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1- -~ INTRODUCAO:

3 asgulistossonoze & gma doenca gus2 acoast 296

]

nilisdes de pessoas guz habitam a Fegido Tropical (FHD 13303). Dos
guais, 8 nilhdes sio de brasileiros, distribuidos pelas Regiss s
H§ordests 2 Sugdeste dn pais  {FRIITAS, 1372, &4  sSua origsas.
aptretantoe, £ completazente dszsconhecida para  8d5. Sagunio
BUFFRR, 1910 [PAHBEN3E, 19593, esta doenca =xiste a mals 3900
apss, uUma vez gue foram encontradas @mizias vparasitadas con

Schistosoma maasoai

Apesar de tratar-se de doenca  bastantes antiga., a

2aguaistosgor s 81 2 constitul arave kel e Saad
zsggistossonoss ainda s= stityl gra pro-lesa para a aie

Pablica, aczarretando preduizos de orden scondzica devido a

proslems zddico-sonial sa

Yarios centros de pesdaisa, tanto en palise s
desenvolvidos, copo 28 dzsenvolvimento, v3n estudando esta doenca
com o ohietivo 42 conhecer a relacio esguistossono-hospedsirco,
zomo Gaica saida racional para avlicacdes de medidas vrofilsticas
2 terapduticas eficrzes, visto gum, o5 governos Jd=2ssSes  paisss.,
lancanm mio de wmedidas paliativas para o controle da doenca.

asguacends de dar prioridade a progranpas educacionais ie



zoascientizacidn 4da populaciao, n&80 52  preocuvandis tambsm, =2

Zdestinar verhas para anlicacdes de madidas ocorretas de infra-

fi

eztrutura er 3Sadde Pablica, o gus levaria a erradicacio da

b

do2nca. Entre os estudos realizados, destaca-se 03 gue envolyan a
imunopatolosia da esguistossomose, tants em pacientas como tanmbsdn

en rosdores experimsntals ({WARREH, 1972: ®isH, 1982: 3435733,

¥o Haranhido, embora se saiba gue a esguistossononsa
foi introduzids no séoculo IVII, provavelmente pelo trafico e

s

escravos paraszitados, oriundos da Africa para os grandes engenhns

g

ioralizados em Turizecun e Cgorurann {ALVIH FEIQUBYE, 13741, a
ncidéncia desta parasitoss continua alta, 3 difuzio da dosnca, a
partic destas duas localidades, atinogin toda 3 regifo da Baixada

Maraashense, onde 530 reglistrados indices elevados de pravalsncia.,

€4
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o

i

zeguado a ctited Bento 7,2% 2 Santa Helspa 9,3%. Essas

Bty
]

e

4]

indices atuais, nio dif 2 dos deterziaados om 1960 a despeizs

de grandes investimentos de recuarsos pablicos eampregados na

tentativa de controlar a doenca, Dela SOT3M-¥A. O3 doentes 330
tratados semapainente, 2 o8 focos 5&0 conbatidos zon

molascocidas. “mbora, esta alta prevalsncia nio seda verdadeira
para todas as localidades da regisdos, a maioria dos dadozs,
Justifica a hipétese de gue a <cadeia epideniolségica vem seslo

ativada. Poder-se~ia vpensar sobre dois aspectos: o primeiro,

staria relacionado con a inseficisdncia maiodoldagica enmpregada

i
Ui

[*]

2105 orgdos de S5adde Pablica, mais oprecisamente a SUTAM, O

segundo. alaues outro fator, como por eoxenvls ogitroe hospadeirns

[y



Jefinitivo difersnte 490 homem, estaria influindo na manustencdo da

cadeis am atividads,

Descarta-se o primeiro aspacto, pelo fato de gus, a
Zmguistossoness, 2m algamas localidades da Baixada Haranheass,
ast4 controlada, sem prevaldncia da parasitose, com a mesma

metndologlia gue 4 empragada e todn o territério nacionala.

