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..`         PROJETO:   Vaciriac!ao  a   Imuii6-cli.|gi`6stico  na   Infeccao  Esqilistossoin6tica:    "Es
t.\ido  de  E.x.Lr.ato  Salino  c   sua§   frac6es..visando  a  caracterizacao
dos  ai`tigenos  e  o   sou  empL.a.go  na  p.rotecao  a   ii.if6ccao".
(em  continuac:5o)  .'   ..

'IN'rRODugrio.I.

\

...- `    ]`jm  experi€r`cias  preliminai-es   realiz.adcls  Princjpaln`ente   em  cog-
lhos,  .6bscrvou-se.   agentuada   atividaclc  vaciriantc  dc). .antigeno, .de.noii`i]-icldo

•,

Extrato  Salino   (ES)'  conti-cl -n   infec¢5o  esqu.ist-ossc`l``6tiL.a  I;ostei-iou.   Con   -
..  cluin`c)s   all-av6s .de   ensaios..el``  cerca   dc   100   coL`lhos,   quc   a   imunizat`tio   do-.a

€iniinais   detei-ini.}i.a   o  clesenvolvi|`ient-.c)   cl`e   ilnpol`tante   ref,posLa   iit`tine   celular
e  humoral  avaliada  pal-provas  especlfj.Gas  e  significa.i-.iva  reduc€lo  da' ca.I-
ga  parasit:~il-ia,   clQ  infecG5o  realizacla   ap6s   a  vclcinac!€1o,   que   represerita
Limfi   taxa   cle   70   a   100%   de   prot-.eGao   ein   .Te.Iac;flo   cl   contro.1.eri   .Iir)ri-iiais   I]ao   va-

Gin.ados    (f;C{lpllJ   {3   cc?ls.,1£`80;    i'ENI)1j[i-,`R   e   col.s.  ,1982)  .
11

0  pi~esQrite   projeto,   re±`|`].-e~!5e   a   ccjiil:inuagao  clog   tra`].alhtjs   acj.-
Ii`;I,   sujos   oljjetivos   bag.i.cos   p.1.-eseni.-e]p.ente,   cl:i.zc]n   respe.i.to   a   ai7aliaccio   da

1','

iiliuiiogcnic..Ldade   do   ES   pal-a   sun   posslvel   uti].i7.at;ao   nc>   hoii`em   e   ]:ec.ilizacao
de   e]isaj.rDs   experj_]`.`cril.ais   c.Ii`i]regando   o   coellio   e   out.rc>s   ani.inais   do   labor-a-
t6rio  pare  a  avaliacc=o  cuidadosa  dc)r.  diferentcs  aspectos  relativo  ao  es;-
quema   dc`   vacinacac)   eH`pregadc>;    tais   colnc)~dos€`ge]ii   dos   ant.i-.geiios   parcl      cacl.-`\
aplicagao;   ndmero  de  doses,   vias   de   {iclli`inistra.`ao;   assc>ci.acao   con  adju  .-
vantes,   `.Jisaiido   o   sou   aprimorarrierito  G   I.iplical?i_lidacle   na  vacinacao   hu!r\ai`€i

I''em.lai-ga  escala.   gel-ao  i-ccili.zados',   coin  o  inesino  prop6sitb,.  analises   fisi-
'1.

col.quili`icas   Corn  a  fi}lalidclde   de   se   obter  u}`ia`purific`a(;c5o. ade.quada   dd  va-
cina..    (vide  objctivo.s   e  deliiieaiTientc]s   c!xperi]riontais   da,t.;   Qtapas   eni.  anda   T
Inento.  (1.985)    e   programaaas   pal-a   86/87)  ....

Tendo  elii  vista  a. cice}ituada ,atividade  imunog€nica  e  prote.tora  .~
do  ES  }ios  ensaios  ja  retilizados,   adn`itimos  serem  os.  antigenos  nele  conti
dos .altame}`te  especif icos  e  portanto  adequados  tamb€„m  ao  cmprego  cln  te.,s-
tes  de  imunodiagn6stico  que  ser5o  avaliados  visando  sua  p.adronizacao..

.  oBJE'l'IvoS  i>Rloi>`I'r/iRlos   E  ur3TODOI,OGJ:A  ESPEclplc^.
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mansonl :

Para  manutencao  do  ciclo  biol6gico. do Sch.istoson`a  IT`ans,oni (Ce-

.  pa  L13)   inerente .   a  obtencao  dc>s  vermes   ad¥1tos  en`preg{idps  para  a  prepare.
qao  dos  aiitlgenos  protetore,s  .especificos,   en`  estudo,   sci-a  obsefvada  metg
dologia  cspeclfica  discriminada  abaix8:

.'1..1:   Manutcmcao  da  colohia  dc  ±.   8±3Efit_a~L..                        .
I.

-,'

1.2.   Infeccao  dos  caran`ujos  obtidos  aa  colonia.  mantida  no  laborat6  -
•  rio,   coi`i  ii`iracfclia.os  de   ovos   eliminados.  pc)r   camund.ongos   pi-eviamentc   infes

tados   com  a  ccpa   LE  do   S.   mcliisoni.1----
-I.

1.3.   Inoculacao  ae   cerca  de   200   cainundongos   SW/scr`iclna  oriuiidc}s           do
Biot6rio.Ceiitral   do   I.O.C.,   con   150-ZOO   cerc.€irias   do  :SLS.    mans oni.   elilT,ilia-

das  dos  caramujos  previamgnLe   infectados   coil`o  descrito  eri`   1.2. ,   emprega¥
•do  as  vias  de   infecc.flo  I-jercutanca  e   Sub.cutanea  conveiic.ionais.

