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PROJETO: Vacinagio e Imuncdiagndstico na Infecgdo Esquistossomética: “"Es
o tudo de Extrato Salino c suas fra06es visando a caracterizacdo
dos antigenos e © seu emprego na plotecao a 1n£ccgao"

(em conLJnuacao)

; . Em exp011enc1as pre eliminares leallzada prjncjpalmentc em coe-
1hos,‘§bselvou—se acentuada atividade vacinante do”antiqeno,'denominado
Extrato Salino (ES)" contra-a infecgdo es Ou1‘10>80mOLlLX postexnox. Con =
cluimos através,@e cnsaiosfem cerca de 100 coclhos, que a 1mun12agao dos
animaiﬁ determiﬁa 0 desenvolvimento de importante rcspo,ua imune Lu]Uldl
e humoral avaliada poxr provas eSpCCl[JCaq e ulgnlfLCdilva reducao da’ car
gd para51tdri', de lanCQdO realizada apos a vacinagio, que leJe senta
uma taxa de 70 a 100% de pLoterao em relacgdo a .controles normais nao va-
c1nado (ccarin o ccls., 1980; TENDLER é LOlb., 1982) .

O presente projeto, refere-se a continuagao dos trabalhos aci-—
ma, cujos objetivos basicos prespntemente; dizem respeito & avaliagdo da
imundgcnicidade do ES para sua possivel utilizagao no hun“m e realizacao
de ecnsaios experimcntais empregando o ceoelho o ouL:oa animais de labora-
Lorio para a anlLaCnO CUdedO a dos diferentes aspectos relativo ao es-
guema de va01nagdo empregado, tais como"dosagom dos antigenos para cada
aollcacuo, numexo de do es, vias de admlnlstragao, ssoclacao con adju -

vantes, v1uando O seu aprimoramento e dplLCle]ld&dO na va01nacao humana

‘em larga escala. uerao rcalizadosg, com S me S1no propoglto, analises fisi-

co-quinicas com a flnalldado de se obtor uma puriIlcavao adequada da va-

‘cina. (vide objetivos e delineamentos OYPGLlNLHfalC das etdpao em anda -

,mento (1985) e proqlamadas par' 86/87)

.

Tendo cm v;sta a acentuada at¢v¢dadc 1munoqanCa e protcLoxa e
do ES nos ensaios ja reallzados admitimos serem os.dntlgenoo nele conti
dos ‘altamente e~pecx£1cos e portanto adequados também ao cmprcgo cimn Les—

tes de 1munodlagnouLico QUL oerao avalladoc visando sua. paoronlzacao

. OBJELIVOS PRIORITARIOS E METODOLOGIA ESEECIFICA.



_ BRRIWOC BN. DP.29.0.. F3

A W
v L i c " " o ‘ Mi
~ Ministério da Saide '
' Fundagdo Oswaldo Cruz

" FIOCRUZ

: R : " Av. Brasil, 4365 - Manguinhos -~
: ‘ ' Cx. Postal. 926 - CLP 20000

e : : ' Tel. (021) 260-6787 PABX

e ; v | Rio de Janeiro - RJ - BRASIL

1°-— Obtengado de vermes adultos do Schistosoma mansoni:

Para manutencao do ciclo blologlco do Schistosoma mansoni (Ce-—

~ pa LE) inerente 4 obtencdo dos vermes adultos empregador pala a prepara

-

cao dos antlgeno protetores especificos, em estudo, scra baervada meto

"~ dologia espcc1flca dlfcrlmlnada abaixo:

f1.1: Manutcncao da colonLa dc B. qldbrata

Tl Infuccao dos caramujos obleos da colonla mantida no laboratd -

“rio, com mlra01doos de ovos climinados por camundongo plCVldanLC infeg

tados com a cepa LE do S. mansoni .