Sobre o segundo aspecto, 0 gue S gabs & gus, nos
canpos 4o Hunicipio de 330 Bento, existen roesdores silvestres gus
participas da cadeia spidenmioldgica 30 parasita, ez varalelo ao

LORAS Ba

¥esta linha de investicacido, o arups de pesggisadorss
340 Programa de Imunologla da UFPMAE, sugeriu como novo molslo =sy-

perimental do S. @mansoni, o roelor silvestre Holochilus

brasiliensis saasus THOMAS, 1397, por  gser  hospedeiro

daefinitivoe do verme na Pré-imazdénia.

3lsuns gaztudos deste zodelo, nataral 2
e¥parimentalmente infectadoe cop S. wmansoni, Leishamaaia e
Filaria , descrevems as lesdes aprasentadas pelo Holochilas
brasiliemsis manus (3AS5T03 & cols., 1984a). Destaca-se ainda o
estudos de c4lulas sanguiz=sas periféricas em animals nascidos =23

iotério ¢ emn aanimais do gcampo  {BASTOS & COLlaa 1235a)

&

oy

etarginacdn 4z indices glicEmicos e2m roedores com Aifsrentes

[

a
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A

LR e B col., 1985Sby: dosagen de fatores hunorais,
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tais como, ilpumoglobulinas (BASTORS & ool., 1334b) 2 compponsnies

T3 [3A5T0S & col., 15840).

Az oprincipais vantagens da utilizacio deste rosdor.
referen-se i facilidade de criacdoc e manutencio =n biotsrioc: a
233uistossonoss evéiuir para a forma grave, 42 maneira ssnelhante
i esguistossomose huzana e de ser uma espécis comprovadamente
1ifasora da doenca: vpor albergar grande carga parasitariaz
2liginar oves vidveis pelas fezes & ser sacontrada parasitaia
durante todo o0 ano (VEIGA-ROURGRUAD:; LEMOS-NBETO & BASTOS, 1987 .
Zantretanto, estes dados sic insuficientes para a conprovacido da
segunda hiopstese. Faltam informacdes sobre o gue ooorre =z
localidades onda o Holochilus 4 o dnico hospedeiro definitivo.
ie =modo gue Sz possa analisar cozparativanmente, astes dados, oCon
as informacdes de outras lecalidades, em gue o homen co-habita

coa 085 rosdoles. Estes sstudos epidemioslidagicos vam ssndo feitos

aa Pré-Amazdnia, nela =wguipe de pesgyisadores do Programa de
Imanoiogia da UFHA. gue esperan «p breve, epcontrar resposta a

a3ta indagacio.

P3r  ser o Holochilas sa nove acdelo experimental

para 2 @#stydo da Esgulstossomosme {BASTOS § col.,. 198B4ay, s isten
POUCASs infermacdes a respaite deste animal, necessitazis

portanto, conhecimsntos sobre outros aspectos. Estudos sobre a
pinlogia do Bolochilas 23 laboratéric & pa Pré&-Amazdnia HELC
{1386 & LEHCS-HETD (1%87) respectivanente: & tambsn o papel g

roz2dor silvestre na gpldemiologia da esgulstossonose $B80URGETAD»



LEASGS3-URTC £ BR3TOS, 1987y, contribuiranm para 0 maelhor

e

enteadimento da relacdo Holochilus - S. mansoni

Ghietivados em coatribuir na isplementacdo da relacao
Holochilas-S. mansoni., analisog-se a resposta imugne-hunnral deste
hospedeiro silvestre, associada ¢om 98 aspectos histo-patologizos
das lestes duyrante 8 senanas de infeccdn com a linhagerm humana 4c
Esguistossono, ftomaando cono parimetron, 25 Ffondmenos obsarvados en
furipos opor BASTIS {19843y,  Para ssta abordagsem, u303-sSe as
técnicas de: Iaunoeletroforese bidimerncional: imunoflucresciancia
indireta; Trnunodifusso radial simples e estudo histo-patolaagica

de figado & intestine 4os roedores na 3a. samana ds2 infeccio.

