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cariTULO I

INTRODUCAD

A dpoca em que a esquistossomose surgiu
& desconhecida. Entretanto, a maioria dos historiadores admite
que esta doenga teve sua origem no antigo Egito. Esta tese & ba
ceada em documentos histdricos, como papiros e a velha literatu
ra Assiro-Babilonica, que descrévem a existéncia de um verme
gque ocasionava hemattrias nos individuos parasitados e na cons
tatagao experimental feita por Armand RUFFER, em 1.910 (PARAENSE,
1.959). Naquela ocasiao, RUFFER encontrou ovos calcificados, ti

picos do esquistossomo, ho figado de duas mimias.



As primeiras observagdes sobre a biologia
do Sehistosoma, foram feitas por Theodor BILHARZ, helmintologista
da Escola de Medicina de Cairo, gquando comunicou ao seu professor
von SIEBOLD, a existéncia de "um verme longo, de cor branca habi
tando o sistema porta dos individuos doentes". Reconhecendo e con
slderando o achado como uma nova descoberta, von SIEBOLD tornou
piblico o trabalho de BILHARZ, em 1,852,

Desta época até a presente data, mais de
cento e vinte anos se passaram ¢ a esquistossomose, embora venha
sendo estudada sob varios aspectos, permanece como um doé maiores
problemas com gque se defronta a Satde Publica Mundial.

A Imunologia & uma das areas de estudo
que vem sendo utilizada na pesquisa da esquistossomose, desde
1.917, quando FUJINAMI & SUEYASU verificaram que animais infecta
dos com Schisteosoma japowicum eram resistentes 3 re-infecgdo (LE-
WERT, 1.970). Contudo, os conhecimentos relativos a imunclogia da
infecgao esquistossomdtica sdo, ainda, insatisfatOrios. A maioria
dos dados publicados, conforme pode ser verificado nas recentes
revisoes da literatura (WHO, 1.974; SMITHERS & TERRY, 1.976 e AN
DRADE, 1.977), abordam o problema sob dois aspectos principais: o
primeiro, denominado basico, procura conhecer a relagao parasita-
-hospedeiro e o segundo, de aspecto aplicado, visa a obtengao do
diagndstico e da profilaxia da doenga, através de reagdes sorold

gicas ou através de outro método que identifigque os anticorpos.



Na relagdo esquistossomo-hospedeiro, o fato
mais importante & a extraordinadria tolerancia do hospedeiro
vertebrado para este parasita intra-vascular. Esta tolerdncia,
permite que o parasita viva por muitos anos em contato continuo
com anticorpos e células imunoldogicamente competentes, sem que
seja notado qualquer dano vital ao verme, A razao deste fato, a
pesar de frequentes investigagdes, ainda nao estd bem esclareci
da., B conhecido que, para a sobrevivéncia do parasita, hd ne
cessidade de um equilibrio bioldgico que exige adaptagCes de am
has as partes.

Segundo SMITIHERS & Cols. (1.977), certas
modificagdes sac observadas no S. mgnsoni a partir de 60 minu
tos apds a invasadao tegumentar, a nivel de membrana cercariana .
Estas modificagbes culminam tres horas mais tarde, quando a mem
brana complexa do esquistossomulo estd completamente formada .
HOCKLEY & McLAREN (1.973) e McLAREN & Cols. (1.977)notificaram,
também, transformagdes ocorridas na estrutura antigénica da su
perficie corporal do verme, das fases larv@rias & adulta, atra
vés do numero e da localizacgdo de particulas intramembranosas,
possivelmente de natureza proteica. O encontro de antigenos do
hospedeiro fazendo parte da estrutura do esquistossomo,a partir
de tres horas apbs a invasdo cercariana, & discutida como um me
canismo de evasao do verme, frente ds reacoOes imunes do hospe
deiro. Pordm, a presenca destes antigenos mimetizantes ndo  ex

clue a capacidade de reagdo entre o parasita e os anticorpos,



Parece que a proteci@o do parasita pela inglusdo do antigeno do
hospedeiro em sua estrutura antigénica "in vivo" ndo & completa
e que sua sobrevida, também, depende do estado imunitario do
hospedeiro (SMITHERS & Cols., 1,977).

B evidente que a resposta imune do vertebra
do se modifica mediante as transforma¢Ses antigénicas do parasi
ta. A o contridrio do que ocorre com a infecg¢ao bacteriana ou vi
ral, o hospedeiro esquistossomdtico recebe milltiplas cargas an
tigénicas. No decurso normal da infecgcdo, o hospedeiro & expos
to a antlgenos derivados, ndo somente do complexo mosaico anti
génico somitico, mas também de secregdes e excregdes  proprias
do metabolismo do verme; do ovo e da secregdo eliminada pelo mi
racidio.

Na fase inicial da infecgdo, considerada fa
se de sensibilizac@o do hospedeiro, as reagoes celulares variam
de acordo com o estado imune do vertebrado. Na primo infecgdo ,
aparece no local de penetragdo da larva, uma leve reagd@o local
e uma infiltracdo discreta de células inflamatbrias, bem dife
rentes das reagoes mais intensas e mais precoces que ocorrem
nos animais préviamente expostos ds cercarias. O processo in
flamatdrio local & dependente das reagoes celulares e dos antj
corpos circulantes, e ocorrem horas apds a invasdo larvaria do
tegqumento, em geral 2 a 24 horas (WHO, 1974). Constam de erite
ma, edema e as vezes de formacdc de pequenas pipulas ( ANDRADE,

1.977) . Estas reagles sao as responsidveis pela destruicdo de al



quns esquistossomulos, cujos produtos de degradacao funcionam
como substancias imunogénicas,

Nas primeiras semaﬁas apos a fase de sensi-
bilizacao, & frequente o aparecimento de precipitinas, acompa
nhadas de marcante hipergamaglobulinemia, como acontece com a
maioria das moléstias infecciosas sistémicas (SADUN & WALTON ,
1.958; HILLYER & FRICK, 1.967; ANTUNES & Cols., 1.971 e KANAMU~
RA & Cols., 1-978). Tanto na esquistossomose humana, como na ex
perimental, ocorre grandes aumentos nos niveis da Pe y~globuli-
nas, assim como nos da o, (EVANS & STIREWALT, 1 958;SMITHERS &
WALKER, 1 961 e FIORILLO, 1 966), principalmente na época de nma
turacdo dos vermes, em gue se verifica a deposigdo de ovos,pelo
parasita, no tecido do hospedeiro. Provavelmente, estas modifi-
cacdes dos niveis séricos, sdo devidas ao aumento no estimulo
antigénico parasitario, os quais procedem do verme adulto e do
estagio larvario contido nos ovos. Entretanto, pode ser devido
a outros fatores., 0O aumento da oz-globulinas, por exemple, pode

ser devido aos danos causados nos tecidos, pela oviposigao no

figado e intestino, e o aumento da macroglobulina na esquistos
somose cronica, tem sido sugerida ser devido a esplenomegalia
{SMITHERS & TERRY, 1.969)

0s anticorpos tem sido considerados como de
natureza nao funcional, pelc fato de gque, a resisténcia a infec
gao esquistossomdtica em macacos rhesus, pode se desenvolver na

ausencia da elevacao do nivel das imunoglobulinas. Macados ex-



postos a vermes de um 88 sexo, ou por cercldrias atenuadas (infec
¢do na qual as fémeas ndo maturam e Os OVOS nao sao produzidos),
nio apresentam alteragoes nas seroproteinas, porém, desenvolvem
resisténecia dirigida a uma infecgao normal (SMITHERS, 1.962; HSU
& HSU, 1.964). Imune-soros de ratos e camundongos esquistossomb-
ticos, nao saoc eficazes na imunidade passiva (WHO, 1.974; PHILLI
pS & Cols., 1.975; 1.977). Por outro lado, a participagao das
imunoglobulinas na resposta imune do hospedeiro ao Sehistosoma
mansoni & evidenciada pela elevacdo dos niveis sé&ricos destas
proteinas, resultante do processo imunoldgico apds  oviposigao,
e porgque parece que sistemas supressores celulares e humorais
possam ser responsavels pela modulacao da hipersensibilidade gra
nulomatosa em torno do ove do esquistossomo, participando na imu
nopatologia da doenga (SMITHERS & TERRY, 1.969 e SMITHERS & Colsg
1.977)

A identificagdo de classes de imunoglobu
linas envolvidas na resposta ao S. mansoni tem sido feita na es
quistossomose humana (HILLYER, 1.969; ANTUNES & Cols., 1.971).,re
lacionadas com formas clinicas (KANAMURA & Cols., 1.978) e expe
rimentalmente em camundongos (HILLYER & FRICK, 1.967) .Entretantqg
os dados existentes na literatura sobre as imunoglobulinas deste
roedox, presentes na esquistossomose mansdnica, tem sido expres
sos em unidades absolutas (mg/ml), nao se levando em considera
¢do o fato que os animais em observagdo sdo expostos a inlmeros

estimulos antigénicos aleatdrios, que podem influenciar nos valg



res finaie do teor de imunoglobulinas (SHER & Cols., 1.977). Este
aspecto pode ser critico, uma vez gque a quantificagdo de anticor
pos especificos para o S. mansoni, por dificuldades técnicas, é
sempre feito em termos relativos, ndo se sabendo, portanto,a guan
tidade absoluta de anticorpos especificos produzidos durante a in
fecgdo. Com a finalidade de reduzir este obstdculo, comparamos oS
niveis das diferentes imunoglobulinas provenientes de camundongos
infectados com grupos de animais normais tomados como controle,

mantidos em condigSes similares durante oito semanas de  observa

cao.



CAPITULO  II

MATERTAL E METODOS

1. O hospedeiro definitivo e a procedéncia do S. mansont,

Foram tomados 160 Mus musculus albinos dos
dois sexos e da raca Swiss, com 30 dias de vida, nascidos no Biot§
rio do Departamento de Parasitologia, da Universidade Estadual de
Campinas (SP}. Estes animais foram pesados e divididos ao acaso em
dois grupos numéricamente iguais. Somente um deles foi submetido a
exposigao com cercarias do S. mansoni (grupo infectado). O outro ,
fol tomado como controle da experiencia.