1.4.   Rccur>o,raGao   do.cT,   veri[ies   adultos,   at.raves   de   pG]=fusao   venosa   hep±
tica  e  iiiesent€rica  dos   camundongos   SW,   ap6s   a   infecGao   eyLperi]iieiilal,     .de
acordc7  com  n`etodologia' especlfica,
pipeta{lora  autoinatica   (l'ellegriii-o

'\

I--.   P;.   E3ff.t    8:    589-591)1 a i- i o

2  -  Prepa ragcio ± rfege_±i9

empregando   soluGat>   de   Nacl.   0.85%           e
&   siqueii-a,1956,`.±±=j£ .... 59£.   ±j:=±±.   !±±   -

Vacinante  br.uto . ("ES");      .

0  ES .6  obtidb  de  vermes  ddultds  do  i.'
'n\a)1.soni .integros  com

•  amjrecjo  de   sgluc5o   salina  extratora   (Nac+   9.85M)  .de  acorqo  corp  o     m€tod

anterior-mente  descrito   (Tendler   &   Scapint   1979 .... EEj£.   EflE±:  .!±£4.   !±912.±
pau|o.,    21:.293-296;    ;Capin   et   al.,19907   B±±£..   ±ZE±±±.  .±±£±.  ,=£±P.

22:   164-172)   e  abaixo   sumarizado

sao  paul
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'' 02.

-2:1.   EstocagQm  dos  veL-l`\es   adultos  obtid6s  por  perfusLio  do   sisten`a  ve

•noso  portcl  hepatico  e  mesent6rico, .em  soluc:ao. salina  de  cQniposic:ao  e   for

.    ca  i6nica  apropi-iadas,   sob.   congelaliient6,  'por. urn  period6  de  tempo  deterL
n`inaclo.  .

•+.I _.+

2.2.`  Centrifugaqg.o.,   PUL-ificaG&o,   concent}.-clc€:io  e.avaliag3o. do           tear
de  pr6teinas  e  Garb.c]hidr.{|tos   da  soluc:ao`de  estocagem  i]dra  obtencao  do  ES
na.concentrac5o   ¢]esejada ...--.

3  -I. .9±tiquc-is ±
ml]rlodiH

fr€icao.2  i._u_rif i_ci=e£±   "ill"   r2±±±=±  9S eiisaj.os tie  vacin.-`¢`.io  e  .i-
i 6 a -i-- i c o

0  extralo  bruto   (ES)   6   percc)1aclc)  em  colunas`   de   .    cromatograf..i_a

pot-pericii-a}`iento  n`olecular,   utiliz€ii.Ida-se   colunas   "Pharmacia"   K15/90        e
K26/100   c`in,com   fase.fixa   de   Sephcldex   G-100   ou  G-200.      Jis   ;mostrds   de     ES

.       sac>  cpiiL.onti-adc`s   par  ult.I:afiltracao  molecinJ.ar   com. sisteli\a           "]ili].Iipore."
ICX10  a   suljmeticlas  a  cromatocjrafia  atrav6s   as   fases   fiJ:as  .adequaclas          e

•eluid.18  com  soluc;ao  salim   tamponada  com.  pll  c   forc.a.  i6nica     deterniinadas

(Scapin   et   al.  ,1980,   .!i±±=±£.   .E±£±..   £E±4.   E±Loj2.    ££g  £±:±±±|o_t,    22:    .164-1-J-2)  .\
•`       Do   fracionaniento  descrit(),   a   1?   frac5o  elu.1..dcl  da  coluntl          com

o  volui`\e .de   exc.i.usao,   foi   denomi}'iacla   "FI",   apresentou   as   mes}rias   a.tividai.
des  vacini!ntes   de   ES   e   serc5   emprc.(jtidd   mos.  prcjt-.ocolos   csrjqcificos.

OIJt.-r_' ng5o  da.r,;  sub-frac.6es  .de
r i I n ,_. n t a I . i .

"±E"  Iff 9£o[;  .er.5aj.os de . vacin<|cao. =e__}_:_Pig_

...,

'

il   sera  pL-oce;soda  para  a  obtenc€o  de  Fla,. F1}.  e. PIG,   de  aco£~
do .com  a  metodologia  que   se.  segue:
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6s  componentes  put-ificados  do  extrato. total   (FI)  .subinetidos     a
u.rna  pertolacao  ati-av€s  coluna  ci-omatografica .cuja  lt`atriz   (fase   fixa)   6  .a
S6pliaiose  48  apl-esentam  uma  conduta  cujo  resultado  pocle  sel-     vizualizado
atr;v6;  da  absorcE~io  em  280  nm   (Ul.traJviol;ta)  ,   ou  ainda  atrav6s  do  m6toL
do  de  L6wry  e  cols„   do  conteddo  de  cclda  tubo  onde .'as   frac6es.  s5o  eliii  -

•.das   da   ci-omatografia. :                                                                                        _-.`.-
~,                                                                                                                                                 `.       ,

.,.

0  subfraciommento,   enceri-a  fundal``e]italniente  .3  ,nitida.a   fi-ac6es
detectadcls  poi-qu.alquer  d6s.qois  lii€todos  empregados  aqui  cit{|dos   (absor-
cao   274   nm  ou   de.tei-minaGao.de   pi-oteinas   pelo   ii`C`tc>do  de   Lc>wry  a  cols.)  .

•..-             Estas  ±i-es  frac6es  denominadas   Fla,   Flb.e  I`'Ic  podem  estar  miis

ou  menos  definidas   seja  por  absorGao  em`274   nm  ou  dosagem  de   pl-oteinas   ,
de  acordc]  com  a   ai``ostra.