#3]



2- ~ MATERIAIS E METODOS:-

2.1 PROCEDENCIZ DOS ROEDORES SILVESTRES

Jtilizoua-se dez roednras silvestres, con 30 dias
de vida, do Bietério da Universidade FPsderal 49 Haranhao.
classificados coso Holochilus - brasiliessis - nanas,

1897, = descendentes de roedores capturados na Regiio da

Baixada Maranhenso.

Bividiu-se este total de animais am dois grupos nusericaments

iguais;:

H Graro de animais infectados ooz Schistosoema mansoni (37 @

» Grupe Tontrols da experidacia {30) .

2.2 INFECCAC EFRIPERIMENTAL DCS ROEDORES.

©oh




2.2.1 Isclamento da linhagenr humana {H) de S. mansoni.

05 miracidicos 8 farazm ohtidos de ovos 42 Se

magsoeni, isolados de fezes humanas de dospntes autéctones

33 cidade de 3S3g Bento, localizada na Pré-~AmaziSnia,

ma&todo utilizado sszguln as orientac3ses descritas

BASTOS & C0OlSas 18749, gusz tem por base o asdiodo de

= digentacio @spontinea. Em sedguida, estes miracidios

fsl
k™)

efa}

o

foraw utilizados vara a infeccdn =3 massa (3TANDEN. 1352

de PBiomphalaria gqlabrata,.

descendentes de soluscos golstados sz S30 Ranto.

2.2.2 Imfeccdo do Holochilas brasiliensis nasus con

linhagen humana {H) de S. mansoni

i

Pas

nascidas esa laboratsrio.

=

a

sados 30 dias da exposicio dos moluscos

ans miracidios da linhagen hupana de Schistosoma mansoni.

procedan-se a obitencic de cercarias segundo  técpica

PELEGRINO & MACEDD, 1955.

ie

A4 infeccas ipdividaal dos roedorss foi fFaita

pala ¢andsa, utilizando-se 200 cercarias, contadas =m lupa

astereoschpica, con apzilio de uma pipesta Pastour.

As

carcarias foranz colocadas ez tubos Az e2asaio de 1031,

contenin sgua 3 tesmperatursz de 28,7, agnecidas
idanadas elétricas. 3 cauda de cada roedor foil imersa

suEpensio cercariana por duas horas [OLIVIER

poL

03

&



STIREWHALT, 1952: BS5TIREHALT & BEOYSOWH, 1955). Apds es53

h

pericdn, forman retirados e mantidos en gaiala

i

apropriadas no Rintirio.

2.3 COLETA DE SOROS DOS ROEDORES

i

s  aninals infsctados %Y e contreles {5y, foran

sangradons sepanainmente, da 1a. até a Ba. semana de infacca

[*

.
por ¥ia oftdlmica {RILBY., 1950) . 08 sorss foram ssparados e
centrifauvados a3 2005, sor 10 minutos. Ta seguida foil feito an
#poolY dos soros infectados & dos controles, de acordo com  a

semana fe Iinfeccids e foram armazenados o8 congelador ate

]

aczentn do nsgo. Para identificacio, o5 soroes infectado

in

receberan 3 sigla In 2 os controles Cn, sends #¥a®” sguivalente
ao naBpeTO de sSesganas transcorridas, desde a data da

infeccio.

OBTENCIO DE IMUNE-SOROS REAGENTES

2+ 4%.1 Preparacio de imune~soro anti-soro total de roedor

{fanti~SR) e da fracdo qglobulinica de Holochilus.

Animais nascidos = Biotério, descepdeantes de
HBolochilus cavpturados em S8c Bsato, foram sangrados nalo
plexo braguial. O 3oro obtideo foi utilizado como antigsng
para isunizacdo de carnelro, provenisate do Biotédrioc da

JP#i. 0 antigeno foi preparado smulsiocanando-s2 1 anl ds

jeel




=13

soro total na goncentracdo de 10 ma/ai proteimas  totals

F

en 1 @l de adduvante completo de Freund. Este volume foi
ditribuids o3 10 aplicac8es 42 3,2 8L, iatradéraicas, ng
dorse do apimal. Passados 30 dias, fez-ss a segunda
inoculacdo antigsnica cox adduvante incompleto de Freund.
Apds uma sezpana, o titule zostron-se satisfatdric no sorg

anti~-SR8.

