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RESUMO: As variagSes dos niveis do componente C, do complemento
foram verificadas em soros de exemplares do roedor silvestre Holochilus
braciliensis nanus infectados experimentalmente com Schistosoma mansoni,
aplicando-se a técnica de imunoeletroforese bidimensional gquantitativa. Foram
utilizados soros de animais normais, da mesma espécie e idade, como controle
da experiéncia. A quantificacdo foi feita durante oito semanas, contadas a
partir da data da infeccdo. C perfil sérico mostrou que o nivel inicial do
C, foi duas vezes menor que o observado no grupo controle. Este nivel
permaneceu até a 6* semana de observacdo. A partir desta semana até a
oitava foram registrados niveis aproximadamente 3 a 4 vezes menores que
os observados no grupo controle.

UNITERMOS: Holochilus brasiliensis
Infeccdo experimental Roedores Silvestres.

nanus, Schistosoma mansoni.

INTRODUCXAO

realizados em linhagens de via alternativar’,

envolvendo, algumas vezes,

camundongos que apresentavam deficiéncia
congénita de componentes do complemernto,
assim como em animais nos quais foi obtida
a decomplementacio, utilizando-se veneno
de cobra, demonstraram que a resisténcia
imunologica a infeccdo parasitaria, de algum
modo, depende da presenca do sistema
complemento 1213,

Na esquistossomose, vem sendo verificado
o mecanismo de acldo deste sistema, tanto
pela via cldssica de fixagéo »11, como pela

células como macrofagos e eosinodfilos 6:9.10,
Estes experimentos evidenciam os efeitos
danosos do complemento sobre o hospedeiro
e o modo pelo qual o verme escapa deste
mecanismo de defesa imunolégica. Entre-
tanto, faltam maiores esclarecimentos quanto
a variacdo dos niveis dos componentes do
complemento, durante a evolugdo da para-
sitose. Procuramos, entdo, determinar o
nivel do componente C, em roedores
silvestres esquistossométicos, durante oito
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setfranas de infec¢do, por ser hospedeiro
natural do S. mansoni e, a0 mesmo tempo,
por sabermos da possibilidade destes
pequenos mamiferos participarem da cadeia
epidemiolégica da verminose, em paralelo
ao homem 4,

MATERIAL E MXETODOS

Procedéncia dos roedores silvestres

foram
Sao Bento,

Mamiferos de pequeno
capturados na cidade de
situada na regilio da Baixada Ma-
ranhense. A captura foi feita por meio
de tarrafa (malha confeccionada com
fio de-algoddo pelos pescadores da regifo)
ou por laco feito na extremidade da linha
de anzéis. As armadilhas foram utilizadas
em regifo alagada, onde estes  animais
costumeiramente fazem seus ninhos, utili-
zando vegetacdo aqudtica. Os animais
capturados foram transportados para o
laboratério, onde a infec¢do esquistossomo-
tica foi investigada por exame de fezes. Os
animais ndo infectados por S. mansoni foram
acasalados, apdés a determinacdo da espécie.
No experimento, utilizamos somente animais
nascidos em cativeiro, com 30 dias de
vida, da espécie Holochilus brasiliensis nanus
Thomas, 1897.

porte

Infeccdo esquistossomdtica

Foram formados dois grupos com 5 Holo-
chilus cada um. Aleatoriamente, um dos
grupos foi tomado para que seus roedores
fossem submetidos a infeccdo esquistosso-
mética. Cada roedor foi exposto a 150
cercarias (Grupo 1), na presenca de luz e
na temperatura de 28°C. Os animais do
outro grupo foram tomados como controle
da experiéncia (Grupo C).

As cercdrias foram obtidas de Biompha-
laria glabrata nascidas em moluscario, des-
cendentes de moluscos coletados na Regido
da Baixada Maranhense e infectadas por
populacdo simpatrica de S. mansoni.
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Obtengdo de soros anti-S. mansoni

Semanalmente, a partir da data da infec-
¢do, os roedores eram anestesiados com éter
e sangrados pelo plexo venoso oftalmico.
As amostras sangiiineas eram deixadas em
temperatura ambiente para retracdo do
codgulo e os soros eram juntados por grupos,
rotulados e estocados em congeladores.