1.3. Inoculacdo de cerca de 200 camundongos SW/semana oriundos do
Biotério Central do I.0.C., com 150-200 cercarias do S. mansoni climina-

das dos caramujos previamente infectados cowo descrito em 1.2.,, cmpregan

‘do ag vias de infeccdao percutanca e subcutanea convencionais.

1.4, hCCUpOTdC&O dos vermes adultos, dtravcs de PGYLLFdO venosa hep1
tica e mesentérica dos camundonqo SW, apds a infeccgao oypcrlneutal, de

ac01do com motodologla 05poc1f1ca, empregando solugao de NaCl 0.85 d

plpetadOla auLomaL;ca (Pellegrino & Siqueira, 1956 ‘Rev. Soec: DBras. lla =

lalloL D. Tlop., 8: 589-591).

2 - Plcpalacao do antigeno va01ndntL bruLo ("IS")

0 LS e ObleO de vermes adultos do S. mansoni, integros com 'C

'cmpxego de solucao salina chLaLora (NdCl O 85M) de acordo com O métodc

anteriormente dcucrlto (Tendlexr & Scapin, 1979 vi‘lnqt Med. Trop.Sac
Paulo, 21:°293-296; Scapln et al., 1980, Rev. lnsL ,Mcd.,TrOP. Sao Paulc

22: 164-172) e abaixo sumarizado:
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_'2'1 Estocagem dos vermes adultos obtidd° pox perfusSo do siétema've
noso porta hepatico e mescntcllco,,em solugao salina de composicao e for
ca idnica apropxladas,_sob congelamento _por_ um periodo de tempo deter-—

- minado. -
2.2 Centllfugagao, pULlflcaCdO concentracéo e. avaliacﬁo do teor
de plotclnas e LalbOhldldLO¢ da solucao de egLocagem para obtencdo do ES
na concentragao desejada.’ '
n

3 - Obtencao da fragao purlflcada 3 ok

para os ensaios de vacinagac e i-

nunodiagnéstico:

Fliae 0 extrato bruto (ES) ¢é percolado em colunas de ~ cromatografia
por peneiramento molecular, utilizando-se colunas "Pharmacia" K15/90 e

K26/100 cm.com fase fixa de Sephadex G~100 ou G-200. Ahs amostras .de ES
sao concentradas por ultrafiltragao molecular com-sistema - "Millipore"®
ICX]O o submetidas a cromatografla através as fases fiva$ adequadas e
‘eluidas com solucao ualina tamponada com pll e forca idbnica determinadas
(Scapin\ et -al.; 1980; . ‘Inst. Med. Trop. Sfo Paulo, 22: 164-172).

. Do fracionamento descrito, a 12 fracﬁo eluida da coluna col

3
o volume -de exclusdo, foi denominada "FI", apresentou as mesmas ativida-
des vacinintes de ES e sera empregada nos‘protocolos equcificos.

4 - Obtengdo das’ sub-fracbes 'de "FI" para os ensajos de.vacinaclo expe =

rimental s : s . s e e £ e

FI sera pLocc.sada para a obLencao de PIa, Flb e PIc, de acor—

do com a meLodoJogla que se segue-
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Os componentes pufificados'do extrato” total (FI).submetidos a
uma percolacdo através coluna cromatogréfida cuja matriz (fase fixa) é a
'Sepharooe 4B apresentam uma conduta cujo resultado pode ser v12uallzado
através da absorcdo em 280 nm (UlLla—VJOleta), ou ainda através do méto-
do de va1y e cols,, do contcudo de cada tubo onde aa fracoes sao elui -

‘das da cromatografia.: | ok e s S

o Ve 4
G

0 subfraclonamento, encerra funddmantalmenLe 3 nltldas fragoes
dctecLadau por qualqguer dos dois métodos empregados aqui citados (absor-

‘CdO 274 nm ou dgterm;nacao de proteinas pelo wmétodo de Lowry & cols.).

Estas tres frag¢Oes denominadas FIa, FIb'e FIc podem estar mais
' ou menos definidas seja por absorcao em 274 nm ou dosagem de proteinas ,

de acordo com a amostra.