A  sue-frac:.ao  F1-a  a  cornpletamente  e>:cluida   dd  coluna  de  Sepharg
se  48.     Em  coluna  an€`lltic;  9   cm/5d  cm  coletai'ido  2;5  lnl  por   tuba  6  elul-
da  entre  os   tubo$   5   e   7,.com  volulne   de   eluic5o  de  .12,5   a   17,5  ml   e        por
isto  apresentando  urn  coefiaiente  de  partic6c>   (l{av)   em  torno  de   0   (Zerc>)  .

A  sub-fragao  .b  6  retida.pela  coluna  de  Sepharose   48.     Em  colu--
na  anaJ.itica   9/56   cm  e  coletandc>   2;5  ml   pc)r   tubo  6 .eluj+da   c.ntre   os   tubas
12   a   15`coin  vc>lume   de   eluigao   vat-iando   de   30   a   37,5   ml.      Ij;:..Lil   sub-fracao
aprescmlq-se   coil`  urn  Kav  cm  t6rno  de   0,4,   apreserita  uma  absorgao  err.        274
nm  mais  baixa  que  a  sub-fra¢5o .i,   pal-6m  com  u]h  teor .de  prpteinas  detcctE
do  pelo  .m6todo  de  rjowry  e  cols. ,   inais  acentriado  que  as   sub-frac6es  a  e  a

Ljfl            i-

A  sub~frac!ab   a   6.a  dltima  a   S€r  eluida,   e .na  cC>1u;ia  cm   .escala
a-nailtica  qnteriormente  ciLada  com. elTic:ao  de  2,5  ml/tuba  apai~ece  nos  tu

•bos    1.6    c    17.                                                                                                               `.

H
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da  vclciliaGcio
vacinacao  hui\itina:

. 0&. FG

04.

expc`i-imental   coit`  FI:

iii`un.og6_iii_g_a_   e£  !IIi   ±±9  ±9±Pe±P:

Atrav6s  da-  avaliacao  da  resposta  il``une  humoral   (ELISA  e   ii[iuno-
`f|uorest:ancia)   e  celular   (tl;ansfor}"c:ao  blastog6nica  com  !nit6genos  e  aii~

tlgenos..cspcclficc>i;)em  indivlduos  de   area  endel`iiba  de  Mind.s   Gerais.     A  a-
i\`ostra  de  habitante±  expostos   a  infecG5o,   serci   selecion;iclcl.por  nic`io       de
exames  coijrol6gi.cos   (ni6todc)`  I{ato-I{atz).   e   imunol6gicos   iJi-6vio`?.     A  respoE
ta  imune  induzida  pela  administrac5o  subcutanea  de  Fl  sera  avaliad€i     por
meio  das  provas  imunol6gicas  acima  referidas ,  rope.tides eiu diferentes   p=rio-
dos.                                                                                         `

6`,- Avaliac5o  de
inunclongos   £

6 .1.   'Dosagem

tivas  de   25   e  50
com   100   `Jg/dc)se.

c]iferentes
coclhos :

parameti-os   ±  |£±£i±|ii±££9  eLxj-Jcr_i_lT_EP_tLj±l  qu  S£  -

ideal  da   fi-aG'5o  ativa  F'I  +  utiliza€ac)  dc   doses   ci]ter]ia--
.|Jg   de   FI/dose   pard   coiiiparaGcio   com  os   I:.csultado.cj   o}jtidos

6.2.   Definicao   tlo  ntii`iero   de   do.c:es   do   esquema   de   v€`cinaG5o  +        ensaio
de   1-3  \doses,  por  via  suhcutanea  Para  avaliat:ao  da  pos.sibilidade  cle  eli~
minac5o  do   "]jooster"   i.ntrapcrit6neal.

I

I•6.3.   Avaliagao.  .='.   de   adjuvantes   ddequados   a   vacinaGgo.humana   +     en   ~

saio  de  £.   pa_r_vuiii  e  E.   pertussis.

6.4.   Avaliac5o  da`.atividade  protetora  das   subrfrac6es.de  FI     +'.   en  -
saios  e}:per-imentais  com  as   sub-frac+`6es   a,   b`,   c,   ist)ladds  e  .ein  associa     -
c6es .
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imunog6nica  f  prot..etora
COS:

7.1.   Vacinac:ao .de  macacos
tilizado  pa.ra  o  coelho.

Rlie.c3us  . sp . e  Cebus

inclu7.icla

05..

pH ± E P=Ci:=-

sp.   no  esquema  basico  u

''-...-.*

7.`2.`  Estudo  da.resposta  ill`une   induzida  pcsla  vacinac5.o,   all-a`r6s          de
.

provas  especif icas  para  avaliar  resposta  humoral   (PIIISA  e  iii`unofluoi-es   -
. cancia)   e  celula±   (ti-ans.f6fniacao  blastog6nica) .

..7.3.   Estudo  da  bioquiii`ica  sanguir}ea   (hemogra]T`a,   funcao  hepcitica,   u  -
reia,  glicose)   e  suna.rio  de  ur,ina,   antes,   durante`e  ap6s  o  esquema  de  va
cinaGac>.

\

7.4.   Estudo   anatomo-patol6gicc>   dos   6rg5os   dc]s   ii`deacos   vac;inadc>s     coro
FI,   arites   e  ap6s   o   "chal.Ienge"   ceL-cariano.:

7.5..   Avaliacao  da  atj.vidade  pi-otetc)ra   induzida  pela  vacinag5o          eo!`i
FI  ati-av6s  da  determinac5o  da  c.T;irga  parasitaria   (oograma   seriado  e  perf±
s5o  no\t6rmino .da  experi6ncia)   oriunda  da  infecgao  contro`lada,   p6s~vaci-
naGao.``  Correlaqao  com  os  controles  n6|-mais   subl.Tietidos  a  .infeccao   simul-.
tanea .