As larvas eram procedentes da linhagem mi
neira do verme (linhagem BH), a qual vem sendo mantida em Biompha-
laria glabratae albina, criada em laboratdrio e descendentes de ca

ramujos coletados em Belo Horizonte (MG).



2. 0 método de infecgao de camundongos

Decorridas quatro semanas, contadas a
partir da data da exposigao das Biomphalaria glabrata aos mira
cidios da linhagem mineira, os moluscos foram expostos 8 luz e
- temperatura de 289C, por 2 horas, com a finalidade de se obter
cercidrias (PELLEGRINO & MACEDO, 1.955). As larvas, em nilmero
de 100, eram transportadas para tubos de ensaio de 10 ml, con
tendo agua & temperatura de 289C, aquecidas por lampadas eld
tricas. Exclusivamente as caudas dos animais foram imersas na
suspensao cercariana, na qual permaneceram por 2 horas. Em se
guida, os camundongos eram retirados e suas caudas eram lava
das, com a finalidade de serem retiradas e contadas as partes
cefdlicas das cercirias gue nao conseguiram penetrar no tequ
mento. Fol determinada a diferenga entre o numero de cercarias
contidas inicialmente na suspensdao e o encontrado na  reconta
gem das partes cefdlicas. Obteve-se, assim, o niimero de cerca-

rias vidveis para a infecgdo (MAGALHAES, 1.969).
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3. Coleta do material para andlise parasito-imunologica.

3.1. Obtengdo de soxos.

A cada semana que se completava apbs a
data da exposicao dos camundongos ds larvas infectantes, 10 ani
mais do grupo infectado e 10 animais do grupo controle, eram pe
sados e sangrados pelo plexo sangulnec braquial (LIMA & SILVA ,
1 970).

0 sangue coletado era deixado & tempera
tura ambiente, para a obtengdo do soro. Logo a seguir, oS sOros
pertencentes aos 10 individuos de cada grupo, eram misturados e
centrifugados a 270 g, 4 temperatura de 09C. Em seguida, eram
distribuidos em aliguotas de 100 pl e rotulados de acordo com ©
grupo de origem e com a semana correspondente. O grupo dos in
fectados recebeu a sigla In e dos controles, Cn; sendo n equiva

lente ac nimero de semanas que transcorreram desde a data da

exXposigac.
A conservacao do material sérico foi
feita por congelagdo e permaneceu neste estado até a realizagao

das analises.
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3.2. Coleta de vermes, figado e bago. Contagem dos granulomas

hepaticos.

Apbs a sangria, os camundongos foram sa
crificados e suas cavidades peritoneal expostas.Em seguida,o sisg
tema porta de cada animal fol perfundido e exemplares de 5. man
soni foram retirados dos vasos mesentéricos e hepéticos (BRENER ,
i 962). Vermes, tambdm, foram obtidos por esmagamento do figado
entre liminas de vidro (HILL, 1 956). Os esquistcossomulos e es
quistossomos encontrados foram contados, sendo que, 08 adultos
foram separados por Sexo.

0 figado e bago de cada animal pexfundi
do, foram pesados em balanga analitca de precisio.

Os figados procedentes dos . camundongos
infectados, foram homogeneizados em Sgua e a suspensdo transpox
tada para copos de sedimentagao. A cada suspensao, foram adicig
nadas aproximadamente 5 gotas de formol a 40%. O sedimento, foi
lavado com dgua e transportado para placas de Petri com base mi
limetrada, com a finalidade de serem contadog os granulomas hepd
ticos em lupas estereoscOpicas, de acordo com © método descrito

por BRENER, PELLEGRINO & OLIVEIRA, em 1 956.
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4. Obtencdo dos reativos bioldgicos.

Como reativos bioldgicos, foram utiliza
dos na Imunoceletroforese Quantitativa, soros de coelhos antiw
-imunoglobulinas (anti~Igs) de camundongos. Estas Igs, foram }J
soladas a partir de soro normal dos roedores (SN) e através da

sequinte metodologia:

4.1. Fracionamento do soro normal de camundongo.

Globulinas do soro normal de camundon -
gos, foram precipitadas com Sulfato de Ambnioc a 50% de satura
cao, em pH= 8.0 e, em segquida, dialisada contra solugao de NaCl
0.15 M, até reagﬁo de Nessler negativa (LIMA & SILVA, 1 970)
Uma nova dialise era feita com solugao tampaoc de Fosfato de Po

tBssio-NaCl (0.1 M; pH= 8.0), antes de cada filtragaoc em gel.

4.2, Filtracdo em gel.

Seis mililitros da fragao  globulinica
eram aplicados em colunas de 45 X 5cm de Sephadex G200 (Pharmaci

a),sequndo FAHEY (1.964). O eluente utilizado foi solugao  tam-



13

pac de Potdssio-NaCl (0.1 M; pH=8.0), com fluxo mé&dioc de 70 ml
por hora. Fracoes de 4 ml foram coletadas e suas absorvancias
determinadas a 280 nm. Cada filtragao produzia tres picos indi
viduais de proteinas e o0s que correspondiam ds globulinas com
pesos moleculares de 198 e 78, eram concentradas separadamernte
em ultra~filtros (Amicon) e submetidos & eletroforese prepara

tiva em bloco.

4,3, Eletroforese preparativa em bloco de amido.

Para o preparo do bloce de amido, foi
empregado amido hidrolisado suspenso em solugao tampao veronal
(0.05 M; pH= 8.6). A eletroforese foi realizada com uma dife
renga de potencial de 250 V, por 24 horas (KUNKEL & SLATER .
1 952). O mesmo tampao veronal fol utilizado para a eluicao do
material resultante da separagao. Os eluatos eram analisados
por absorvancia a 280 nm e, os valores mais elevados referen

tes a cada pico, eram submetidos a imunoeletroforese.

4.4. Imunoeletroforese.

A imunoeletroforese unidimensional (GRA

BAR & BURTIN, 1 964), foi utilizada para verificacao do compoxr
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tamento dos eluatos da eletroforese em bloco, frente ao anti-
-goro normal de camundongo. Imunceletroforese do tipo Rocket
de LAURELL, realizada conforme descrig¢ao de WEKKE (AXELSEN &
Cols., 1 973), serviu para a constatagao da presenga de uma
determinada proteina ﬁos eluatos. Os suportes utilizados fo
ram dgar para a imunceletroforese de GRABAR & BURTIN e agaro
se (BIO-RAD Lab.) para a imunoeletroforese Rocket, a 1% em
solugdo tampao veronal-HCLl (0.05 M; ph= 8.6 e pu= 0.02). As
condigdes de forese foram de 6 V/cm, por 1,10 h e 1,5V/cm por
15 horas, respectivamente para a primeira e a segunda imunoe
letroforese. A solugado tampao da cuba foi a mesma utilizada
para o preparo do gel,

Os eluatos que apresentavam sistemas
precipitantes, na imunoeletroforese unidimensional, considera
dos apropriados para a obteng8o de reativos bioldgicos, foram
separados para a imunizagao de coelhos. Os anti-soros obtidos,
foram utilizados para a quantificagac das Igs de camundongos
esquistossomb8ticos, Do fracionamento da 188, resultou uma fra
¢ao que foi utilizada para a obtengao de soros de coelhos an
ti-IgM de camundongos, chamada de FM e o da 78, utilizada pa

ra a obtengdo de soros anti~-IgG, foi denominada de fragao G.
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4.5. Imunizagaoc de coelhos.

Coelhos foram imunizados com soro normal;
fragao FM e fragao G de camundongos, obedecendo os seguintes es
quemas:

4.5.1. Imunizagao com soro normal (SN).

Em L ml de adjuvante completo de Freund,
foi emulsionado 1 ml de uma diluigao do SN em solugdo salina fisi
olbégica (0.15M), contendo 10 mg de proteinas totais. O volume fi
nal foi distribuido em 4 aliquotas e inoculadas por via intra-mus
cular nas patas do animal. Especialmente, as inoculagdes das pa
tas traseiras, foram feitas em regides proximas aos ginglios po-
pliteos (OLIVEIRA, 1.975). Decorridos 30 dias apds a dose sensibi
lizante, os coelhos foram novamente inculados, em varios pontos
distribuidos no dorso do animal, com antigeno tratado de maneira
idéntica a anterior. Os anti-soros obtidos 20 dias apbs a f{ltima
dose foram analisados por imunodifusaoc (OUCHTERLONY, 1.958) e a-
presentaram o titulo de 1/32, com 500 ug/ml de proteinas antigéni
cas.

4.5.2. Imunizaggao com as fracoes FM e G.

O esquema de inoculagdc das fracdes FM e
G em coelhos, foli feito de maneira andloga & utilizada para o so-

ro normal de camundongos. A Unica diferenca apresentada foi na
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concentragadc antigénica da dose desencadeante da resposta imune,
que foi a metade da utilizada na sensibilizag¢ao. Os tItulos obti
dos por anti-soros, foram: 1/32 com o anti~FM e 1/16 com o an-

ti~-G (OUCHTERLONY, 1.958).

5, Dosagem de proteinas,

5.1, Proteinas totais,
0 teor proteico dos diferentes soros foi
determinado pelo reativo de biuréto, segundo WIECHSELBAUM (1946)
e/ou a 280 nm, em espectrofotdmetro Zelss, PMQ III, com cubas de

quartzo e caminho Sptico de lcm.

5,2. Das fragoes séricas,
As seroproteinas de camundongos imunes e
normais (controles), foram guantificadas por eletroforese em mi-

¢crozonas e por imunoeletroforese bidimensional guantitativa.

5.2,1. Eletroforese em microzonas.

