfio ser feitas indi-
vidualmente, utilizando métodos imunoqui-
micos.

Habitualmente, no estudo da evolucdo
das diferentes classes de Imunoglobulinas,
tem sido utilizado o método de Mancini
e col.2® (1965), comparando-se uma mistu-
ra (pool) de soros dos animais infectados.
Este método tem alta sensibilidade e é ex-
celente para a determinagdo de quantidades
absolutas de imunoglobulinas, porém, tem o
inconveniente de exigir soros mono-espe-
cificos. A preparagdo deste tipo de soro
apresenta numerosos problemas, tendo em
vista que a quantidade média de soro obtida
por camundongo é de 0,5ml/animal, o que
requer grande nimero de camundongos para
esta finalidade. Por outro lado, a quantidade
das diferentes imunoglobulinas nestes soros
é baixa, sendo que a obtengdo destas protei-
nas em estado de pureza, exige uma grande
quantidade de material inicial. Tém sido ina-
meras as tentativas de obtengo das cinco
maiores classes de Igs de camundongos. Os
métodos utilizados foram os mais variados
possiveis. A maioria deles empregou a sepa-
ragio em DEAE-celulose como passo prin-
cipal (Kalpaktsoglou e col. 22, 1973), ou-.
tros usaram a eletroforese em zona combi-
nada com cromatografia de troca-ibnica
(Fahey e col. 12, 1964), com ou sem prévia
precipitagdo das globulinas pelo sulfato de
aménio; outros ainda incluirar a filtracdo
em gel ou eletroforese preparativa, seguida
por varias formas de cromatografia em colu-
na e, por fim, combinagdes entre eletrofore-
se em zona de purificaco do material ele-
tro-separado, com a técnica de eletro-focali-
zagdo (Murgita e Vas?!, 1970). Em nosso
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trabalho, por exemplo, fra¢Ses que foram
consideradas puras por imunoeletroforese
unidimensional, quando utilizadas para a
imunizacdo de coelhos, induziram a forma-
¢do de soros pluri-especificos (cadeias leves
e pesadas). Para contomar estas dificuldades,
tém sido utilizados camundongos isogénicos
portadores de mielomas (Fahey e col.l2,
1964). A manutengéio de camundongos iso-
génicos requer laboratérios especiais e téc-
nicos capacitados para selecionar geneti-
camente estes animais, e a obtengdo de cé-
lulas de mieloma para o implante requer a
importagdo de material produzido no ex-
terior..

O método da imunoeletroforese quanti-
tativa bidimensional tem a vantagem de ndo
exigir a utilizacdo destes soros, conseqiiente-
mente qualquer laboratério, medianamente
equipado, podera obter soros pluri-especifi-
cos que permitam quantificar as Igs em estu-
do. Utilizando este método, foi-nos possivel
dosar as Igs de camundongos envolvidas na
resposta imune ao S..mansoni.

A anilise estatistica dos dados dos gru-
pos controle e infectado indicou a existéncia
de alteragSes significativas a partir da 62 se-
mana de infec¢do, em concordincia com os
dados da eletroforese em microzonas e com
os dados de outros autores que observaram
elevagdo nos niveis das § e v - globulinas,
a partir da época da oviposi¢do (Smithers e
Terry*2, 1969). As trés imunoblobulinas
que se destacaram como principais partici-
pantes da resposta imune do camundongo ao
S. mansoni: IgGl, IgA e IgM, também foram
encontradas participando da imunidade na
esquistossomose humana (Hillyer2®, 1969;
Antunes e col.2, 1971 ¢ Kanamura e col.33,
1978); murina (Hillyer e Frick®, 1967
Deeldler®, 1973 e Sher e col.*, 1977) e em
outras infecgbes parasitirias produzidas por
protozoarios, como maldria e tripanossomose
(PAHO®, 1967).

O valor dos dados quantitativos absolu-
to das Igs tem pouco significado, conside-
rando-se que o nivel dessas proteinas sofre
flutuagSes amplas durante o desenvolvimen-
to dos animais (Ohwaki e col.33, 1977;
Haaijman e col.!8, 1977), chegando muitas
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vezes a duplicar a concentragdo inicial,
como foi observado no presente trabalho.
Essas flutuacGes se devem principalmente a
varios estimulos antigénicos, decorrentes da
manutengdo dos animais em biotério e
da propria variagdo ambiente. Tendo em
vista as alteragdes que ocorrem normalmen-
te nos animais de observagdo, o estudo do
desenvolvimento das imunoglobulinas deve
ser feito, comparando-se animais da mesma
raca ¢ idade, submetidos as mesmas condi-
¢bes ambientes durante o periodo do expe-
rimento. Nestas condi¢Bes, foi possivel es-
timar quantas vezes o nivel das Igs dos ani-
mais infectados aumentou em relacio aos
do grupo controle.