-  Estudo   cla iocalizac:ao  .ap  ±££=Pg 'adultc, ,
sub~frac6es:     .                                                        .  `.`

dos  'a]|
I

nos.dc.ES,   FI              e

Atrav6s .da  t6cnica  de  imunofluoresc:ancia  indireta,  com.anti  so
:„.  .   ros  especificos  anti  soro  de.  coelho,   eiiipregando  vcrri`es .adult.os  e  schist9

•    s6mulos  vivos   (antes  e   ap6s. a  extrac€o  de  ES) e'Irorto5.fiyrad6s.-en  fomrol  a.5%.
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em`  coelhos:

06.

Coelhos  previal`\ente   inf6ctados  com   1000   Gel-carias   serao  subme
tidos  ac]   "challenge".  com  a  mesmo  ndiner6
infeccao .

10-Id6'ntificac:ao  dos s.itios. clc   mort-.e

g£±±e  Qsijeclf ico   "Es"   a.I

de  cercarias,   60  clias  ap6s  a   la

parasit5ria ,
frclcao   ati`Ja.  "FI" :

-.,

induz,idos pEts .at-

Perfusao  de  pele,.  pulmao  e  mesent6i-io  aos   29,   69,   459  c      .  609
dias  ap6s  o  "challenge"  para  avaliacao  das  cargas  parasitarias  dc>s  ani-
}nais  vacinados.  em  relacao  aos   conti-oles  norii`ais.

11 -7\TDrj.niorLimento do im`]nodiacfn6stico da...in..feCc •=o`.huinclna

•      D`etermii'iai-a   sensibilidac]e  c  esp,ecificidade  clo  teste   inLrad6r

niico  ccm  us   antlgenc)s   prc)tetol-es   purj.ficados    (I..'1)    6lii   inclividuos   pc-`).-asi-
tol6gj.c'.aiuente  po.sitivos    (€~irea   endc}Iiica   de  Mincls   Gerais)   c   negativcis (Rio.
Graride   do   Sul)  .

11.`1.     IvloDELO    EXP]}RIMI-`';NTj`^L.

Pas:

_`Ob

Na  execucao  deste  estudo,   ser5o  obeclec;idas  as  seguiiites  eta  -

tc;ncci o   de.  verlnes
lIori7,c]nte)

adu].tog   do   Scliistosoma  mansoni tife ¥ g£ 2rfe

Desenvolvilnento  expcri}nentEil   como  descrito  mos   items           1.1. ,
1.2,1.3. .e   i.4..,   da  .preparacao  dc>s   extratos   vacinantes.

-  PrL`ptlracao  do Extrato  Salino   (ES)  .__  __  _                     .                       -                  _        ______                -_

Seguir  as   instruc6es   recoinendada.s   mos.  Items-2.1.   e.  2.2.       .  da
prepai-acao  dos -eyLtratos  .Va6inante=.

2¥fa -
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i  Purif icaq5o e  dosagem  gE  protelnas  fg
imunodid n6sticoc

FIOCBUZ

Av.  Br8sil, 43G5  .  Maiiguii`lios
Cx. Postal   926 .  CEP   20000
Tol.   (021)   280-078-/    P^t3X
nio  de J@I`eiro  -nJ  -Bn^SI L

do  Extrato  Salino

•'

(HS)    e

Crr` .

frac6es

.   Dialis.6  do  HS.  a  49  C  durante.24 .hoi-as  contra  a  salina  extrato  -
ra,

`,,,

...'`.   Avaliagao  do  teor  proteico  Gas  parcidas  do  Extrato  Salinc>            e
ajuste  da  dosagem  p;ra   100  .ug/ml  de  protei.nas.

-  AvaliaGao
I)umana .

da  atividade biol6gica  ± H P3±=± diagn6stj.co  da infec€ao

Ser5o  analisados  os  seguintes  parametros`:   sensibilidade,   to:.:i-
cidade,  ii-ritabil.idade  inGspeclfica,   antigenicidade  e  especificidade  a  -
trav6s  de  testes   intrad6rmicos  de  leitura  imediata,   visci]ido  c`.  sua  paclro-
h.i.zac5o.

Estes  ensaicjs   ser5o  rcalizados  em  intlividuos  dc`  diferentes   fai.
xas  etarias   em  ntimero  superior  a   100,   em  divel-sag   areas  eridai\`icas   e   indf
nes  para  o  infecGao  esquistossom6tica  e  os  i-esultados  scrclo  coapparados
c:om  os `obtidos .pelos   ey.ames   de   fezes   quantitativos'   (In6todo  de.r`ato~Katz)\
e  col``  a  iritradermoreac5o  classicamente  descrita.por  Pellecjrino,1968.

-.Analise  estatist.ica  dos  resultados  com  o  assess6ramen;to  do  Dr.   Car  -
log.  Mauricio. Antunes .



®

•     .J`     s              .

¢.        ``     .`

'.                      Miiiist6iiodas¢Ode      .