As siglas utilizadas nos rétulos serviram
para identificar os soros por grupos: Con-
trole (Cn) e Infectado (In), sendo que n
correspondia ao ntimero de semanas decor-
ridas apos a data da infecgéo.

Produgdo de soro Anti-C, de roedor

Quinhentos (500 mg) de
Zimosan (Fleishman Tipo A) foram fervidos

por meia hora, em 50 ml de solucdo salina
(0,15M). Em seguida, o Zimosan foi re-
cuperado por centrifugacdo (1.200g/min, a
0°C) e deixado reagir com 11 ml de soro
de roedor, a 37°C, por uma hora, com
agitacdo constante. O complexo Zimosan-C,
foi separado por centrifugacio, desprezando-
-se o sobrenadante. O complexo foi lavado
seis vezes com Tampio Veronal Isotdnico,
pH 7.6, e estocado em congelador até o
momento do uso 8,

Coelhos da raga Nova Zeldndia, com
aproximadamente 1,5kg de peso corporal,
nascidos no Biotério da UFMa, foram
imunizados com o complexo Zimosan-C, de
roedor e adjuvante incompleto de Freund.
A sensibilizagdo foi feita com inoculagdes
do antigeno em regiGes proximas a dos
ganglios popliteos (1,0ml) e no dorso do
animal (1,0 m!). Decorridos 15 dias da data
da imunizagdo, outras inoculagdes antigénicas
foram feitas, obedecendo o mesmo critério.
O soro anti-C, foi obtido sete dias apds a
aplicagdo da 1ultima dose do antigeno.

miligramas

Identificagdo do Componente C,

O componente C, foi identificado pela
imunoeletroforese bidimensional, utilizando
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a técnica de absor¢do “in situ”3. A técnica
consistiu em depositar o soro padrido
“Bionetics” anti-C, de camudongo, em uma
canaleta aberta no trajeto da segunda ele-
troforese. Este soro reage cruzadamente
com soro de Holochilus. A banda corres-
pondente do C, foi determinada tendo em
vista a reducdo da 4rea de precipitacio.

Imunoeletroforese bidimensional quantitativa

(1BQ)

Para estudos de imunoeletroforese bidi-
mensional quantitativa de Laurell (de acordo
com as orientacdes de Weeke, descritas em
Axelsen e col2), placas de vidro foram
cobertas com Agarose (Bio-Rad Lab) a 1%
em tampdo veronal — HC1 (0,05 M; pH =
= 86 e p = 0,02).

Foram utilizadas amostras de 1 pl de
soros dos dois grupos (I e C), conforme
esquema expresso nas laminas em estudo
(Figs. 1 e 2). A primeira eletroforese foi
realizada a 6V/cm, durante uma hora e 20
min. Em seguida, foram retiradas porg¢des
de Agarose das regides escolhidas para a

realizagdo das reagdes antigeno-anticorpo,
conforme técnica de Weeke, e substituidas
por uma mistura de agarose e anti-C,, na
diluicdo de 1/20. O passo seguinte foi a
realizacdo da eletroforese no segundo
sentido (1,0V/cm, durante 15h). A quanti-
ficagdo do C, foi feita pela medida da 4rea
do precipitado, com auxilio de papel mili-
metrado.