Fitas de acetato de celulose contendo os
soros em estudo, foram submetidas a 250 V/cuba, contendo solugao
tampac veronal-acetato {(0.05M; ph= 8.6}, por 30 minutos. O cog
junto utilizado para a forese foli o Microphor (Zeiss).A densito-

metria fol determinada em Registrador de Extingac n?3 (Zeiss).
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5.2.2, Imunoeletroforese bildimensional quantitativa.

Placas de vidro de 9 X 12 com, cobertas com
16 ml de agarose (BIO~RAD Lab.) a 1% em tampac veronal-HC1 (0.05M;
pH=8.6 e p=0.02) ou solugao tampac veronal-glicina/tris(0.05M;pH=
=8,.6 e u=0.02) de SVENDSEN (AXELSEN & Cols., 1.973), foram utili-
zados para as imuneletroforese bidimensional guantitativa de LAU
RELL, de acordo com as orientacgOes de WEEKE, descritas em AXELSEN
& Cols.(1.973). A eletroforese no primeiro sentido foi realizada
com 6V/cm, por 1,l0h e na segunda dimensao, 1,5 V/cm, por 15 horas.
A guantificagao das imunoglobulinas foi feita pela medida da Area
envolvida pelo precipitado, com auxilio do papel milimetrado.Multi
plicamos os valores correspondentes 3s alturas de cada pico em mi
limetros por uma base determinada no guadrante superior  esguerdo

de cada pico, estabelecida por uma linha que bisectava a da altura.

6. Identificacao das imunoglobulinas.

Para a identificag3dc das  imunoglobulinas
de camundongos, foram utilizados soros padroes anti-globulinas do
roedor, procedentes dos laboratdrios BIONETICS (Igh, IgM e IgG2a )
e da MILES (IgGl e IgG2b). Estes soros, na segunda forese, foram
colocados em canaletas abertas no gel, localizadas na faixa de mi
gragao das globulinas. A migragao da globulina especificamente re
conhecida pelo soro padrdo, sofreu atraso e permitiu sua identifi-

cagao (absorcdao "in situ").
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7. Determinacdo da atividade do anticorpo.

Vermes adultos coletados em solugdo salina
fisiolbgica (0.15M), foram lavados tres vezes nesta mesma solugao,
com intervalos de 60 minutos entre cada lavagem, d temperatura de
37¢C. Em segquida, o8 esquistossomos foram liofilizados e adiclona-
dos, em excesso, ao soro imune de camundongos da 89 semana de in
fecgdo (10 my do material licofilizado em 200 pl de soro}. Permane-
ceram tres horas neste estado, & temperatura amblente e 12 horas a
49C. O sobrenadante retirado foi centrifugado a 3.000 g, pox 20 mi
nutos, a 09C e analisado por imunoceletroforese bidimensional, fren
te ao soro anti-FM. Em seguida, os vermes foram lavados tres vezeés
em solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS; 0.0l M; pH=7.2) ®
gubmetidos 3 reagao de imunofluorescéncia indireta, para comprova-

¢8o da absorgao.
8. Reagbes de imunofluorescéncia.

Foram realizadas reagoes de  imunofluores
cénecia indireta, entre os soros imunes de camundongos esqulstossg
méticos e esporocistos; cercdrias; vermes e miracidios da linhagem
mineira de S. mansoni. As reacdes se processaram em tubos de en~-
saio (cercadrias e miracidios) e em cortes histoldgicos ( esporocig
tos, vermes e miracidios). A leitura dos resultados foi realizada
em microscdpio Zeiss, contendo lémpada HBO 200 e filtros barreira

0/47/44 e excitador I.
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A obtencdo dos materiais para as reagoes,

se processou da seguinte maneira:s

1,

Cercadrias - Foram utilizadas larvas recém-eliminadas, com duas
horas de vida, as guais foram mortas pela adicao de 5 gotas de

formaldeido a 40%, em 100 ml da suspensao cercariana.

Vermes - Esquistossomos recém-coletados, foram lavados tres
vezes em solugdo salina fisioldgica (0.15M), com 1 hora de du
ragao, cada lavagem. Em seguida, foram mergulhados em fixador
de Rossman (90 ml de etanol 100% saturado com acido picrico e
10 ml de formaldeido a 37%), por 15 horas (NASH, 1.974).Para a
inclusac em parafina e cera (9 partes para 1), os vermes foram
desidratados pela série de alcoois. Apds a inclusao, a pecga
foi cortada em tiras de 5 muy de espessura e preparada para mi

croscopia Optica.

Miracidios -~ Foram utilizados miracidios obtidos de cortes his
toldgicos de flgados parasitados e, também, recém-eclodidos de
ovos isolados do mesmo orgdo. As preparagoes para cortes histo

logicos, foram confeccionadas de maneira idéntica a  descrita
para os vermes. O procedimento para o isolamento dos oveos foi
iniciado pela homogeinizagao dos figados em liquidificador.Posg
teriormente, os ovos foram lavados com solugao de NaCla 1.7% ,

em penerias metdlicas "granutest” com malha de 0.149; 0.074 a
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0.037 mm. Em seguida, foram colocados sobre uma superficie forma
da por Hypaque (Winthrop) a 10%, colocado em funil de vidro.Apro
ximadamente, 3 horas apds, os ovos foram recuperados, isentos de

tecidos, por uma torneira improvisada abaixo do colo do funil.

4. Esporocistos - Caramujos parasitados com §. mansoni foram fi
xados; incluidos em parafina e montados em laminas de microg

copia, pelo método semelhante ao descrito para os vermes.

As reagdes de imunofluoresc8necia indire--

ta, foram as mesmas, tanto para os materiais gue foram manusea
dos em tubos, como para os que foram preparados em l&minas.Sofrﬁ
ram tres lavagens sucessivas com solugao salina tamponada(PBS ;
0.01M; pH= 7.2). As laminas foram secas parcialmente e os imuni~
-goros, diluidos a 1/8, adicionados sobre as preparagdes. Foram
deixados reagirem em cAmara (imida, na temperatura ambiente, por
30 minutos. Apds o tempo de reagao, os materiais foram lavados ,
novamente, 3 vezes em PBS, perdurando por 5 minutos cada lavagem
O excesso de PBS foi retirado e adiclionou~se o conijugado anti-
«globulinas 78 de camundongos produzido em cabra e marcado com
isotiocianato de fluoresceina(HAYLAND Lab.), diluidc a 1/50 (NE
TO, 1.975). 0 conjugado foi diluido em PBS, contendo Azul de E-~
VANS, na dilui¢ao de 1:10.000 (NASH, 1.974). Esta reagao proces-
gou-ge em cadmara Qimida, por 45 minutos. Depois, as  preparagoes
foram lavadas em PBS e montadas em gliceriha alcalinizada com

tampdo carbonato (pH=9.0).

L]
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CAPITULO III

RESULTATOS

1. Evolugao da infecgao.

O nimeroc de cercarias viaveis para a
infecgao, variou de 83 a 96 larvas por camundongo, nos diferen
tes lotes, resultando em média 90 cercarias por animal.

As médias dos valores referentes ao ni
mero de vermes e de granulomas hepaticos, encontrados no decor
rer da infecgado, estdo apresentados na TABELA I, onde se pode
verificar que os vermes adultos comegaram a aparecer em épocas

em gque ainda se registravam o encontro de esquistossomulos e
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que, a taxa mals elevada obtida na contagem de granulomas, foi
verificada na 89 semana. Pode-se observar, também, a presenga
de vermes dos dois sexos e de granulomas, a partir da 69 sema
na, em todos os animais manuseados.

A distribuicao dos pesos corporais dos
animais destinados a experiéncia (TABELA II), nao diferiu sig-
nifiqativamente da distribuigao normal (Fig. 1). Contudo, as
médias dos diferentes lotes se distribuiram assimetricamente e
por grupos (Fig. 2)}. B heterogeneidade desta varidncia, verifl
cada pelo teste de Bartlett, foi altamente significativa para
15 graus de liberdade (y%= 52.3843). Por este motivo, o estudo
do comprometimento do figado e do bago foi investigado compa
rando-~se a média dos pesos desses orgaos do grupo infectado,
com as do grupo cont{ole. Os resultados obtidos, foram analisa
dos pelo teste U (TABELA III) e indicaram a ocorréncia de dife
rencas singnificativas no peso destes orgaos, a partir da 49
semana de infecgao.

Os resultados da eletroforese em micro
zonas dos soros procedentes de animais pertencentes aos  dife
rentes lotes: infectados e controles (TABELA 1V}, foram anali
sados estatisticamente e mostraram a ocorréncia de diferengas
significativas entre os grupos nos niveis da albumina e das
globulinas o e B, gque se modificavam a proporcao gque a infec
gdo evoluia (TABELA V). Ocorreu elevagao no nivel das globuli-
nas dos animais do grupo infectado, principalmente na regido
da B e da y-globulina, na 79 e 89 semana apds a exposicao. 0
contrario, foi verificado com a albumina, gue teve seu nivel

sérico decrescido, nesta época.
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Fig. 1 - DistribuigBo dos pesos corporais

dos camundongos tomados para a
experiéncia.
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Fig. 2 - Médias dos pesos corporais dos ca
mundongos tomados para a experién
¢ia, reunidos em lotes.
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TABELA IV

Quantificacdo de proteinas séricas de camundongos normais ou
infectados com Schistosoma mansoni, determinada por eletrofo

reage em microzonas.

LOTES DE PROTEINAS FRACOES ELETROFORETICAS (%)
CAMUNDONGOS TOTAIS (mg/ml) Alb.,

GRUPO CONTRCLE

¢y | 48 48 5 24 16 7
¢, 58 50 5 20 15 10
Cy 60 46 9 16 18 1l
c, 53 56 5 14 14 1)
Cg 55 46 4 17 17 16
Ce 60 41 5 19 18 17
c, 52 41 7 26 14 12
Cq 66 52 8 17 14 9

GRUPO INFECTADO
I, 55 47 7 17 19 10
I, 60 43 10 18 16 13
I, 56 47 9 16 16 12
I, 58 47 9 18 16 10
I, 61 427 19 2 11
I 62 37 7 20 21 15
1, 50 317 15 24 17
I 73 35 5 16 24 20




TABELA Vv

Andlise estatistica comparativa entre

séricas dos grupos infectados e controle.