Fundacao  Oswialdo  CFuz

+

12  -ri'naiise Fi.sico-Quimica
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FIOCRUZ
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§¥.:.8ploassti|.,4932r]65:'{!g'}g*!`o°8
T#.d(8°j2a`n)8ii89-R}97BRPASBi|

de  I]S  e   suas  Frac6es:

tt``

08-

•                  Ser5o  adotados  os  procedime.ntos  dgtaihados  abaixo,   que  peri\`iti

• rc5o  a  obtencao  a  analise  da  fra€ao  denomina.da  FI,   ben  como  outras   Ira     -

c6cs  a  sereri`  avaliadas,   conforms  as  especifi:cac6es  metodol6gi6as.
..:   `    !!±±±±g±Bgi=:  '        ..-.                                 I•,

As  dife.rentes  bartidas  do  extiJ-ato  bruto  de  i. }iiansoni    {ExtraLc>

Salino  -ES) ,   serao  divididas  eln  02   (duas)   aliquotas  e  a  uma  destas,   se-
1-a  a.didionado  urn  inibidoi-de  proteases   (plienyl,   methyl  sulfonyl   fluori  -
de   -pl`1SF).                                                                              ,.
``                    As  amosti-as  resultantes  serao  entao  subiiietidas  a  f i.Itra€.ao     em

1

gel,   metodologia  na  qual  serao  utilizadas  colunas  de  cc>L-"itc>grafia   con  -
tendo  SFphadey.  G-200.,   coli`  6  prop6sito  de  obtenc:ao  das  diferentes   frac6es
componcmtes  do  ES,   segundo  seus   respectivos  pesos  .moleculai-es.     A  elui   -
cc3o   ser{~i  rcclli.4ada  atrav6s  da  uLili7raqc5o  de,  so].ucao   sa].iiia   fosfcltada   taap
ponada   (PBS)    0.15M  pl{   6.8.      Sel-5o  a   seguir,.   comparados   os   pet-fig   ol]tidc;i:
entrc  a  1)orcao  do  extraLo  I)ruto  nao  tratacla  pelo  inibiclor  de  protcase    e
aquel'a `trataaa   pelc>  I?MSF;                                  ,

`      As   frag6es  eluidas  da  coluna  contendo  Sephadex  .G-200   serao  anE

lisadas  por  cspcctrofotometria  e  terao  a.valia.das  as.suas  .concentrac6cs
proteica`s  ati-av6s  a.os  m6todos  de  Elm;n   (.m6to.ao  do  Piu.reto'  modif icado)      e

•do  m6t6do  de  I,owry.     Esse  material   sera`tamb6m  submetido     a  focalizag€o
isoel6trica   (para  .sepai-ag5o  das. protefnas  de  ac.ordo.com .,-, ejs  pontos  isof
16tricos)   e  a  eletrofoi-es;  em  gel  de  poliacrilamida   (SOS-PAGE)   .(pal-a  se-
paracao  dos  componentes  em  ft]nc5o  dos   seus  I.esos  moleculares.,   atrav€s   :.
dos  efeitos  de  peneiramento  mol;cular,  do  gel). para  a. ca.racterizacao    dos

`,

sous . componeptes .
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Todas  as  fi-ac:6es  obtidas  n6sta  etapa  de  pui-ificac56,   serao  tra
•tadas `por  imunodifusao' dupla  contra  soro  de  coelhos   imunizados  com  o  ES.

Post?riormepte,.  todas  a.s  frac6es  sei-ao.submetidas  a  uma       nove`
etapa  de  purifica¢ao,. utilizaiido-se  a  ]netodologia  de. cromatografia         elm
troca  i.6niccl.    .Serao  utilizpdas  colunas  contendo  DEAE  Celulose   (DE52)   pE
ra  ¢ro.ria`tografia  de.troca  ani6nica  e  de  CM  cellilc)se.,   para  ci-omatogi-afia
de  troca  cati6nica.

A  elui.cao  do  .mat6i-ial   (sub-frac6es)   seL:a  efetuada  utilizando-
se   tampao   fosfato   0.01   M  pl.I  7.2  para  a  cromatogi-afia  usando  DE52   e   taiti  -

p5o  fosfato  0.01   M  pll.6.4   para  a  de   troca  cati6nica.
`                    As  sub-.fi-ac6es  entao  obtidas   terao  suas.concei`.Lrac6es  protei   -
\'

cast  avaliadas  pelos  l`i6todos  antei-ioriT\,ente  }i\encionados   c   serao   sub]i`etidas
a   focalizac;5o   isoel6trica,   a  eletl-c;forese   (SDS-PAGE)   e  a   imunodifusac2  du
pla  conti-a   soro  de   cc)elhos   imunizados   com  o  I]S.

os  i-esultndos  dessas  avaliac6es   ser€1o  coinparaclc>s   com  os  obti   -
dos  na  i>rimeira  etapa  de  purif icacao  usando  a  cL-oinatogr.af ia  em  Sephadex
Gi2oo .

As  fraG6es  e   sub-frac:Gas  que  tiverc}n  apresentaclo  real-.ividade
contra  os   soros  de  coo.lhos` imunizados  com  o  extrato.bruto,   serao  .utili7.a
das  na  in`unj.zagao  de  animals  para  verificacao.de  sups  res+]ectivas  pro     -
priedadas  imunog6riicas  e  protetor.a.

^s  etapas  acima  discriminadas,   serao  desenvolvidas  com  a  cola-
borac:5o  cia  equipe  t6cnica  do  grupo  de.purificacao  de  antit,rerios  de       Bio-
Manduinhos,   sob  a  Superintend6ncia .do  Dr.   Akira .lloma  a  composta  pelos  es
pecialisl:a.s:   Oscar  dorge  Berro  e  Otavio  Oli`va.
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1   -oBTEh'cfio   DE  vER\iEs   ADULTos   DO   scHlsTosc)MA  +uri!TsONI*.

2   -PREPAP.ACA0   DO   ANTfG=NO   VACIN.A.NTE   BRUTO    ("ES'')  ¥.

3   -o3TENcfio  I)A  FRAc.Z.o  pL`RIFICADA   "FI."   pzt.RA  os   Eh.sAIos   DE  vAclNACAo  E   nrjNODIAGiiT6sIlco*.