A sub-fracado Fla é completamente excluida da coluna de Sepharo
se 4B. Em coluna analitica 9 cm/56 cm coletando 2,5 ml por tubo & elui-
da entre os tubos 5 e 7,.com volume de eluigcao de ‘12,5 a 17,5 ml e por

isto apresentando um coeficiente de particao (Kav) em torno de 0 (Zexo).

A sub- fragdo b ¢ retida pela coluna de SGPh&lOaC 4B. Em colu-
- na analjtlca 9/56 cm e coletando 2,J ml por Lubo é elqua entre os tubos
12 a 13 coin volume de eluigao variando dc 30 a 37,5 ml. ]‘\d sub-fracao
apresenta-se com um Kav em torno de 0 4, aprec ana uma absorgao em 274
nm mais baixa que a sub-frag¢do ay porém com um teor .de prpteinas de@cctg

do pelo metodo de Lowry e colu., mais accntuado que as sub-fracdes a e-c

A sub- frdCuO o] ¢ ‘a ulLLma a ger ClUldd,.e ‘na coluna cm -escala
analltaca anLcrlormenLe c1Lada coi elulcao e 2 o ml/LubO-aparece nos tu
‘bos 16 ¢ 17 ' G : = e

i . %
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5 - Avaliac¢do de diferentes pardmetros da vaciliacdo expcrimental com FI:

Adequacao da metodologia para va01nagao humana :

'5.1. Estudo da atividade imunogénica de El no home@:'

Atraveés da'avaliaééd da resposta imune humoral (ELISA e imuno;
‘fluorescéncia) e celular (transformacdo blastogénica com mitdgenos e an-
tigenogiespecificos)em individuos de area endemica de Minas Gerais. A a-
nostra de habitantes expostos a infeccﬁd, sera selecionada por meio de
exames c0prolégigos (método Kato-Katz) e imunolégicos prévios. A respos
ta imune induzida pela administragdo subcutanea de F1 sera avaliada por

meio das provas imunologicas acima re fulldas, uxxleﬂscmchiemuuea pa2rio-
. dos. =

G

\
'

- Avaliacio de diferentes parﬁmotros de vacinacao experimental e ca -

mundongos e coclhos:

6.1. Dosagen ideal da frag¢do ativa FI - utilizagao de doses alterna--
tivas de 25 e 50 ug de rI/dose para comparac¢ao com os recsultados obtidos
com 100 pg/dose.

6.2. DCflnlCdO do numero de doses do e,quoma de vaCLnucao -+ ensaio
de 1-3 dodcs, por via subcutanea para avalla<do da’ pOSSLbllldddG de eli-
minacdo do "booster" intraperitoneal. ' :

. ‘ . i }
6 eds Avallagao Pl de adjuvantcs adequados a vacinag¢a&o humana - en -

- saio de C. parvu1 ¢ B, EcrLL"* .S . = gl P e .

6.4. Avaliacao da.atividade protetora das'subefragées'de FI -+ en -
saios experimentais com as sub-frac¢ées a, b, c, isoladas e ‘ein associa -~ -

coes. 57 s ] : s ey e
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7 = Estudo da atividade imuﬁogénica e protetora induzida pof FI em mdqg—

%, cosh . - T

7.1. Vacinacao de macacoa,Rhcsuo Sp. e Cebuq Sp. no ‘esquema basico u

'_Llllaado para o) coelho. e

7.2. Estudo da resposta imune induzida pcla vacinagdo, atraveés de
provas especificas para avaliar resposta humoral (ELISA e imunofluores -

.céncia) e celular (transformacao blastogénica).

..7.3. Estudo da bioguimica sanguinea (hemograna, fung¢ao hepatica, u -
reia, glicose) e sumario de urina, antes, durante e ap6s o esguema de va
cinacao. ' : :

\
7.4. Estudo anatomo-patoldgico dos Orgdos dos macacos vacinados comn

I'T, antes e apos o "challenge" cercariano.