29

os dados referentes a proteinas

PROTEINAS GRUPOS TESTES ESTATISTICOS
SERICAS CONTROLE INFECTADO
X o X g t U FPisher

Totais 56,50 5,65 59,37 6,71 0,926 23 -
{mg/ml)
Albumina

(%) 47,50 5,18 41,87 5,00 | 22,35% - -
Globulinas

(%)

ol 6,0 1,77 7,6 1,59 - 16* p=0,0406*

a? 19,12 4,08 17,3 1,68 - 2,0 -

B 14,5 4,20 19,6 3,42 - 10,5%* -

¥ 11,6 3,37 1,35 3,58 - 22,0 -
o = desvio padrao * = significativo ao nivel de 1%
X = média kK = significatiyo ao nivel de 5%
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2. Evolucao das imunoglobulinas.
2.1. Padronizac¢do do método.

Foram utilizados, no presente trabalho, tres
imune~soros de coelhos éntimimunoglobulinas de camundongos, para a
quantificacdo das imunoglobulinas {Igs) dos soros de animais dos
grupos infectado (I) e controle (C): anti~FM 1l; anti-FM e anti-G .

Oz soros de camundongos, anallsados por Imunceletroforese Bidimen~

gional, frente a estes reativos bioldgicos, apresentaram tres sis

temas precipitantes bem definidos (Figs. Pl a P6). Foi observado,
com gualquer um dos imune-soros utilizados, relagdo linear antre
as areas delimitadas por estas precipitagdes e as quantidades de
soros de camundongos aplicadas (Fig. Pl). Os valores obtidos com
replicatas, apresentaram variagdes em volta de 10%, consideradas
dentro dos limites do erro estabelecido pelo método.

A identificacgao dos 3 sistemas precipitantes
foi realizada através da té&cnica de absorcao "in situ", utilizando
padrdes anti-Igs de camundongos, tal como pode ser observado na Fi
gura P2, indicando que este sistema precipitante corresponde a Ig
da classe M (IgM). Utilizando idéntica metodologia, foi possivel
consﬁatar que o Pilco 1, correspondia a IgGlL (Figs., P4 e P5) e o pi
cbfir a IgAh (Fig. P3)., Com o imune-soro anti~G, os tres sistemas
precipitantes obtidos, numerados de 1 a 3, foram identificados co

mo sendo IgGl; IgG2b e IgGla, respectivamente (Fig. P6).
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Notificamos que, o soro padrao anti -
-IgGl, reagiu com a IgA de camundongo {(Fig. P4), como reflexo
da dificuldade da obtencdo de reativos mono-especificos de
cadeias pesadas.

A localizagao destas proteinas, foi

correspondente 3s suas mobilidades eletroforéticas.
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ig. P1 - Variacao volumétrica do soro normal de
camundongo e conseguentes modificacoes

nas areas dos diferentes sistemas pre

cipitantes.
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Fig. P2 - Identificacao da IgM.
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Fig. P3 - Identificacao da IgA.
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Fig. P4 - Identificagao da IgGl e IgG2.

33



et st e
amFM .
1420 S
L) SO - 5
™ a—lgGt D | (j'a—lg(;% !
ls I8 - I8 1
Fig. P5 - Identificacac da IgGl e IgG2.
a3 ‘ 4
110 :
1213 7
Fre— Saligeea Satigam 3 aliar
g ig . ‘g _— 8

Pig. P6 -~ Identificacao da IgG2a e IgG2b.

34



35

2.2. Quantificagao das imunoglobulinas.

A comparagao dos padroes das reagdes de
imunoeletroforese bidimensional guantitativa, obtidas com SO0ros
dos diferentes lotes de camundongos, mostrou gue o teor das imu
noglobulinas variou durante o periodo de observagao, tanto no
grupo controle, como no grupo infectado (Fig. Q1 e Q2). Esta
observacdo pode ser feita com qualquer dos imuni-soros disponi
veis. Como se pode observar nas Figs. Ql e Q2Z, nao houve parale
lismo entre as variacgOes ocorridas dentro dos lotes controle (C)
e 3s apresentadas nos lotes infectados (I).

Os dados referentes a quantificagao das
diversas classes de Igs, estao dispostos nas Figs. Q3 a Q7, onde
se verifica, a grosso modo, gue ocorreram alteragoes gquantitatl
vas durante o periodo de observagéo, tanto no grupo I, como noe
grupo C. Pode-se observar, também, que as variagaes gque ocorre
ram no grupo C, apresentam um aspecto ciclico sinusoidal. A com
paracac das curvas de evolug@o das imunoglobulinas do grupo C
com o I, mostram gue, ho que se refere a IgM; JIgA e IgGl, as du
as curvas sao aparentemente paralelas da 19 até a 59 semana de
observagao, apds O que aparecen nitidas diferencgas guantitativas
nos niveis das imunoglobulinas dos dois grupos. Houve uma aparan
te paralelismo entre os dois grupos, durante o periodo de obser-—
vaqéo, no que diz respeito aos niveis das imunoglobulinas IgGia

e IgG2b.
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A analise estistica dos dados guantita-
tivos (teste de WILCOXON) evidenciou que os dois grupos diferem
significativamente, no que se refere ao teor de IgGl ( Apéndice
E3c). A and3lise de varidncia mostrou que os dois grupos,também,
diferem significativamente,guando comparados a partir da 69 se
mana apds a exposigao, no tocante ao teor de IgA (Apéndice Eld)
e IgM {(Apéndice E2f). Em concordancia com o aparente paralelis
mo observado nas Figs. 06 e Q7, nao foram evidenciadas diferen
gas significativas entre os grupos C e I, no que se refere a0
teor de imunoglobulinas IgGZé e IgG2b (Apéndeces E4b; Edc e ESk
ESc) .

Considerando que houve variagao ampla
do teor das Igs no grupo C, ao longo do periodo de observagao ,
nao se pode atribuir um alto significado aos valores de concen-
tracgao absoluta de imunoglobulinas do grupo I. Em degorréncia
deste fato, o teor das Igs do grupo I serd melhor representado,
indicando~-se guantas vezes seu nivel & maior ou menor do que ©
do grupo C. Isto pode ser feito através da relagao de resulta
dos obtidos no grupo I e C correspondente (I/C), levando-se em
consideragao que os valores I/C, situados entre 0.8 e 1.2,devem
ger incluidos na faixa considerada de variagao normal, uma vez

presentagiao da relagio I/C, ao longo do perliodo de observagac,
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mostra que, nas primeiras semanas, houve elevagao do teor da
IgM, seguido por um aumento da IgA (Fig. Q8). ApOs esta eleva
cao, os niveis destas Igs voltaram praticamente a normalidade,
entre a 39 e 59 gsemana e, em seguida, os niveis da IgA; IgGl e
IgM, comegaram a aumentar consideravelmente, chegando a atin
gir, na 89 semana, a valores correspondentes a 4.5; 3 e 2, res

pectivamente.
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3, Especificidade das imunoglobulinas,

A capacidade dos soros de camundongos re
agirem com antIgenos de S. mansoni, foi verificada, usando a imy
noeletroforese bidimensional e a reagdo de imunofluorescéncia in
direta.

Os soros obtidos dos animais  pertencen
tes aos lotes C, apresentaram reagoes negativas com quaisquer
das técnicas empregadas (Figs. E3; E6a e EBa).

A imunceletroforese bidimensional dos so
ros préviamente absorvidos com vermes liofilizados, indicou uma
acentudada redugdoc das Areas correspondentes as imunoglobulinas
IgM; IgA; IgGl e IgG2 (Fig. El). Em concorddncia com esta fato,
os vermes liofilizados, utilizados na absorgéo, quando subneti
dos ao teste de imunofluorescéncia, mostraram-se fortemente posi
tivos (Fig. EZ2).

As reacoOes de imunofluorescéncia indire
ta, foram feitas, seja utilizando-se cortes histologicos de es-
quistossomos; esporocistos e miracidios, seja utilizando miraci-
dios e cercarias integras. Os resultados obtidos, sumariados n#
TABELA VI, indicam que reagOes positivas podem ser observadas, J
partir da 39 semana de infeccao, quando se utilizam cortes histo
l6gicos de esguistossomos. Inicialmente, a positividade destas
reagbes pode ger observada no tubo digestivo do esquistossomo ,

tal como exemplificado na Fig. E4a e b, onde foram utilizados so
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ros de animais com 4 semanas de infecgdo. Com os soros das se
manas subsequentes, a positividade se estende para além do tu-
bo digestivo, sendo que, nas {iltimas semanas, todo o corpe do
verme apresentou-se fluorescente, acentuando-se o tegumento e
o tubo digestivo (Figs. E5 a e b).

Utilizando cercdrias Integras, foi pos
sivel determinar reagdes positivas frente a sores de animais
com 4 semanas de infecgao. Com estes soros, foram observados
reagoes positivas nas extremidades da parte cefdlica das cercd
rias, conforme pode ser visualizada na Fig. E6b. Com os soros
dos animais com 6 a 8 semanas de infecgdo, observou-se positi
vidade crescente do tegumento da larva (Figs. E7a e b).

Com os miracidios, a positividade pode
ser verificada a partir da 49 semana de infecgdo, nos cilios e
tegumento. A principio, estas reagOes foram discretas, inten-
gificando~se quando os soros das semanas subseqguentes foram
utilizados (Fig. EBb). As reagles realizadas com os soros con
troles, foram todas negativas (Fig. EBa). Idénticas observa-
¢Oes foram verificadas em miracidios contidos em cortes histo
légicos de flgados de camundongos infectados (Fig. E9a).

Nos esporocistos, as reacdes positivas
em cerclrias comegaram a aparecer na 69 semana apés infecgéo
e em cercarias e nas paredes do esporocistos, da 7? semana em

diante (Fig. E9b).