.    4   -03TEN€fio   PA.S   STu-B-FRA.COBS   DE    ''FI"   PARA   oS   £NS.a.I.OS   DE   VACI!iA€ao   EXpERI}iE:t\.TAL*..

EIAPAS*.                 1..                                     2                                           3                                             4 5.6

+

Irfeec5o de
B.qlabraJrd-rd
T600  ahi   -
nds )      cam
dracldios
de  S.nansord

+

nfecg5o de
cam2ndongc>s
SW   (600  ani
mais)       cari
150-200. cer
Carlas

•*.  PRODUCAO  }usNSAI"  .  .

+.

Obte]n€=c)  de
ve-s adul
tos  (6 g,  -

(`.          `.)                                           .

+.

Ektra€a3  do
antfger.o
I'ES'I

!¥fror£#/£.?

+

Obtenc5o de
„FI''

(49  ng prc+
terns/nes)

.+

obtencao dr.s
sdrfrac6es
Fla,Fb    'e

.FIG



6   -  pN2+LT.Ar.Zi.o DE DIFERE!iTES   I;   P-`fu£T.T'`OS   Dg
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V/`CI:\:I-`C.J'.io    i?.`Pi`i-;I}.=``T..t`L   E:.i   Cfi_`.i.LliiL)O:\TGOS.   E    C;OL;i,i;OS.          .

6.1..  Dosagem.  ideal  da  f.racao  5tiva  FI  -t!tilizac.Eo  de  doses  alternativas.de  25  e  50  u3
de  FI/do.se  pare  comparacao  com  os   resultados  .obtidos  com  100   ug/dose.

+•i?  doss. de  i]+mizac5o
(\'ia  sc)   d3`Flic.ia:::----__\.Ll

gap A: .2o  ergs.  sw
25 ug FI+500ug.±-
LL=n

grxp a:  20. cdgs.  SW
50 ug FI+500ug £.¥-
un`.

c: .2o  cags..  sw
FI+  500L.9 E.E±=

gILpo D:..4  ccelhos -.
25  iig FI+500U9 £.E=-
tim  . .

grL}pe. I:  4  .ceelhes
50. ug FI+500u9 £.E=- .
I.+a      .

ir F:  4 caeu.c>s   ..-.
100ug FI+500'19 £.E=-
FTE

givLap  G:  20  cdgs.  r`.5.r'    nris.(cop.trole         da-
`  infeecE.o)

9xp H:  4  ccelhos
I.c>.Tais   (ccntrc>1e    da
ijRE-ecc5o)

•,,,.,,........,,
.........- 7     ....................      28  ......

+
2a dese  de  iminzacao
dos  griLxps  A,  a,  C..D,
E  e  F  id.=T,  a  1,?  d3se .'

I

/
•... '           ......      a            ,

•.......     `    .118 .......

+
3a  dc>se  de  imulzacao.
T=.i3sLLerintra=erito.-
I.eel  idem as  :ia  e    2?
doses,  gem adj`ivante
nc)s  grit)os A,  8,  C,  D
EeF

"Challenge"  nos
aiirais dos .gri±
pos  A,  3,  C,     G
com  100  cerca  -
rias/ajrirral     e
D,  E,  F  e  h.  com
1000cRrcli-ias/
aLninal

•....  163    ........   178`.

+.+

Pal-fusao  dc>s.       Perfus=o  dos   ..
a-im:is    dc35.      g=T.?cs.D,  =,
g=Tipos  A,  B,         I,  H
C,,.G   .       .         .         A.,.al
Avaliac=o ' de
•EroteGao* - Protecao*

*Aav?:i:?a?daprote?a3ser5chfapelaf6m]la:   ,.       .  >.         _     .

P  i.'C'|  V x  100
_     .                       __     _

C

or`.5e  P  =  %  protac:a

C  =  para5itos recxperadcs  dos  animris  cx>iltrole.

V = barasitos  rece?eraEos  dos -arinais vaci:rados.

Ce
T=



DIP.

-  AVALIAc.ao  DE  DIFEp`£\.TEs   p.iR£+!y£Tp`Os   D£   VAclNI!.€fio  3i:pER|y3.\iTA£   E.nI

6+   Definic5o  do  n€rnero  de  dri.f=oe   n'^   --
1,1.  ~`     _-_,

ritoneai ..--- "+`-.-``+.`L   £'-ng   CA.iv!U-.\'DC)NGOS   E   COELH.os.

___T..  uu  +iu!iero  de  doses  do  esquema   3e  '`'acl.|agao  -er.`saio  de   "   doses,       por
viasubcutaneaparaa`-aliacaodapossibi±ida6edeeliminagaodo"booster"intrap£

•+''
i a dose` de  iruniizac5o
ccm F| + £. Ere

„.              9m.co a.:  4  ccercos.

!5,.-..-      £. pee
cxm  loot.g  de  FI+500.+g

•'.r,

.   grlxp a:  4  cceu.c>s•   crm  100..'g  de pl+500`|g£.-.
grxp C:  4  cceThos   .
con  loony  de  FI+500.Lg
£. EE=.
grty D:  4 ceelhos
cqu  100Ljg de FI+sali-
na.

gnap E:  4 .ccelhc>s.• =cstl io/0,`9 de FI+sapii

'.     grfe I:.4  cxseThos. :-
. .   c" 10?ig de tl+sali-

EiE

grtap G:  4  ceeThcts
rso.TThals   (cunfrole  da
infeecaol    .

7.

+
.2a dose  de  iun.izacao

(ice:i a  le  dose)     Dos
anirais dos gltps   a
eE

¥.:VidePeli`.earantoEkprirmt3ldoI+un6.1.