7.5. Avaliacao da atividade protetora induzida pela vacinacglo con
FI através da determinacdo da carga parasitaria (oograma seriado e perfu
sdo no.término ‘da experiéncia) oriunda da infecgdo controlada, pds-vaci-
nagao.. Correlagdo com os controles normais submetidos 5tinfeccao simul—"
tanea. ' ‘ P : .

|©

8 - TJLudo dd loca117agao no verme adulLo, dOo anLchno" dc Fo, FL

sub- fracoe ; T L

ALravos da técnica de 1munofluorescenc1a 1nd1reta, com antl s

lO IO

ros espec1f1cos anti soro de coelho, empregando vermes adultos e schist

somulos vivos (antes e apos_a.extracao de ES) ¢ mortos-fixados em formol a 5%.
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9 —'Avaliaqﬁo da imunidade concomitante em coelhos:
g ' Coelhos previamente infectados com'1000 cercéfias serao subme

tidos ao "challenge" com O mesmo nimero de cercarias, 60 dias apés a 1@
infecgao.

10- Identificacao dos sitios. de morte paraSJLarla, 1ndu71dos pelo anti-

. geno oapoc1f1co "ES" @& fragao ativa. "FI";

Perfusdo de pele, pulmdo e mesentério aos 29, 69, 459 ¢ 609
dias apou o challenge para avaliacao das cargas parasitérias dos ani-
mais vacinados: em relagao aos controles normais.

.
\
'

11- Aprimoramento . do imunodiagnostico da ‘infeccdo huwnana:

Determinar a sensibilidade ¢ especificidade do teste intrader
mico com os antigenos protetores purificados (FI) em individuos parasi-—
tolégicamente positives (drea endemica de Minas Gerais) o negativos (Rio .
Grande do Sul).

11.1. MODELO EXPERIMENTAL.
\

Na execucao deste estudo, serado obedecidas as seguintes eta -

pas: : ’ | : . s = aie ;

- Obténcio de. vermes adultos do Schistosoma mansoni (Cepa LE de Belo

Ho1lzontc) E : b E=oh

: Desenvolv;mcnto cxpcrlmcntal como dcucrito nos itens . ‘1.1.,
V2, 1.3 8 . 4., da preparacao dos eeraLQS vacinantes.

- Pre paracao do Extrato Salino (F ko,

: Segu1r as instrugoes lecomcndadao nos itens’ 2 1, 2.2, ~ 8a
preparacdo dos- eytrutos vac1nanLes .
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- Purificacdo e doqagcm de Erotennas do Extrato Salino (8) e fragdes

para o 1munod1agnostlco._ : B S

i Diélisé do ES a 49 C durénte 24 horas contra a salina extrato - -

ra.

- Avaliacgao do teor plotelco das paltldas do L\LLaLo Salino e

ajuste da GOPagcm para 100 yg/ml de plotelnas.

- Avaliacao da atividade biologica de FI para diagnostico da infecgao

humana.

; Serao analisados os seguintes parametros: sensibilidade, toxi-
cidade, irritabilidade inespecifica, antigenicidade e especificidade a -
través de testes intradérmicos de leitura imediata, visando a sua padro-
nizagao.

Estes ensaios serdo recalizados em individuos de diferentes fai

xas etarias em nUmero superior & 100, em diversas areas endémicas e inde

- nes para o infecgdo esquistossomOtica e os resultados serao comparados

com os ‘obtidos pelos exames de fezes quantitativos (método de-Kato-Katz)

S J
e com a intradermorcacio classicamente descrita por Pellegrino, 19068.

- Analise estatistica dos resultados com o assessoramento do Dr. Car -

los Mauricio. Antunes.
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12 — Analise Fisico-Quimica de IS e suas Fracoes:

Serao adotadov os procedlmcntos detalhados abalxo, que pOlmlLl
;lao a obtencao € analise da fracgao denomlnada FI, bem como outras fra -

coes._a serem avaliadas, confoxme as espcc1£1cacoes metodologlcas.