Fig. El - Especificidade das imunoglobulinas IgM; IgA;
IgGl e IgG2, para o 5. mansconi, com O sOro I
absorvido.

Fig. E2 - Imunofluorescéncia positiva para vermes util

zados na absorgao do soro Ige
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Fig. E3 - Reacoes de imunofluorescéncia negativas para vermes,

com s0ros Il {A) e C8 {B).

Fig. E4 - Rea¢oes de imunofluorescéncia positiva para vermes,
(B) .
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Fig. Z7 = Reacgoles de imunofluorescencia positiva para cerca-

rias, com sOros 16 (A) e 18 (B).

Fig. B8 ~ Reazoes de imunofluorescencia negativa e positiva

arz miracidios, com os soros C8 {(A) e 18 (B) sres
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Fig. E9 - Reagoes de imunofluorescéncia positivas em cortes his-

10gicos para miracidios {A) e para esporocistos (B) ,

com C SOXro I8'
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caritTuLo v

DISCUSSAD

A infecgdo experimental de camundongos
com Schistosoma mansoni & fAcil de ser estabelecida, desde que
se observe dois fatores considerados importantes por GHANDOUR &
WEBBE (1.973), para maior aproveitamento do potencial energético
das cercdrias na invasdo do tegumento do hospedeirc: a  utiliza
cdo de larvas recém-emergidas e de camundongos jovens. Na reali
zagdo do presente trabalho, foram observados os fatores idade
das cercarias (2 horas) e idade do hospedeiro vertebrado (30 di
as ), e os resultados obtidos na evolugao da parasitose mostra -

ram que todos os animais expostos ao verme, eatavam parasitados.
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Varios resultados obtidos durante a infecg¢ao, nao diferiram dos
dados demonstrados por outros autores. O nimero de cercarias
vidveis para a infecgdo de camundongos, foi semelhante ao encon
trado por OLIVER & STIREWALT (1.952), precursores do método de
infecgao através da cauda do animal e por MAGALHAES & CARVALHO
(1.968), quando compararam o poder infectante da linhagem minei
ra com a linhagem paulista do verme. Exemplares de S§. mansont
tornaram-se adultos em épocas em que ainda se registrava a pre
senga de vermes jovens, comparando-se destarte o " amadurecimen
to assincronico dos vermes", analisado por BRENER (1.956), ao
comparar seus dados com os que foram publicados por FAUST &Cols.
em 1.934, e recentemente por BARBOSA & Cols.(1.978). As datas
em que foram regiétrados o aparecimento de granulomas hepaticos
(69 semana) e o pico destas reagoOes textrinas (89 semana),assim
como, a média de parasitas recuperados por animal, foram, tam-
bém, resultados coincidentes com os da literatura especializada
(BRENER, 1.956; 1.959 e WARREN, 1.967).

A eletroforese foi aplicada nos soros
dos animais pertencentes aos diferentes lotes infectados e con
troles, ao contrario do que tem sido feito em outros trabalhos
de metodologia semelhante, que utilizam uma mistura (pool) de
soros de animais normais como controle da experiéncia, durante
todo o periodo de observagdo. A andlise dos perfis eletroforéti
co das proteinas séricas, mostrou gue houve variagoes quantita-

tivas, tanto nos lotes infectados como nos controles correspon
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dentes., Estas variagdes, ndo foram estatisticamente significati
vas, quando comparadas entre os lotes de cada grupo, iscladamen
te. Contudo, se levarmos em considerag¢do que o erro da dosagem
das proteinas e das fragdes eletrofor@ticas nao & maior do que
10% , teremos que admitir que as flutuagdes dos niveis das pxo
teinas totals ndo estdo incluidas no limite do erro de dosagem,
consequentemente podem ser atribuidas alteragdes reais nos ni
veis destas proteinas.

A comparagdo feita entre os dados dos
grupos controle e infectado, demonstrou alteragoes estatlsticas
das fragdes B e y-globulinas e hipoalbuminemia. Estes resulta-
dos sdo concordantes com as observagoes feitas desde a  década
de 50, tanto na esguistossomose humana (FIORILLO, 1.954), como
na experimental (EVANS & STIREWALT, 1.957; 1.958;SADUN & WALTON,
1.958). Alguns autores, como De WITT & WARREN (1.3559), naoc en-
contraram hipoalbuminemia em camundongos esquistossombticos a
concluiram ser possivel a sintese de albumina pelo parénguima
hepdtico ndo totalmente destruido pelo parasita. Porem, outros
trabalhos realizados em seguida, confirmaram as observagoes gue
vinham sendo encontradas no homem (FIORILLO, 1.966) e em mode-
los experimentais (SMITHERS & WALKER, 1.961). Estes dois alti
mos autores acrescentaram, ainda, que o decréscimo no nivel da
albumina, ocorria ao mesmo tempo em gue um marcante aumento
intra-vascular de seus "catabolitos" era registrado por isdte

pos, sugerindo ser esta a causa principal da hipoalbuninemia.
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Esta ocorréncia seria devido ao insuficiente anabolismo desta
proteina pelo figado parasitado. As causas imunoldgicas destes
fendmenos, sao bastantemente discutidas e consideradas como re
sultantes de estimulos antigénicos especificos e inespecificos.
Os especificos correriam por conta das secregoes €  eXcregoes
procedentes de vermes e do estagio larvario contido nos ovos,
e os inespecificos, decorrentes de lesoes tissulares  provoca
das pelo 5. mansoni no flgado (SMITHERS & TERRY, 1.959).

Como sabemos, o método da  eletrofo
rese em microzonas, permite quantificar as alteragdes que ocox
rem nag cinco principais fracgoes séricas, caracterizadas pelas
suas mobilidades eletroforéticas. Contudo, o soro contém maior
nimero de componentes identificados (53 proteinas séricas huma
nas) e as alteragoes gquantitativas dos componentes, durante a
infecgao, poderd ser feita individualmente, utilizando métodos
imunoquinicos.

Habitualmente, no estudo da evolugao
das diferentes classes de imunoglobulinasg, tem sido utilizado
o método de MANCINI & Cols. (1.965), comparando-se uma mistura
(pool) de soros dos animais normais, tomados como padrao, com
os soros dos animais infectados. Este método tem alta sensibi
lidade e & excelente para determinagaoc de guantidades  absolu
tas de imunoglobulinas, porém, tem o inconveniente de exigir
soxos mono-especificos. A preparagéo deste tipo de soro, apre

senta numerosos problemas, tendo em vista que, a guantidade
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média de soro obtida por camundongo & de 0.5 ml/animal, o que
regquer grande nimero de camundongos para este fim. Por outro
lado, a guantidade das diferentes imunoglobulinas nesteées s0ros
2 pbaixa, sendo que a obtencao destas proteinas em estado de pu
reza, exige uma grande quantidade de material inicial. Tem s8i
do infimeras, as tentativas de obtengac das cinco maiores clas
ses de Igs de camundongo. 08 mé&todos utilizados, foram os mais
variados possiveis. A maioria deles empregaram a separagao em
DEAE-celulose como passo principal (KALPAKTSOGLOU & Cols.1.973)
outros usaram a eletroforese em zona combinada com cromatogra
fia de troca-idnica (FAHEY & Cols., 1.964), com ou sem prévia
precipitagao das globulinas pelo sulfato de amonio; outros,ain
da, incluiram a filtracao em gel ou eletroforese preparativa ,
geguida por varias formas de cromatografia em coluna e,por fim,
combinagdes entre eletroforese em zona e purificagao do materi
al eletro~separado, com a tecnica de eletro«focalizagao(MURGI—
TA & VAS, 1.970). Em nosso trabalho, por exemplo, fragoes que
foram consideradas puras por imunoceletroforese unidimensional,
guando utilizadas para a imunizagao de coelhos, induziram a
formacdo de soros pluri-especificos(cadeias leves e pesadas) .
pPara contornar estas dificuldades, tem sido utilizados camun
dongos isogénicos portadores de mielomas (FAHEY & Cols.,1.964)
A manutencao de camundongos igsogdnicos, requer laboratdrios es
peciais e técnicos capacitados para selecionarem geneticamente

estes animais, e a obtengao de células mieldides para o implan
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te, requer a importagao do material produzido no exterior.

0 método da imunoeletroforese quantita
tiva bidimensional, tem a vantagem de nao exigir a utilizagao
destes soros, consequentemente, gqualguer laboratdrio mediana-
mente equipado, podera obter soros pluriwespecificos gue pexrmi
tam quantificar as Igs em estudo. Utilizando este método, foi~
~nos possivel dosar as Igs de camundongos envolvidas na resposta
imune ac 8. mansont.

A analise estatIsticas dos dados  dos
grupos controle e infectado, indicou a existéncia de alteragoes
gignificativas a partir da 69 semana de infecgdo, em concordan
cia com os dados da eletroforese em microzonas (TABELA IV) e com
o8 dados de outros autores que obsexrvaram elevagao nos niveis
das 8 e y-globulinas, a partir da dpoca da oviposigao (SMITHERS &
TERRY, 1.969). As tres imunoglobulinas que se destacaram como
principais participantes da resposta imune do camundongo ao §.
manaoni :+ 1gGl; IgA e IgM, também, foram encontradas participan
do da imunidade na esquistossomose humana (HILLYER, 1.969: ANTU-
NES & Cols., 1.971 e KANAMURA & Cols., 1.978); murina (HILLYER
&FRICK, 1.967; DEELDER, 1.973 e SHER & Cols., 1.977) e em outras
infecgoes parasitarias produzidas por protozoarios, COMO malaria
e tripanosomose (PAHO, 1.967).