28

+
3e dose de  injrizacao
(idem  c:.s  la  e  2a    dc-

ses)  ncs  a±nirais    dc>s
grutx3S  C. e  P

110

+"Challer.ge "  cxlm
1000  cerclrias/
aniral dc)s gm-
pes A,  8,  c,  D,
E,  F  e  G

?70

+
Perfusao dos
aniniis  . dos
9ltix,s A, a,
C'  D'.I,    F'
G

:.::=:i:!:3=.
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AV.ILI.a.a.qo   DE   DIFERE:hTTE)S   ?Aha.`'£ETROS   DE   V.Zl.Cn?.r`C.£.C)   E}:P£RII,lEI:TA-jj   E!ri   C.a.:vlu*DO\`GOS
E'  CO=L':OS

6.3.   Viabilizacao  ae  aajuvantes  a6e`3uaaos  a  vaci.nasao  humana  +  er.saio  de  £..  E±=±z±±=       e
a.

+

1a dc>se  de  irRErizaca6
:grxp A:  20  cdgs.  SW
19  esque:Ta

grupc>  8:  20  edgs.   SW
29  esqueria

grxp C:  4 peThos
19  esquema

grxp D:  .4 ccefros
29 esquema

grxp E:  20  ergs.
crmt=roles rrormais- (c"trole da infecc5o)

. gnjpe F:. 4  caelhos
{co.ntrole ch infeccao}

gap  G=  20  ed9S .-...

.7.....

Dertussis.

I,

+
I

2? dose  de  irunizaGao

Idem .a  .1a  dose  r`,os  a-
nirais dos arines A  ,
8,   C,'  D,  G,'H;-. I  e  J

1g dose de B.Oa+Lussis-I_-
(cx)ntrc>le  do aajuvante
de a.certussis)

-_J._  __    _

grxp H:  4  ccx=lhos
la dose de B.c>ertussis
(controle do adjLrran -
te)

gruxp:xp1:20cdgs.
ia dose ae !.  P¥rYqu

1,(cx)ntrole do- adjuvante).

•...       28      `...

+

39 dose  de  imnizaG5o

Idelm  a  la  e  2a  dc>ses
I.os animals  dos gru  -
pps  A,  8,  c,  D,  G,  H,
IeJ

'118
•,..,..

•.    '163  ..-..-

+.+

"Challenge"*con
100  cercirias/a.'niral mos  gru '-

pes A'  8'  ='G,I
e  1000  cerc5    -
rias/animal-ix3s
grxps C,  D,  F,
H'eJ

Perfusao  dos
al+rais   dos
grupc>s  A,  a,
E,  G  e  I
A-v'alia¢ao
i_iete€ao

da

19 esquera:   3  doses  de  100  tJg FI  +  500  Vg i.
29  esquen3:   3  doses  de  100  `+g  FI  + `8:
* Via peroutsnea  (m€todo  de  anel) .     .

crrLi:3o  I:   4   CCx:lhc)S.  .
1(:o€[°tr:31:ea€.ag¥te).

Tj5-/dryFris;.
•cer+.ussis/dose.

178

+

Perf us5c>  dos
a-iHais   dos
grxps  C,  D,
I,HeJ      '
AiraliacE`o  da
frote€ao



6 :   AVILI,IAc.1O   DE   DIFERENTEs   pARALhETRos   pE  -\,-Acm'Acf.0   ExpERli.i=NTa;L   E!{   c.L`.itj.i{DONGO.s   E. cOEljHos.
I.

6.4.  Avaliacao  da  atividade  protetora  Gas  sTb-frac6es  de  FI  +  ensiios  experimentais

•,

DIA

ii..

0

cc>m  as   sub-frac6es  a,   b,   a,   isoladas  e  em  associac6es.

\

•               .`.28   ................   118

'

163...-178

i+I+

1?.dose de inmizac5o..      2? dc>se.de  inmizacao        3?  dose  ds  indzacao
nc]s  gr\pos  A,  a,  C,  D        mos  gr\pc>s  A,  a.,  C,  D

grxpoA:  4coeH.os    e      ..
20  cdgs.
E:squelra i

gap a:  4 cxseThos   e
20  ergs.
E_S_queITq±_  2

g=ipo  C:  4  ccx3Ht,os    e   .  .
20  cd9s..   .

_Esque:Ta= i

.gzxpoD:  4tceThos    e     .                  '
20  cdgs..
ESL~jerna  4

gmJEjo I:  8  coeThos .  e  .:
20  c6gs ....
(controies ch irm+ec  i
cE3)

\`'

+

"Cfaliengem  cm
100  cercdrias/a-
r]irT\al  rL5s  cdgs.e
1000cp_rc±ias/a
rural  (cceLhos)-
dos  gnlpes A,  a,
C'  D  e  E

\

* .Via percut:anea  (Hftedo do  a:fell .

Esquena  1  - Fla
Esquerra 2  - Fb

+ i. E-/dose
+C:parv+rvum+in/dc>s'e.--

Esquera  3  -Flo  + i; .±=±!±/dose.
Esquera  4  - Fla  + F]3  +  FIG  +

T

p3J±usao
ed95.
9r.Tpes
C'De
Avaliacac>  de

+

Per=|isa-odes
cCi:u,os    €cs-grUxps  A,a  ,
C,  D  e  =
Avaliac53 de

Prote¢a-c-> -       Prate-+ao

{3  doses) .

c±.Tfife±df3-ie..



I)IA
..