R . . : - B B

ot Metodologia:'

“a

_ As diferentes pértidas do extrato bruto de S. mansoni (Extrato
‘Salino - ES), serdo divididas em 02 (duas) aliquotas e a uma destas, se-
ra adiéionado um inibidor de proleases (phenyl, methyl sulfonyl fluori -
de - PNSF). : '

: As amostras resultantes serio entdo submetidas a filtrag&o en
gel, metodologia na gual serdo utilizadas colunas de cormatografia con -
tendo Sephadex G-200, com o propésito de obtengdo das diferentes fracoes
componentes do ES, vegundo seus respectivds pesos moleculares. A elui -
cao oJa realizada através da uLLlJ7agao de, solucao salina fosfaltada tam
pénada'(PBS) 0.15M pH 6.8. Serao a seguir, comparados os perfis obtidos
~entre a porcao do extrato bruto nao tratada pelo inibidor de protecasc e

" aquela ‘tratada pelo PMSF.

3 As fracoes eluidas da coluna contendo Sephadex G-200 serdo ana
lisadas por cupcctxofotometrla e terdo dvallada5 as suas concentracoos
prochcas atlaves dos nétodos de Elman (mcLodo do blucho modificado) e
_do método de Lowxy. Esse material sera. Lambem submctldo a fOCdllzaCdO
llsoeletrlca (para sepaxacao das protelnas de acordo com ,eus pontos isog
1étricos) e a eleLrofoxese em gel de pollacrnlamlda (SD,-PAGE) (paxa se-—
paraqao dos componentes em funcao dos seus pesos moleculaleu, atrave

dos efeitos de pcneiramento molccular do gel) para a. caracLerlzacdo dos

scus componentes.
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Todas as fragdoes obtidas nesta etépa de purifiéacéb, serao tri.

-tadas por imunodifusdo' dupla contra soro de coelhos imunizados com o ES.

Posteriormente, todas as fracdes serdo.submetidas a uma nova
etapa de purificacéd, utilizando-se a metodologia de cromatografia em
"troca ibnica. Serdao utilizadas colunas contendo DEAE Co]ulose (DE52) pa
'ra crqﬁdtografla de. troca an;onlca e de CM celulose, para cromatografia

de troca cationica.’

A eluicdo do material (sub-frag¢ées) sera efetuada utilizando-
cse tampao fosfato 0.01 M pH 7.2 para a crométografia usando DE52 e tam -
. pdo fosfato 0.01 M pll 6.4 para a de troca catidnica.

As sub fracoes entao obtidas Lerao suas concePLlagoes plofel -
cas avaliadas pelos métodos anteriormente mencionados ¢ serao submetidas
a focalizacdo isoelétrica, a eletroforese (SDS-PAGE) e a imunodifusdo du
pla contra soro de coelhos imunizados com o ES.

Os resultados dessas avaliacdes serio comparadds com os obti -
dos na primeira etapa de purificagao uéando a cromatogfafia em Sephadex
G-200. ' '

As fracOes e sub-fragoes que tiverem.apresentado reatividade
contra os soros de coeclhos imunizados com o e"trato bruto, serao utiliza
das na Jmunnzaqao de animais para vellflcacao de suas res pectivas pro -

prledadcu 1munogenlcag e protetora.

As eLapas acima dlscrlmlnadas, serao desenvolVLdas com a cola-
'Tboracao da equ;pe técnica do grupo de purlflcacdo de dntlgenos de  Bio-

Mangulnhos, sob a Super1ntendcncxa ‘do Dx. Akira Homa e composta pelos €5

p901allsLas- Oscar Jorge Berro e Otavio Ollva.
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 ETAPAS * -

ée S.mansoni

cérias

* PRODUCAO MENSAL. .