0 valor dos dados guantitativos absolu
tos das Igs,tem pouco significado, congierando-se Jue O nivel

dessas proteinas sofre flutuagoOes amplas durante O desenvolvimen
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to dos animais (OHWAKI & Cols., 1.977; HAAIJMAN & Cols.,1.977),
chegando muitas vezes a duplicar a concentragaoc inicial, LOomo
fol observado no presente trabalho. Essas flutuagoes se devem
principalmente a virios estImulos antigénicos, decorrentes da
manutengao dos animals em biotério e da prdpria variagdo ambien
tal. Tendo em vista as alteragoes gue ocorrem normalmente nos a
nimais de observagao, o estudo do desenvolvimento das imunoglo
bulinas deve ser feito, comparando-se animais da mesma raga e

idade, submetidos &s mesmas condigdes ambientes durante o perig

do do experimento. Nestas condigdes, foi possivel estimar quan
tas vezes o nivel das Igs dos animais infectados aumentou em re
lagao aos do grupo controle.

0 perfil soroldgico resultante da re
lagao I/C (Fig. Q8), evidenciou aspectos clidssicos da resposta
imune encontrada em animals que tenham recebido dois estimulos
antigénicos consecutivos. Estes aspectos tem sido obsexrvados
em camundongos convencionais e axénicos, utilizando-se antige-
nos timo dependente ou nao (OHWAKI,1.977). A resposta primaria,
caracterizada pela IgM e IgA, ocorrida entre a primeira e a se-
gunda semana apds a infeccdo, se deve provavelmente i estimulos
antigénicos especificos de cercarias e esguistossomulos. A reg
posta secundaria, caracterizada pela IgGl; Igh e IgM, ocorren
a partir da sexta semana apds a infeccgao, possivelmente devido
a antigenos provenientes de vermes adultos; aos ovos dos parasi

tas e aos tecidos desnaturados por secregdbes destas formas evo
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jutivas do verme. Nesta data, foi também observado aumento signi
ficativo de pesos de baco e figado. Como se ve,este estdgio e
bastante complexo, porque envolve respostas imune a nivel celu
lar (comprometimento do figado e bago) e humoral.

0 aparecimento de anticorpos da classe
IgM como primeira Ig efetora da resposta imune, tem sido encon
trada na esquistossomose (KANAMURA & Cols., 1.978) e em varias
outras infecg6es, como toxoplasmose (AMATO NETO & Cols., 1.972)e
na doenca de Chagas (VATTUONE & Cols., 1.973). A presenga da IgA
nas duas respostas, com destaque na secundaria, pode ser expli-
cada como resultante de reagoes celulares ocorridas a nivel de
plasmbecitos localizados em mucosas do trato respiratdrio e gas
troentérico, especificas a antigenos do primeiro e segundo esta
gio, respectivamente.

Tem sido demonstrado que, os  anticor
pos da classe IgGl, estac presentes nos soros de camundongos pa
rasitados com §. mansoni (SHER & Cols., 1.977).

Nac foi observada a formagao de  anti
corpos entre a 39 e 59 semana apds a infecgdo. Este periodo de
laténcia da resposta imune, & coincidente com o registrado por
MOTA-SANTOS & Cols.,em 1.976, que observaram um estado de depres
sdo imunoldgica em camudongos esquistossomdticos, avaliado pela
capacidade dos linfdcitos espléenicos formarem "rosetas" e de pro
duzirem anticorpos "in vitro" frente a antigenos timo dependen -

tes: hemacias de carneiro.
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0 aumento de Igs verificado durante a
infecgdo se deve a uma produgao de anticorpos especificos para
antigenos provenientes do parasita, demonstrados pela imunocele
troforese bidimensional, com sOros préviamente absorvidos e pe
las reagaes de imunofluorescencia indireta, utilizando diferen
tes estdgios evolutivos do parasita. Estes dados coincidem com
os de OKOT-KOTBER (1.978) e indicam gue 0S primeiros anticorpos
formados sao especificos para o tubo digestivo do parasita, 81
gerindo gue estes antigenos sfo altamente imunogénicos.

0 conjunto de dados mostrou gue, uti
1izando-se soros pluri-especificos de facil obtengao e expres
gando-se as alteragbes quantitativas pela relacao 1/C, foi pos-
sivel estudar a evolugao da resposta imune na esguistossomose
obtendo-se dados comparaveis com os encontrados na literatura .
Istoc nos permite admitir gque esta metodologia pode ser utiliza

da no estudo de outras respostas imunes.
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capiTuLo W

RESUMO E  CONCLUSDES

Com a finalidade de verificar a possi
pilidade de estudar a evolugo das imunoglobulinas de camundon
gos envolvidas na resposta imune ao Sehistosoma mangont, Wwbili
sando soros pluri-especificos, lotes de animais foram infeocta
dos com o parasita (grupo 1) e seus comportamentos parasitolds
gloos foram comparados com 08 de animais normais, tomados COmo
sontrole da experiédneia (grupo C), por meio da imunoeletrofore-
se bidimensional guantitativa.

As alteracbes foram estudadas,  quer
dentro dos lotes dos dois grupos, guer comparando um grupo com
o outro, expressando-se estas comparagbes pelo aumento relativo

expresso pela relagdo I/C.
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A especificidade das imunoglobulinas,
durante a infecgao esquistossomdtica, foi estudada por imunoelg
troforese bidimenszional e pela reagdo de imunofluorescéncia ip

direta. Os resultados obtidos indicaram gue:

1, Houve flutuagaoc nos niveis das imunoglobulinas dos camundon-
gos pertencentes ao dgrupo I e grupo C, guando os grupos fo-

ram estudados isoladamente, durante o periodo de observagdo.

2. As flutuacoes nao foram paralelas, principalmente a partirxr
da 69 semana apbs a infecgao em diante, guando se  observou

“elevagado dos niveis das imunoglobulinas IgGl; IgA e IgM.

3, A expressdo das imunoglobulinas pela relagdo I1/C, permitiu
verificar o aparecimento de uma resposta primaria, ocorrida
entre o inicio da infecgao e a segunda semana apds esta data,
gonstituida de IgM e IgA, e uma secundaria, iniciada na sex-
ta semana de infecgao, constituida pela IgGl, TgA e IgM, com

aumentos relativos de 4.5; 3 e 2 vezes o normal.

4. Este aumento de imunoglcbulinas se deve a produgao de  anti

corpos especificos para antigenos do Sechistosoma mansont.



cariTuLo VI

REFERENCTIAS BIBLIOGRAFICAS

AMATO NETO, V.; CAMARGO, M.E.; MENDONGA, J.8.; LEVI, G.C.; &
OSELKA, G. W. - 1.972. Observacoes sobre a pesguisa de anti
corpos IgM anti-toxoplasma por imunofluorescéncia no soro de
pacientes com toxoplasma adquirida, forma linfoglandular.Rev.

Inst. Med. trop. de Sao Paulo,Ild: 264.

ANDRADE, 2.A. - 1.977. Imunclogia da esquistossomose. In  Pro
gresso da Imunologia das Parasitoses. Ed. C.E. TOSTA, Soe.

Bras. Med. trop. de Brasilia:42.

63



64

ANTUNES, L.J.; REIS, A.P.; PELLEGRINO, J.; TAVARES, C.A. & KATZ,
N. - 1.971. Immunoglobulins in human schistosomiasis mansoni .

J. Parasit.,&7: 539.

AXELSEN, N.H.; KR@L, J. & WEEKE, B. - 1.973. A manual of guanti-
tative immunoelectrophoresis. Methods and applications.

Universitestsforlaget- 0slo.

BARROSA, M.A.:; PELLEGRINO, J.; COELHO, P. M. %. & SAMPAIO,I.B.M.
~1.978, Quantitative aspects of the migration and evolutive
asynchronism of Schistbsoma mansoni in mice. Rev. Inst. Med .

trop. de Sao Paulo.,20:121.

BA%ZIN, H., - 1.966. Les immunoglobulines de la souris.I.Obtention
des immunséruns spécifiques leur correspondent. Ann. Inet. Pag

teur.,117: 544.

BRENER, %. - 1.956. Observagoes sobre a infeccao do camundongo

pelo §. mansoni, Rev. Bras. de Malavriol. e Doeng. trop.,8:565.

BRENER, 2. - 1.959. Esquistossomose experimental.Rev. Bras. de

Malariol. e Doeng. trop.,11:473.



65

BRENER, %.; PELLEGRINO, J. & OLIVEIRA, F.C. - 1.956. Terapeéutica
experimental da esqguistossomose mansoni. Aplicagdo do metodo
de isolamento de granulomas do figado de camundongos.Rev.Bras.

de Malariol. e Doeng. trop.,8 :583

BRENER, Z. - 1.962. Contribuicdo ao estudo da terap@utica esperj
mental da esquistossomose mansdnica. Tese de citedra.Belo Hori

zonte.

De WITT, W.B. & WARREN, K.S. -~ 1.959. Hepato~splenic schistoso-

miasis in mice. 4m. J. trop. Med. Hyg., 8:440.

DEELDER, A.M. - 1.973 - Immunology of experimental infections
with Schistogoma mansomni in the swiss mouse and Fasciola hepg

ticg in rabbit. 4deta leidensia,39: 25.

EVANS, A.8. & STIREWALT, M.A. - 1.958. Serclogic reactions in
Sohistosoma mansoni infection. III. Ionographic fraclonation

of sera of mice with progressive disease. Expl. Parasitol.8:8

EVANS, A.S. & STIREWALT, M.A. ~ 1.958. Serologic reactions in
Sehistosoma mansoni infection. IV. Comparative ionographic
study of sera of hamster, mice, and albino rats.Expl.Parasit.

7: 165,



66

PIORILLO, A.M. - 1.954. Estudo eletroforétlico do soroc de pacien
tes portadores de esguistossomose mansoni hepatesplénica. Hos

pital (Rio), 45: 647.

FIORILLO, A.M. -~ 1.966. BElectroforese das proteinas do sangue
na esquistossomose mansdneia forma hepatesplénica. Rev. Inst.

Med. trop. de Sao Paulo., 8:Ll.

GHANDOUR, A.M. & WEBRE, G. - 1.973. A study of the death of
Sahistosoma mansoni cercariae during penetration of mammalian
host skin: the influence of the ages of the cercariae and of

the host. Int. J. Parasit., 3: T89.