2o da 1l Isolamento da fracido alnbulinica.

Para o isolamento da  fracan globalinica

4o 3010 de rosdor, utilizou~se a elstroforsss

rreparativa 23 bloce de amidn {EPBAY, baseada na3

4

éconica de KUNKEL & SLATER, 1952. O tazpdo uatilizado

ey

iz

o o Tris-HCl 0,054, pH 8,8. A cuba, previamente

dntada cozs Hudisl, fol presnchida com 380 gr. 82 anides

de zilho {#aizenal, disseolvidos em 250 al de taspio.

2 conjunto fol submetido a r4apida secagen em es3tufa.

3 13 da cuba, en relacio ao cadtodn,
abris-s2 a canaleta 42 1 ¥ 10 gom, a gual foai
preanchida ece 5 @ml de soro toital de  rosdor.
nreviasente misturados com a Haigena retirada da
canaleta até atingir a mesma consisténcia. O confuate
foi cobarto comn tampa prépria, £ o sistsaa
elatroforético fol mantido =22 ageoladeira. Utilizou-s3e

250 ¥/cm, darante 24 horas, sob woltagesm oonstante.,

(R4




24 4.

Apds a forese o© tkloco de anpido foil recortado erw
fatias de¢ 1 x 10 ¢z, obedecendo a numevracio da ouba
{1-3%). Estas fatias forar 4ilsidas em taapio (2,0
2L/fatia), e oS schrenadantes apdés sedimentacin,

foras selecionados por imunoelstroforess tino Rocket.

1«2 Imunoeletroforess tipo rocketr [ISL .

& imunceletroforese tivo rocket {axelsar
& zols , 1973y, realizou~se em placas d2 vidro de %
¥ 11 cm, wus serviram de suporte para 16 pl de
agarose a 1% em tazpido Tris-HCL (0,058, opd 8,3}
contendo anti-soroc total de roedor diluido a 1:40.

ohtido =2m carTneiro.

¥o teotal, aplicou-se 35 amostras, e

aproximsadamente 1 ul cada. O condunto Foi submetido a
Y V/caz, duarante 15 horas. Decoarrido este teans,
rrocedeu-se sucessivas lavagens em salina 3,154
durante 24 horas, apndés as guais a placa Foi corada
pelo Coomassis Blue. Apd3s analise 4o resaltads,
repetiv-se a TER para as 12 fracdes coasideradas
erincipais. Fol selecionada a fracao rica anm

alobalinas para obtencan 2 soro anti- globulinas.

il



2.4 2 Obtencio de soroe anti-globulinas de roedores.

3 fracidc globulina eobtida, feoi inoculada =1
coelho., Uz aL de Ad-iuvante Completn da FPreand, f£oi
exudlsionado ¢onm 1 pl da fracdo aglobulina na diluicdao de
1/10. O volume final foi distribuido em 04 aliguoias ¢
inoculadas por via intra-muscular nas patas 4o animal.
s dinoculacoes das vpatas +traseiras foram feitas a5
reqgides vréximas aocs cidnglios popliteos {CLIVEIZA, 1973) .
Decorridos 30 dias apdés a primeira indecdo, 03 coelhos
forag inoculados novarente, en varios pontos distribuidos
a0 derso do aniwal, com  antigeno preparads de  maneirTa
idsdntica. 03 anti-soros obtidos 20 diasz apés a nltinma
inoculacio, foram analigados Lor imunodifusac

(DUCHTERLOYY, 1558) e apresentaranm o titalo de 1/15.