O perfil sorologico resultante da relagéo
I/C (Fig. 8), evidenciou aspectos classicos
da resposta imune encontrada em animais
que tenham recebido dois estimulos antigé-
nicos consecutivos.  Estes aspectos tém
sido obsetvados em camundongos conven-
cionais a axénicos, utilizando-se antigenos
timo dependentes ou nfo (Ohwaki e col.33,
1977). A resposta primdria, caracterizada
pela IgM e IgA, ocorrida entre a primeira e
a segunda semanas apds a infec¢do, deve-se
provavelmente a estimulos antigénicos de
cercdrias e esquistossomulos. A resposta se-
cundéria, caracterizada pela IgGl, IgA e IgM,
ocorreu a partir da 62 semana apos a infec-
¢do, possivelmente devido a antigenos pro-
venientes de vermes adultos, aos ovos dos
parasitas e aos tecidos desnaturados por se-
crecdes destas formas evolutivas do verme.
Nesta data, foi também observado aumento
significativo dos pesos do bago e do figado.

O aparecimento de anticorpos da classe
IgM como primeira Ig efetora da resposta
imune, tem sido encontrada na esquistosso-
mose (Kanamura e col.23, 1978) e em varias
outras infec¢des, como toxoplasmose (Ama-
to Neto e col.', 1972) e doenga de Chagas
(Vattuone e col.44, 1973). A presenca da
IgA nas duas respostas, com destaque na

secunddria, pode ser explicada como resul-

tante de reacdes celulares ocorridas a ni-
vel de plasmocitos localizados em mucosas
do trato respiratorio e gastroentérico, espe-
cificas a antigenos do primeiro e segundo es-
tagio, respectivamente.

Tem sido demostrado que, os anticorpos
da classe IgGl, estdo presentes nos soros de
camundongos parasitados com S. mansoni
(Sher e.col.4!, 1977).

Nio foi observada a formagdo de anticor-
pos entre a 32 e 52 semanas ap6s a infecgdo.
Este periodo de laténcia da resposta imune
é toincidente com o registrado por Mota-
Santos e col.®, em 1976, que observaram
estado de depressdo imunolbgica em ca-
mundongos  esquistossomaticos, avaliado
pela capacidade dos linfocitos esplénicos
formarem ‘“‘rosetas” e de produzirem anti.
corpos “in vitro” frente a antigenos timo
dependentes (hemécias de carneiro).

O aumento das Igs verificado durante a
infecgdo se deve a uma producdo de anti-
corpos especificos para antigenos provenien-
tes do parasita, demonstrado pela imunoele-
troforese bidimensional com soros previa-
mente absorvidos e pelas rea¢des de imuno-
fluorescéncia indireta, utilizando diferentes
estigios evolutivos do parasita. Estes dados
coincidem com os Okot-Kotber34 (1978)
e indicaram que os primeiros anticorpos
formados sio especificos para o tubo diges-
tivo do parasita, sugerindo serem estes an-
tigenos altamente imunogénicos.

O conjunto de dados mostrou que utili-
zando-se soros pluri-especificos de ficil
obtencdo e expressando-se as alteragSes
quantitativas pela reagdo I/C, foi possivel
estudar a evolugéio da resposta imune humo-
ral na esquistossomose, obtendo-se dados
compardvels com os encontrados na litera-
tura. Isto permite admitir que esta metodo-
logia pode ser utilizada no estudo da respos-
ta imune de outras patologias.
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ABSTRACT: The evolution of immunoglobulins involved in the immune response of
mice infected with Schistosoma mansoni was studied by using plurispecific sera and the bi-
<dimensional immunoelectrophoresis technique. Determinations of the level of different
immunoglobulins in infected animals and control groups which were mantained under similar
conditions detected significant variations in both groups over the 8 weeks of observation.
The study of the relationship (I/C) between the level of immunoglobulins of the infected
animals (I) and that of corresponding control (C) showed that the infected animals presen-

ted a primary resgonse (1-2 weeks after infection date) and a secondary response that was

initiated in the 6t

week of infection, with levels of IgA, IgG and IgM that were respectively

4.5, 3 and 2 times higher than those of corresponding control.

UNITERMS: Schistosoma mansoni. Immunoglobulins. Schistosomiasis.
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