7.  =sTD3  D.i i:IVE.]3=  E\f.Ti\:+I_`-ICA.  I  p.=`3===ci].p`.  ri`=.-,Tz=:.I-\.  p€.i  FI  =`,i :\L::cj:,.cos .  .
•t-L;`sico  l:tilizaclc>  T3:i-a  o  ccelh.3.
-,-.-.7 . `i . I -\Tac:i-=€5o  de rr=cacc,s  F:ni.=5lls   Sp.   e  CC'.cl:S   STD.   r.o  escr:eLrrR==-===-T=|        r                     ==           r=

ail-,ares  a-i  pL~o'v.as  esp3=i=-icas  p-aL-a  avaliar  resposta hL=.:i3ral  (HIS.i e7.2.  =st[~± da  =esp3sta  irr.lip.a iL-,5`:zida  *:ia  vacir.acac
i=i-.3fllc`rescsr.cia)   e  c.el}1ar   (-LraL-.sfoI=Ti£?ao  .biasto..I.5r`.ice) .

7.3.  =St`;£o da  bicxr]irica  sangiiinea   (:rL.erio?ram,  I-un55`o  he=€ti:a,  .iyLLeia,  giicc>se)   e  sijrri-io  de  Lrina,  aptes,.  durante  e    ap6s
•    o  esciJera  de  -v-a=Lnac=c).

7. 4.  =st`±o  aLrLS-Lore-c=tc>i5cico  d3s  6rg=3:  dos  rr:c;.'`c:3S  -v-L>`cir:ai:3s  ccr,  FI                      a35s`` o  "c:-aller.ge"  cercarianc).
7 :5.  .`+v'aii=?=o  da  at-i'`,,-ida5,;  T>rc)tetc=a  ir.5`|zid2  =€la  -v-acir:a.c:.a  ccr.`. FI  a-LTav.Ss  da  dT3termina?=o  d3. carga  parasitiria  (oogra=E

.seria53  e  iDe:=~ij:==c  r.c>  i-Sr:::ir.o  da  e:`r.€`ri€r::ia)   criTin.5a  da  ir.f.:c?£o  ccr;Lrclada,. pSs-vacin.a?5o.  CorreiaGao  ccEp. os  cer.trc+
les  ;to_i:::leis  Sll±::1e+.irto`:OS  i  ir[-ecgic.  Sir.-i:lti`.-=a.

7                                             15                                  28                                         117                 -118     ......-.  148 ....      :..170                   ..178

Y

1 ? si--gria
dos 9r.Tpes
A,B,C'D'E'
e  oograrria

I 1 ?  dose

9r-xp A:
RI-esus
rat

|ELTilzacao
racacos   .

ap- J£ --
cr:co. a:  4 .mcacos
Cebus  sD.     19  escr:e  -    =------            C,D• rrla*

g2=Lpo  C:   4  rrEcacos        .-. ap. 2£ --
ra**

grupe  D:   4  mL=cacos    .gap. £--
ra*J'

grxp I:  2. r€cacos-
F:+I-.es`s  ap.  cor.+_roles_,,--
cia i-=ecGao

9rxp F:  2-racacos
Ceb`rs  sD.    controles
EFL<et€ao    .

`(                   i             I             ~(

2e  dose  de    2a  sar`.cria
ir.inl=ac:o    dc}s  crL:cos
i5em  a   ~1?.,     A,B,C,D
dc)s  ani   .-
rfi s     dc) s
grudes  A,B

(      COJ   .

.                    `t,                                                                              `r,

3a  dose  de  . 3?  sar`.cr_-ia
irL`.-.liz.a€:O     dc.s  qT.~L:33s
idirri  as  1?    .a„3,C,D
e  2?,     d3S
anirrF^is
dos  grii+pps
•i'8,C,D

*19  escmeria:

**29  escJij-era:

O.£se=vTa?6es:

"Challe.r.ge"    4?  sap.gria    Se  sangria.
corL  20CC            dc>s  cT_Toes  .  colet-a    de
cerclt-ias       i,,a,C,D,E,    fezes       e
via cercuti   F e oc>leta   oc)grara
nea -dos  c?ri   de  fezes  e    {idem a  49-
pos  A,B,C,D    oograra
E,F                   dos rEso5

loo  :Li9  FI  +  1ooo ?H9 £: .p±±==/de5e  via  sc.

loco  ug  C.  oarvun  +  salina/dose via  sc.

Y

Perfusa3  dos
aLnirris   dos
grps A, 8'
C,D'='F
Aveita?ao  d3
Pro=e€ao      e
estu5o  aLtL±to
:so ?=tc,|±-i=
cD  das  -`'isc=
rag

^`ris  eta=€s  7.2,  7..3  serao  a.eserTi-`olvi5as  a Lca: Lrtir  do  rraterial  c.btido  €=s      5
sanGri-as cije  set-ao acoroarinar±s cor exams  dc> se€|=er.to urinfrio.



9   -AV.ELIACAO   DA   I!.{UNIDADE   CONCO}£ITANT=   E}1   COEI;EOS.

+

1 a infedcao
(1. 000  cercsrias/aniral) .
12  cceThos   (grtpe.s  A,  a,.
C)

.80  cdgs.   (-loo   .cerc:a    -
rias/anind)     ..  `-

C±l#s e.ve.rireLntais

DIA

/

60

+

Perfus50
4  ccelhos   (grape A)
20  cdgs.   (COI+.roles
de  ir=-eecac>)

2?  i==-ecsao
4  ccp_HT.os   (grmto  a)
20  cdgs.

irf-ecc50
cceincjs   (grixp  D)

20  ergs.

4  g=`xpS  (A,  8,  C,  D)  co,`stit.JLl.dos  de  4 .coelhos  +  20  carlrfon.gas/€rrtp.
Ccelhos:  infecc=o con  1. 000  cc~rcl-ias/aLrira|.

`

1`.

120

+

Perfus5o dos
a`irtL=is   dcs
9rHpes a,   c
eD
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