2+5 BSTUDOS DOS ANTICORPOS SERICUS PRODUZIDOS DURANTE © PROCESSO
IRPECCIOSO

2+5. 1 Imunceletroforese Bidimensional ({IEB).

05 16 sores, 8 42 50 {0 2 8 do 8T Iy, foran
analisados por IEB {AYFEL3EN: XROL & dEEKE, 1373) frente
30 scoro anti-globulinas diluidec a 1/20, em solucioc tamnio
Veropal HIZ1 {0,054, pH 8,8). 14 distribuicio de amostras
dos soros C e I pode ser verificada nas figuras 1 & 2.

Ytiliznu~s32 0 volume de 1 uaL/amostra. A primeirsa

11



sistroforese fol fszsita cop BY¥/cm, daraante 1 hora = 28

minutos, a sgsegunda coxn 1¥/ce durante 15 horas.

2.5.2 Andlise dos soros anti~S.pamsoni por imunofluorescéncia

4 imunofluorescincia ipndirsta (SADUN & cola
1969y foi realizada, sobhre cortes histoldgicos 42 vermas
adul tos,. Para tanto. procedesu-ss da seguinte forzas
vermes recén colhidos foras lavados trids veres sm solucias
salina fisiolégica {10.,15%Y, com uma hora deo daracdo cada
lavagern {BASTORS, 197%9). Ea seguida, foram colocados =2z
Figador 42 Rossmpan {905 81 de etanol 100% saturado oow
drcido picrico e 10 nL de formaldeido a 37%}, por 15 horas
{HASPE, 13974). Avnds a fixacado os vermes foram incluidos ==

parafinag e gcera {2 : 1} 2 cortes de 5 ym foras obtiions

conforas nrocedimentos histnldoicos rotineiros.

REACQES: Para retirada da parafina, as liminas forarn
colocadas su =e=stufa; submetidas a banhos de xilol
sucaessivos, de 15 minutos gada. Procedeu-se, eatio. a
hidratacio dos cortes vela zsrie de 4lcoois 1100% a
10%)y, =2 duas lavagens sucessivas com solugcdo salina
tanpronada {pd 7.2 0,01 de dez minutos cada. Ands
£5%8 procediianento, as lininas foras sSeca g
parcialmente =& suzeradas de acorde com a semana de

infeccido dos rosdores (15, 2%, wewes 35V. 05 soros




izunmes diluidos =m série, a paritir d=2 110 atsd 1/%40,
duntaments cCcomB 05 respsctivos controles, foran
adicionados sobIe 08 corites. A5 laminas forarm
incubadas #r cimara amida por 34 minutos, em estufa 3
37.L. Apds ¢ tempo da  reacido, 38 lidminas forarm
lavadas tré&s vezes ocom PBS, por 10 mimutos cada
lavagen. Com as liminas varcialmente 32C3S,
colocoua-sse contugado anti-Igid ou anti-Iga de
capgndongs {HELOY LARY ou anti-Iald de rato (HAVLAYD
LA3Y wmarcades ¢oBm  isgtiocianato de flooresceina.,
diluidos 1/50 22 Azul d2 Evans, previamente diluido
23 solucdo P3RS pH  T,2 a 1:10.L0920 {¥ASH, 1574). &
reacdo duron 4% asinputos., en cizara amida, 3 37.C.
ipss a incubaci3s, as laminas foram lavadas tré&s vezes
2@ PBS & montadas e glicerina alcalinizada ooz

taprio carbonato (pH 9,0 . 3 Isitura dos resultados

f0i realizada em microscédpin Zeiss, contendo idmpada
de  halogsdnio 12V 100¥ e filtros barreira T 510 LE

520,

2+5.3 Imunodifusido radial simples dos soros anti~S.mansoni.