1 - OETENCAO DE.VEAMES ADULTOS DO SCHISTOSOMA MANSONI*.
2 - PREPARACEO DO A TiGt\O VACINANTE BRUTO ("ESs")*.
3 -~ O3TENCAO DA FRACZLO Db? FICADA "FI"™ DPZRA OS E)SETOS DE VDC;YAC E IMUNO CNOSLICO*.
4 —~ O3TENCAQ DAS SUB- “RACGES DE "“I" PARA OS ENSAIOS DE VACIN ACAO EXPERIMENTAL¥*
1 2 3 4 5 6
y ¥ v b v ¥
. Infeccdo ée Infeccdo de . Obtencgdo de Extracao do Chtancio de Obtengao das
. B.glabrata -camndonges vermes adul “1'_i<:_no "FI" sub-Iragoes
" {600 ani - SW (600 ani tos (6 g) g (49 mg pro- . rIa, FIbo e
mais) ocom mais) com (240 ng pro teinas/mes) . Fle -
miracidios 150-200" cer . teinas/mes)
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NTES PT "AMETROS DE VACINACAD EXPL;IAJ‘THL BH CANURDONGOS. E COuLii0s.
¢ao ativa FI - utilizacZo de doses alternativas de 25 e 50 ug
araga ao com os resultados obtidos com 100 vg/dose. -

(e} }

- AVALIAG&O DE DIFERE

Bela Dosageﬁ ideal da fra
- . de FI/dose para comp

(@

~
N
w

.......... 14‘.....‘- ..-..163.. a o 0 . .'178'.

e _ ¥ & 2 £ Shaph el ¢ | fesly

1@ dose e imnmizacdo 23 dose de imunizagio - 32 dose e immnizagio’  "Challenge" nes  Perfus3o dos, De:‘USS cos

(via sc) €2 'FIi+C.par- aos grupos A, B, C,D, Eooster intraperito - anirais dos.gru . animais Gd8- gnoes'D, E,
W EeF idemd 12 dose’-  neal ide“ as 1@e 22 posA, B, C, G Gruwsa,B, T,H

e . : ' . ccses, sam adjuvante com 100 cerca - C, .G Avaliacdo e

gnpo A: 20 cdgs. SW

; . . nos grupos A&, B, C, D rias/animal e 'fAyaliacéo'de. ‘Protecao* .
25 yug FI+500ug C.par- ’ ’ EeF D, E, Fe H com. -Protegcao* .- -

wm _ ) - e - 1000 cercarias/ j i

' . ) g ' anim s \

crupo B: 20 cégs. S : T SR Tl : : : ey i

50 e FI+500pg Bapere. - Sl : : SR AT C R e

wum } UL S it : e ok
 arioo C: .20 cd O O : : b ' :

. .100yg FI+ SOOLg Eiars i S e J : - | S R Ty
. vm ‘ ' ' ' '

c*mx>D:4 coelhos ‘ '
25 ug FI+500pg C.car- i
vyan L 2 . ) R .
i i * A avaliagdo da protecdn serd dada el -mzla' “ .
grupo. E: 4 coelhos o T M S ' SRR T . b7k
" 50" pg FI+500pg C. -par-. b B - P2C~Vx 100 - fibdn s shpn e
e e . T S e C ' i R e ol
grpo F: 4 coelhos o - ; U > ‘onds P = % protécio
100ug FI+500ug C.par- beke i o e ; LN '
: VUng HO Sole ; ; _ C = parasitos reciperadeos dos animais ccritrole,
: e A | | . | St (T . |
S i : ! i et e V= parasitos recurerades dos animais vacinados, - ;
¢npo G: 20 cégs. nor . - , e |
rais {controle da ST 3
infecgao) . o ;
cruo H: 4 cozlhos : : DR

normais (controle éa
infecgao)
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2 : & -~ AVALIACZO Dz DIFERENTES PARAMETROS DE VACINACED EXPERI;‘(E."TAL EM CAMUNDONGOS E COELHOS.