GRABAR, P. & BURTIN, P. - 1. 964. Immuno-electrophoretlic analy

gis. Amsterdam, London, New York. Elsevier Publishing Company.

MAAIJMAN, J.J.; van den BERG, P. & BRINKHOF, J. - 1.977, Immu-
noglobulin class and subclass levels in the serum of CBA mice

throughout life. Immunol.,32:923.

HILL, J. - 1.956. Chemoterapeutic studies with laboratory infeg

tions of 8. mansoni. Ann. trop. Med. Parasit., 50: 389.



67

HILLYER, G.V. & FRICK, L.P. ~ 1.967. Immunoprecipitins in Schistg
somg mansoni infections:s I - Mouse infections. Expl. Parasit.

3

20: 321.

HILLYER, G.V. -~ 1.969. Immunoprecipitins in Schistosoma mansont

infections: IV - Human infections. Fxpl. Parasit., 25: 376.

HOCKLEY, D.J. & McLAREN, D.J. - 1.973. Schistosoma mansoni: chan-

ges in the outer membrane of the tegument during development

form cercariae to adult worm. Int. J. Parasit., 3: L3.

HSU, S.Y. & HSU, H.F. - 1.964. Serum protein changes in rhesus
monkeus during immunization and following challenge by Schisto

gomaq mansoni. Zeit. Tropenmed. Parasit., 15:43.

KALPAKTSOGLOU, P.K.; HONG, R. & GOOD, R.A. - 1.973. The five clasg
ses of immunoglobulins in normal C3H and BALB/c mice. Immunol.,

24: 303,

KANAMURA, H.Y.K. = 1.976. Estudo de anticorpos anti- Schistosoma
mansoni como subsidio ao diagnbstico soroldgico da  esquistos
somose. Tese de mestrado apresentado ao Inst. de Cienc.Bioméd .

da USP.



68

KANAMURA, H.Y.; HOSHINO-SHIMIZU, S. & SILVA, L.C. - 1.978. Pat-
tern of class-specific fluorescent antibodies accordind to
the stagen of the infection in human schistosomiasis mansoni.

Rev. Inst. Med. trvop. de Sao Paulo., 20: 76.

KUNKEL, H.G. & SLATER, R.J. - 1.952., Electrophoresis in a starch

supporting medium. Proe. Soe. Eapl. Biol. Med. 80: 42,

LEWERT, R.M. - 1.970. Schistosomes - In G. J, JACKSON; R. HERMAN
& J. SINGER ~ Immunity to parasitic animals. The Rockefeller

University, N.Y., 2:981.

LIMA, A.O0. & SILVA, W.D, - 1.970. Imunclogia, Imunopatologia e

Alergia. 19 Ed. Guanabara Koogan S5.A. Rio.

MAGALHAES, L.A. & CARVALHO, J.F. - 1.968. Determinacio do niimero
de cercarias provenientes de cepas diferentes de Sehistosoma
mangoni que conseguem penetrar, sob determinadas condig¢oes de

laboratdorio, em Mus musculus. Rev. Sce. Bras. Med. trop.5:244

MAGALHAES, L.A. - 1.969. Técnica para avaliagdo da  viabilidade
de penetragao de cercdrias de Schistosoma mangoni @ Mus muscu-

lue. Hospital (Rio), 75: 1.663.



69

chemical gquantification of antigens by single radial immuno

diffusion. Immuncchemistry, 8: 238.

McLAREN, D.J.; HOCKLEY, D.J.:; GOLDRING, O.L. & HAMMOND, B.J., -
1.977. The tegumental membrane of Schistosoma mansoni: A mo-
del for studying the nature and function of intramembraneous
particles. Proe. 1 8t Int. Cong. Low temp. Biol. Mieros.,

Cambridge: 79.

MOTA~SANTOS, T.A.; GAZZINELLI, G.; RAMALHO-PINTO, F.J.; PELLE
GRINO, J. & SILVA, W.D. da. - 1.976. Immunodepression inmice
following Schistosoma mansoni infection. Rew. Inat. Med. trop.

de Sao Paulo, 18: 246.

MURGITA, R.A. & VAS, 8.I. - 1.970. Iscelectric separation of

mouse immunoglobulins. J. Immunol., 104: 514.

NETO, R.C.L. - 1.975. Estudo comparativo do comportamentc para
sitoldgico e imunoldgico das linhagens mineira e paulista do
Sehiatosoma maneoni Sambon, 1.8907.Tese de mestrado apresen

tada ao Inst. de Biol. da UNICAMP.

NASH, T.E. = 1.974. Localization cf the circulating antigen

with the gut of Schistosoma mangoni. Am. J. trop. Med. Hyg.,
23: 1.085,



70

OHWAKI, M.; YASUTAKE, N.; YASUI, H. & OGURA, R. - 1.977. A
comparative study on the humoral immune response in germ-

-free and conventional mice. Immunol. 32: 43.

OKOT-KOTBER, B.M. - 1.978. The development of stage-characterig
tic immunofluorescence pattern in experimental schistosomiasis

in mice. Ann. trop. Med. Parasit., 72: 255.

OUCHTERLONY, O. - 1.958. Diffusion-in-gel methods for immunolo-

gical analysis; In Progr. 4llerg., 5: 1.

OLIVER, L., & STIREWALT, M.A. - 1.952. An efficient method for

exposure of mice to cercariae of Schistosoma mansoni.J.Parasit.

38:19.

OLIVEIRA, A.R. - 1.975. Consideracoes sobre anti-soros obtidos

pela técnica de injegao de antigeno no linfonddulo. Summa

Phytopathologica, 1: 61.

Pan American Health Organization (PAHO) - 1.967. Immunologic ag

pects of parasitic infections. Scientific Publication n% 50.

PARAENSE, W.L., 1.959. - Histbrico. Rev. Bras. Malariol.e Doeng
trop., 11: 105.



71

PELLEGRINO, J. & MACEDO, D.G. - 1.955. A simplified method

for the concentration of cercariae. J. Parasit., 41: 329.

PHILLIPS, S,M.; REID, W.A.; BRUCE, J.I.; HEDLUND, K.;COLVIN,
R.C.; CAMPBELL, R. DIGGS,C.L. & SADUN, E.H. -1.975. The
cellular and humoral immune response to Schistosoma manso-
nt infections in inbred rats. I. Mechamisms during initial

exposure. Cell. Imm., 13: 99.

PHILLIPS, S.M.; REID, W.A.; KHOURY, P.B. & DOUGHTY, B.L. -
1.977. The cellular and humoral immune response to Schisto
aoma mansoni infections in inbred rats. IV . A posteriori

interpretations. 4m. J. trop. Med. Hyg., 26: 48.

SADUN, E.H. & WALTON, B.C. - 1.958. Studies on the host para
site relationships to Schistosoma mansoni. II. Quantitati
ve changes in the concentration of serum proteins in humans

and rabbits. Am. J. Hyg. 7: 500.

SHER, A.; MCINTYRE, 8. & van LICHTENBERG, F. - 1.977. Schia~
tosoma mansoni: Kinetics and class specificity of hypergam
maglobulinemia induced during murine infection.Fxp. Parasit.

41: 415.



72

FAHEY, J.L.; WUNDERLICH, J. & MISHEL, R. - 1.964. The immuno -
globulins of mice. I - Four major classes of immunoglobulins:

2 1 - : .
78 y*, 78 v, YlA(BZA)’ and 188 Y1m glcbulins. J. Expl. Med.

120y 223.

SMITHERS, S.R. & WALKER, P.J. - 1.961. Serum protein chagnes in
monkey infected with Schistosoma mansoni, with special refe -

rence to the metabolism of albumin. EFxpl. Parasit., 11:39.
SMITHERS, S.R. - 1.962. Stimulation of acquired resistence to

Schistosoma mansoni in monkeys: role of eggs and worms. Expl.

Parageit. 18: 263,

SMITHERS, S.R. & TERRY, R. - 1.969., The immunology of schisto =~

somiasis. Advane. Parasit., 7:41.

SMITHERS, 8.R. & TERRY, R. - 1.976. The immunology of schisto -

somiasis. Advane. Immunol., :399.

SMITHERS, S.R.; McLAREN, D.J. & RAMALHO- PINTO, F.J. - 1.977

§

Immunity to schistosomes: the target. Am. J. trop. Med. Hyg.

Z6: 11.



73

VATTUONE, N.H.; SZARFMAN, A. & GONZALEZ-CAPPA, S.M. - 1.973.
Antibody response and immunoglobulin levels in humans with
acute ou chronic Trypanocsoma cruzi infections (Chagas’Disease)

J. trop. Med. Hyg., 61:795.

WARREN, K.S. 1.967. A comparison of Ruerto Rican, Brazilian ,
Egyptian and Tanzanian strains of Schietosoma mansoni in mice;
penetration of cercariae, maturation of schistosomes and pro

duction of liver disease.Tras. Roy. trop. Med. Hyg.,81:795.

WEICHSELBAUM, T.E. - 1.946. An accurate and rapid method for
the determination of protein in small amount of blood sexrum

and plasma. Amer. J. Clin. Path. Tech., 10:40.

World Health Organization (WHO) - 1.974. Immunclogy of schistg

somiasis (Memoranda). Bull. Wlth. Org., 61: 553,



APENDICE

ANALTSES

ESTATISTICAS
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1. Referentes 3 quantificagio de areas da IgA.