RESULTADOS

Posicionamento do componente C, de
Holochilus na imunoeléetroforese
bidimensional (IBQ)

A lamina da imunoeletrofose, preparada
para identificacdo do C, de Holochilus,
apresentou um arco de precipitacio que se
reduziu proporcionalmente & variacdo do
volume de amostra aplicada. Quando as
aliquotas tinham volumes iguais, constatou-
-se diferengas entre as areas dos arcos em
evidéncia, sendo que, a menor darea, rela-
cionou-se com a regido em que foi realizada
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Fig. 1 — Imunoeletroforese bidimensional

com 8.

quantitativa dos
mansoni (In) e nédo infectados (CN) frente ao soro amti-C3 de roedor

soros de Holochilus infectados

diluido (a-Cs-R), durante oito semanas de infeccdo (n de 1 a 8).
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Fig. 2 — Imunoeletroforese bidimensional quantitativa dos soros de Holochilus infectados
com S. mansoni (In) e ndo infectados (CN) frente ao soro anti-C_ de roedor
diluido (a-CB-R), durante oito semanas de infeccdo (n de 1 a 8).

Fig. 3 — Imunoeletroforese bidimensional de soro normal de Holochilus (SNR), com absorgio
em “in situ” pelo soro anti-C_ de camundongo (a-C3-C), frente ao soro anti-C,
de roedor diluido (a-C -R). ¢
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Resultados
replicatas.

a absor¢ao “in situ” (Fig. 3).
semelhantes foram obtidos em

Variagées do nivel do componente C,
durante a evolugdo da parasitose.

As reagOes correspondentes ao C, precipi-
tado no grupo de animais infectados (ln)
apresentaram bandas com &reas menores
do que as correspondentes ao sistema preci-
pitante do grupo de animais normais (Cn),
dcsde a primeira semana de trabalho &té a
oitava (Figs. 1 e 2). As relacdes entre as
reacdes dos soros Cn e In, no decurso do
periodo de observacdo mostraram que o
nivel do C, foi duas vezes menor que o
nivel detectado no grupo controle. Esta
proporcdo permaneceu até a 62 semana de
infeccdo. Apds a 6 semana chegou a ser
registrado um nivel aproximadamente 3 a
4 vezes menor do que o verificado no grupo
controle.

DISCUSSAO E CONCLUSAQ

As ares formadas pelo precipitado oriundo
da reag¢do antigeno-anticorpo no decurso da
imunoeletroforese  bidimensional, variam
linearmente com as concentragdes antigéni-
cas, conforme demonstrado por Axelsen e
col.2, 1973, permitindo uma analise quantita-
tiva de razoavel precisdo. No presente tra-
balho, utilizamos este método quantitativo
¢, apesar de termos trabalhado com um
reativo pluri-especifico (anti-C,), determi-

namos oscilagdes nos niveis séricos, tanto
em animais normais, como nos parasitados
com S. mansoni. Observamos que as osci-
lacbes ocorridas nos soros controles nao
apresentaram diferengas significativas entre
si, fato que permitiu avaliar o crescente
aumento de consumo de C, durante a
cvolucao da infecgio.

3

Estudando o perfil dos niveis de C; du-
rante a evolu¢do da parasitose, podemos
imaginar que a queda do nivel deste com-
ponente sérico, na fase inicial da infecgéo,
esta relacionado com o consumo de C; de-
vido as intensas reacgdes imunoldégicas no
hospedeiro, desencadeadas para neutralizar
tanto antigenos somaticos como os de ex-
crecdo e secrecdo do helminto. Admite-se
que, quando a parasitose atinge sua fase
maxima de agressdo, ou seja, €poca em que
os vermes alcancam sua maturidade e come-
cam a ovipor, o consumo do C, é ampliado,
havendo relagdo direta entre carga anti-
génica parasitaria e a participagdo do C,
1'0$ Processos imunes.
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ABSTRACT: The quantitative immunoelectrophoretic method was used
to determine the consumption of the C, component of the complement system
in the sera of rodents (Holochilus brasiliensis nanus) infected with Schis-
tosoma mansoni, during about eight weeks of observation. Normal animals
were used as experimental controls. The results indicated that initial con-
sumption of the C, component in the infected animals was twice that of

the controls. This level was maintained until the

6th week of observation.

After the 6tk week, the consumption of C, was? to 4 times greater than that of

the controls.

UNITERMS: Holochilus brasiliensis nanus. Schistosoma mansoni. Expe-

rimental infection. Wild rodents.
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