-

: ' 6.2. Definicio do nlmero de doses do esguema de vacinacio - @nsaio de 1-3 doses, por .
CWaa Subcutinea para avaliacio ga possibig_idade de éliminac;ao do "booster" intrape_ .

ritoneay . v

Bra - 0 110

A . ¥ ¥ ; ¥
12 dose @a Immizacis - 23 dose Ge immnizacio 32 doze Ge immizacis ' ”Challenge" com Perfusio dog |
Con FI + C. varm _ (idem 3 12 dcse) nos (idem 3s 12 o 2¢ de. -1000 cercarias/ animais “dog i
' 3 anirais gog Sruoos B ses) ncs anirais Gog animal gdos gru-~ - GTupcs A, B,
STUD0 A: 4 coelhpes e L e B o _ GruxCs C e F ' Pos &4, B, C, P C, D,.E, T oL
: can 100Lg da FI+300pg S R . By P ee E G g
. G parvium : : it . . : . : ., . Avaliacdo ga
Z . ' C R AR e _ ; 3 © . Pro: Cap* e
S0 B: 4 coslhes - ¢ T il gl i >
; can 100ug és FI+500ug :
H - C. parvim i el i o
SO C: 4 coelhes - il i . ; ; . P e .
. com 100pg ge FI+300ig ' -
. ‘g.:anmm :
g0 D: 4 Coelhos
can 100ug Ga Fl+sali- :
Lo ma . j Ay
1 90 E: 4 coelhos. .
© ccom 100.g Ga Fl+saliw
i na -/
. gngbfﬁ'4cxeﬂxs"'
.. G 100ig ge FI+sali- d
na ! : S R - .
STU0 G: 4 coslheg ' (e At , EiEy e
Romais (contrple ca o i AR i =y : : : *
infeccao) * - . j L i . : e 7 ;

9 [y
-

*00s.: Vida Delinearents Experirental go Item 6.1,



6. AVALIACSO

DE DIFERENTES PARAMETROS DE VACINACED EXPERIMENTAL EM 2AMUNDONGOS E- COELEOS.
B o35 Viabilizaééo de acJuvar s adeguados a vacinacdo humana + ensajo de _C_ parvum e
B. pertussis.
DIA i 0 »- ................ 7 - 28 N AR A O e S L AR R M St A ARl (W 1‘\;8 ....... 163. "78
¥ U ¢ ¥ - +
. 12 dose de irumnizagdo 23 dose de imuniza ao 32 dose de imunizagio "Challence"*com Perfus3o éos.  Perfusao dos
. ot = =k 2
. ‘gripo A: 20 cdgs. SW Tdem 3 12 Gose nos - Tder 3 12 e 22 Goses 100 cercarias/a " animais cos animrais c-;s
. AR = Al e nimal nos gmu - gru;y:s A, B, gnoos C, D,
19 esques nimais dos grupes A , ros animais dos gru - oos A, B, 2.G,I Gel > HeJ -
B D, G, H, sA, B, C,D G, I e i gy e i
grupo B: 20 cdas. SH Be Cr Do SGERTE B By Geith o B e 1000 cerca - "*l:.avao da  Avaliacdo céa
‘ 4 i 0 leld rias/animal nocs’ Protecao Drotecao
29 esquema . ] #g) NS
. X ' grupos C, D, T, 5
. : g
- grupn Gt 4 coelhos S & ey : , i c
1@ e:que:r TR . i S b3 “
g-ru::o D: 4 coe]hos ‘ : . .
; 29 esquera . . ; : i ey : : Jp AT,
. grvpo-E: 20 cdgs. : :
. controles normais
e - {controle da mfeccao) ALY : : ) . o
; gru:)o F: 4 coelhos -
; - (controle da 1n.ec~ao)
b gnzpo G: 20 cfae, . . ' . Bl : :
i 12 dose €e B.psttussis’ ' : ;
i (controle do adjuvante. A L5 )
da R.pertussis) ; It f :
] o 19 esquema: 3 doses de 100 kg FI + 500 pg C. parvum/dose:
gnupo H: 4 coelhos N ; F £
e : el e e 29 esguema: 3 doses cée 100 ug FI ; B pertussis/dose.