APENDICE Ela

Valores correspondentes as quantificacoes (A e B) das areas da IgA

L

SEMANAS INFECTADOS CONTROLE

APDS

EXPOSIGAO A B TOTAL A B TOTAL
1 0,33 0,30 0,63 0,23 0,22 0,43
11 0,73 0,77 1,50 0,49 0,44 0,93
IT1 0,60 0,56 1,16 0,64 0,60 1,24
IV 0,51 0,54 1,05 0,48 0,56 1,04
v 0,92 0,88 1,80 1,10 0,88 1,98
VI 1,48 1,30 2,78 0,84 0,80 1,64
VII 1,43 1,32 2,75 0,39 0,39 0,78
VIII 1,96 1,76 3,71 0,40 0,43 0,83
TOTAL 7,95 7,43 15,38 4,57 4,32 8,89

Total Geral = 24,27

X = 0,7584375
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APENDICE Eld

78

TESTE DE U ENTRE AS MEDIDAS DOS GRUPOS INFECTADOS E CONTROLE

DA IgA,

NAS OLTIMAS TRES SEMANAS,

SEMANAS INFECTADO CONTROLE
APDS
EXPOSIGAO X RANKS X RANKS
VI 2,78 5,0 1,64 3,0
VII 2,75 4,0 0,78 1,0
VIII 3,71 6,0 0,83 2,0
TOTAL 15,0 6,0
Uu.1. = 9.0 Uu.Cc. = 0*

U. min, = 0 < 3; Sig. (p = 0,05)



79
2. Referentes & quantificacdode areas IgM.

APENDICE E2a

Valores correspondentes as quantificagoes (A e B) das areas da IgM.

SEMANA INFECTADOS CONTROLE

APDS

EXPOSIGAD A B TOTAL A B TOTAL TOTAL GERAL
I 0,85 0,85 1,70 0,74 0,84 1,58 3,28
11 1,14 1,11 2,25 0,82 0,84 1,66 3,91
111 0,85 0,82 1,67 0,87 0,84 1,77 3,38
v 1,00 0,85 1,85 0,63 0,84 1,47 3,32
v 1,15 1,05 2,20 1,49 1,08 2,57 4,77
Vi 1,12 1,26 2,38 1,05 0,96 2,01 4,39
VII 1,61 1,10 2,71 0,90 0,90 1,80 4,51
VIII 1,78 1,62 3,40 0,76 0,70 1,46 4,86

TOTAL 9,50 8,66 18,16 7,26 7,00 14,26 32.42




APENDICE

EZ2D

Distribuicao dos valores obtidos da quantificacao da IgM.

80

SEMANA QUANTIFICAGOES TRATAMENTOS
APDS

EXPOSICAD JI+ALC B.I+B.C TOTAL I C TOTAL
I 1,59 1,69 3,28 1,70 1,58 3.28
Il 1,96 1,95 3.91 2,25 1,66 3.91
ITI 1,72 1,66 3,38 1,67 1,71 3,38
Iv 1,63 1,69 3,32 1,85 1,47 3,32
¥ 2,64 2,13 4,77 2,20 2,57 4,77
VI 2,17 2,22 4,39 2,38 2,01 4,39
V11 2,51 2,00 4,51 2,71 1,80 4,51
VITI 2,54 2,32 4,56 3,40 1.46 4,86
TOTAL 16,76 15,66 32,42 18,16 14,26 32,47




APENDICE E2c

.81

QUANTIFICAGAD TRATAMENTOS
INFECTADOS CONTROLE TOTAL
A 9,50 7,26 16,76
B 8,66 7,00 15,66
TOTAL 18,16 14,26 32,42

X = 1,013125
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APENDICE g2f

TESTE DE U ENTRE AS MEDIAS DOS GRUPOS INFECTADOS E CONTROLE
IgM , NAS ULTIMAS TRES SEMANAS.

SEMANAS INFECTADO CONTROLE
APTS

EXPOSIGAD X RANES X RANKS

VI 2,38 4,0 2,01 3,0

VIl 2,71 6,0 1,80 2,0

VIII 3,40 5,0 1,46 1,0
TOTAL 15,0 6,0
Uu.I. = 9,0 u.c. = 0%

Umin, = 0 > 3; * Sig. (p = 0,08)



3. Referentes a quantificacaode IgG 1

APENDICE

F3a

TESTE DE WILCOXON PARA GRUPO INFECTADO.

85

SEMANAS DETERMINAGOES

APDS

EXPOSICAO A B X di RANKS Pos. Neg.
1 1,38 1,20 1,29 0,18 4,0 4,0 -
11 2,00 1,92 1,96 0,08 2,0 2,0 -
I11 1,61 1,54 1,57 0,07 1,0 1,0 -
1v 1,54 1,54 1,54 0,00 0,0 0,0 -
Y 2,32 2,00 2,16 0,32 6,0 6.0 -
V1 2,24 2,52 2,38 0,28 5,0 - 5,0
VII 2,80 2,70 2,75 0,10 3,0 3,0 -
VIII 3,90 3,41 3,65 0,49 7,0 7,0 -
Total 23,0 5,0

I mIn. = 5 > 2 NS para n = 7; Aceito nivel 0,6 %
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APENDICE E3b

TESTE DE WILCOXON PARA GRUPO CONTROLE,

SEMANAS DETERMINAGOES

APOS

EXPOSICAO A B X di RANKS  Pos. Neg.
1 1.42 1.60 1.51 ~0.22 ~7.0 - 7.0
11 1.57 1.60 1.58 -0.17 -5.0 - 5.0
111 1,80 1.60 1.70 0.20 6.0 6.0 -
Iv 1.43 1.40 1.41 0.03 1.0 1.0 -
v 1.92 1.84 1.88 0.08 2.5 2.5 -
VI 1.84 1.76 1.80 0.08 2.5 2.5 -
VII 1.50 1.40 1.45 0.10 4.0 4.0 -
VIIT 1,40 1.14 1.27 0.30 8.0 8.0 -

I min. = 12 >4 NS para n = 8; Aceito nfvel 0,5 %



APEND

ICE

E3c

87

TESTE DE U PARA ESTUDO DA RELAGAO ENTRE 0S DADOS DOS GRUPOS

CONTROLE E INFECTADO.

SEMANAS MEDIAS ARTIMETICAS
APBS
EXPOSICAD CONTROLE(C)  INFECTADO(I) RANKS €  RANKS I
I 1,51 1,29 1 2
Il 1,58 1,96 3 6
I 1,70 1,57 4 7
v 1,41 1,54 5 12
v 1,88 2,16 8 13
Vi1 1,80 2,38 9 14
VIl 1,45 2,75 10 15
VIII 1.27 3,65 1 16
TOTAL 51 85
U.C. = 64 + 36 - 85 = 15 U. min. = 15; Sig. para n =16;
U.I1. = 64 + 36 - 51 = 49 p % = 0,47
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Valores referentes a quantificacao (A e B) da IgG2a.

APENDICE Eda

Referentes a quantificacao de IgG 2 a

SEMANAS INFECTADO CONTROLE

APTS

EXPOSIGAO A B TOTAL A B TOTAL
I 0,18 0,16 0,34 0,02 0,02 0,04
11 0,39 0,40 0,79 0,11 0,12 0,23
ITI 0,21 0.21 0,42 0,30 0,27 0,30
Iy 0,18 0,19 0,37 0,14 0,14 0,28
v 0,01 0,01 0,02 0,12 0,12 0,24
VI 0,24 0,24 0,48 0,33 0,33 0,66
VII 0,08 0,10 0,18 0,21 0,22 0,43
VIII 0,36 0,30 0,66 0,21 0,21 0,42

88



APENDICE E4b

TESTE "t" PRA GRUPOS INFECTADOS E CONTROLE DA Igt 2a

GRUPO Xp S

INFECTADO 0,0250 0,005 0,664

CONTROLE 0,0625 1,782 0,099

8¢9
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APENDICE Edc

TESTE DE U ENTRE AS MEDIAS DOS GRUPOS INFECTADOS E CONTROLES DA

Igh 2a.
SEMANAS INFECTADO CONTROLE
APDS
EXPOSIGAQ X RANKS X RANKS
I 0,17 7,0 0,02 2,0
II 0,39 16,0 0,11 4,0
IT1 0,21 10,0 0,28 13,0
IV 0,18 8,0 0,14 6,0
v 0,01 1,0 0,12 5,0
VI 0,24 12,0 0,33 14,5
VII 0,09 3,0 0,21 10,0
VIII 0,33 14,5 0,21 10,0

TOTAL 91,5 64,5
U.1. = 35,5 u.€. = 28,5
U. min., = 28,5 > 4 para N = 7
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5. Referentes a quantificacao de areas IgG 2b

APENDICE Eb5a

VALORES REFERENTES A QUANTIFICACAO DOS GRUPOS INFECTADOS E CON
TROLES IgG 2b

SEMANAS INFACTADOS CONTROLE

APTS

EXPOSICAO A B TOTAL A B TOTAL
I 0,30 0,28 0,58 0,07 0,12 0,19
It 0,64 0,63 1,27 0,564 0,42 0,96
111 0,33 0,30 0,63 0,54 0,58 1.12
IV 0.42 0,49 0,84 0,66 0,56 1.12
v 0,18 0,18 0,36 0,52 0,48 1,00
V1 0,25 0,24 0,49 0,56 0,56 1.12
VIl 0,33 0,34 0,67 0,30 0,30 0,60

VIII 0,84 0,84 1,68 0,30 0,33 0,63
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APENDICE E5b

TESTE "t* PARA GRUPOS INFECTADOS E CONTROLE DA IgG 2b.

GRUPO

><
o
3

INFECTADO 0,75 1,2817 1,655

CONTROLE 0,75 3,0589 0,693
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APENDICE Ebc

TESTE DE U ENTRE AS MEDIAS DOS GRUPOS INFECTADOS E CONTROLES DA
1gG 2b.

SEMANA INFECTADO CONTROLE
APDS
EXPOSIGAO X RANKS X RANKS
I 0,29 4,0 0,9 1,0
I1 0,63 15,0 0,48 10,0
ITI 0,31 6,5 0,566 13,0
Iv 0,42 9,0 0.56 13.0
Y 0,18 Z2,0 0,50 11,0
Vi 0,24 3,0 0,56 13,0
VII 0,33 8,0 0,30 5,0
VITI 0,84 16,0 0,31 6,5
TOTAL 63,5 72,5
u.I. = 36,5 u.c. = 27,5

U, min., = 27,5 > 16; NS para N = 7