12 dose de B.pertussis
(controle do adjuvan - _ R
te) _ # G , .

* Via percuténea (metodo do anel).
. . "

gruno I: 20 cégs.
12 cose de C. parvum
{con tml° do aajuvante)

cm.:x) J: 4 coclhos
. 12 dose ce C. parvum
- et )

(controle do adjuvant

K4



TAL EM CAMUNDONGOS E COELEOS.

b-fracoes cde FI -+ e*zsa*o; experime ﬂtals
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idade prote

6. AVALIACAO DE DIE‘ RENTES
ativ

PCr. EXPERTI!

6.4. Avaliacao da ra déas

cow as sub-frago R B, Ty ola d~s e em associag
2y _ L E <
DIA 0 7 - " AT A G 118 163" 178
| ¥ v ¢ 'S ;
12 dose de immizagio- 2% dose €e immizagdo 32 dose de immizagao "Crallenge"* com  Parfusdo ros - Perfusdo dos
: nos grupes A, B, C, D nos gripes A, B, C, D 100 cercarias/a- cdes, dos coelhos Cos
grieo At 4 coelhos e - - ; : nimal nds cdgs.e grupos ‘A, B, . “crupos 4,8 ,
20 cdgs. 1000 cc*ca:*as/a Bk o 0% 1% C,De=
Esquema 1 nimal (coelhes) Avaliacdo de ' Avaliac3o ce
1 dos gnios A, B, Protegao Prctegad
gripo B: 4 ayﬂhos e y O, DeE
20 CG\-Q. :
Esquema 2 :
P e e )
cﬂgo(b 4coaros e .
20 C\.Jv-ds. 3 .
Egpwﬁxg . : 3
L] . 3
? b Y - - ]
. upo D: 4 cosl @ ! 5 el AN s ~
-STU0 e . * Via percutanea (metodo do anel). .
20 cdcse o :
; Esqueta 4 S 5
o L Esquera 1 - FIa + C. parvun/dese (3 doses) . L
~ " grupo Ei 8 coelhos. e ¢ Esquema 2 - FIb + C. parvum/dose.
: 20 cdgs. - i : R ok T
w0 TR Esquera 3 - FIc « C. Dgrvum/ ose. -
c3o) ' Esquema 4 - Fla + ©1b + FIc + C. parvan/dose.
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12 sancria
dos grupos
AIBICIDIE“'I
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12 Gos2 ce i 22 cdose c2
grUpo A: 4 macacos ¢ - IMUNLZ2ga0
Rhesus sp. 19 escus - icem a 1%,
ma* gos ani -

Do e

gioo C: 4 macaces
Rhasus sp. 29 esque -
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= .
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T e coleta - ocograma
Ce fz2zes e (icam

(o)
(6
n
1 (D
s
6}
,.—l
<
}.Jl
Pn
1)
n
)]
%5
v
|
Q:
%
t
(
B
fu
3 =
Q

-
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9 - AVALIAGCAO DA IMUNIDADE CONCONMITANTE EM COELHOS.

DIA 0 g s 650

¥ | e AL

" 12 infedcio - >

(1.000 cercarias/animal). 4 ccelhes (grupo 2)
12 coelhos (gruocs A, B,

& : »

.80 cégs. ("100 cerci -

rias/animal) . - ' 28 infeccao
: 4 coelhos (grupo B)
20 cdgs.
12 infeccio
’ 4 coelhos (grimo D)
20 cégs.

Erzods exverirentais,

4 gmwpos (&, B, C, D) constituidos da 4 cozlhos + 20 camindongos/eriupo.
Coelhos: infeccdo com 1.000 cercivias/aniral.
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