Para esta finalidade, preconizos-s2 a técnica
de HANCI®I & c¢ols., 196%. & ideatificacéao das
imancaiobulinas dos Holochilus, foi feita com sgoros
padrdes fanti-imuncglobulinas de cvamundcangoes obtidos eon

coel kos) procedentes 4o Departamento de Izunologia da




URTICA#D. Eztes anti-scoros fanti-TaX: apti-Ig3 a
anti-Ia32ay, foram diluidos 232 15 nl 42 agarose {8I0 RAZD
Labt a 1% em Tampdo Veromal Avgetato, 9,18 . nH 3,5

tat

W

iy

{(%arhitons AcC Buffer Rlectrovhoresis, SIGIDE LTDAY,
ni proporcan de 1730. Deixou-se reagir 100 dos s82r00s
controles [(C1 a <C8) e infectados {I1 a I8y durante 24
horas. & revselacdo foi feita com Coemassie RBlus. O3
disdmpetros 403 halos d= precipitacio, foram sedidos ¢

cogparados com agusles 40s soros padrdes de camuniongos

{fouse Immunogliobulin-daloy Lab.)

2+ 5. 3.1 Absorcidc de sore de roedor aati-S.mapsoni con

antigenos 40 parasita.

Yarnes adultos iiofilizados foras

vglverizados en gral & hozogeneizadceos com 1.3 ol de

PEE pH 7,2. Uma alicuota de 1 9l A2 pogl do soro de
Bolochilus referentes a %a. sompana 4d4¢ infecedo, foi
incubkada coz 1 81 do homogeneizado por 45 szia. a 37.

., ADAS a incubacido, 0 soroe foi centrifugade a 1.506

;'ﬂ

ey

rpr por 15 min.. a #.C [SHEER & cols., 1977 .
Eetirou-s2 1 mL do scohrenafante para araazZenansnto 2@
congelador. Adoctou-se a téecnica de ipunodifusio ra-
dial simples, para tesiar o3 sSOrLos abgorvido & =miag
absorvido, d4ilsidos 1/30 oz agarosa, frente ans soros

anti~Ia: 2 Tg® de capundongs & soro anti-Igs d8 ratoa.

14




Deizxou~se reagir por 18 horas 3 temperaturs azbisnts,

antes da revelacio com Coomassie Bluo.

2.6 OBSERVACUES ANATOMO-PATOLOGICAS DE PIGADO E INTESTINO DO

Holochilus b. nanusg INFECTADO COM S. - ma

Ao termimgo  da 83. S£mana de infecgiaon, o0&
Helochilys infectados foranm necropsiados. Retirnu-se o8

verges ceatides no  figads e mesentério, pela técnica deg

perfusido {(BRE¥YER, 1982Y. Foi retirado figado e intesting
para Ffizxacéo 2R sScluacido de formol a 19%. Procedeg-s= 3
técnica rotiazira de inclusioc em parafina. 35 cCcortiss

aistolsdaicoes de 5 up foram corados com hematoxilina-sosina

para exage en microscopia édptica comum.




3- - RESULIADOS:-

3.1

OBTENCA0 DA FRACKC GLOBULINICA

Para apalisze das 3% fracses 42 s0r0 noarzal de
Holockilus obtidas p=la Eletrcforese Preparativa e=m Bloco de
amido {EPBAY, utilizou-s2 soro de carneire aanti-sors total dgo
roaeder, o gual apresentou gz titulo de= 1732, guands testadc
por difwsio dupla frente a0 antigeno aspecifico, na
concentraciao de 500 ug/#i. As fracBes cbktidas pa EPBA forarw

cambén apaliszdas por especirofotometria 23 Ju¥. {2 = 23¢

AAY . Bz 12 aliguotas gus aprasentaran DO nais altas forarwm

subpetidas a3 imunosletroforess tipo EBocket contra sorc de
carneiro anti-soro total de rosdor na diluicio de 1720, conmo
padronizado antericrsente. Das 12 fracsdes, escolhen-ze aguzla

gie apresenton sistena orecipitante hoaogeneo = o0

mobilidade eletroforética associala gom a fracido globuliaa,
para a isunigacido de coslikos = obtenc3o de sSore anti-

Jlobulinas.,



3.2 0 SOB0 ANTI-GLOBULINAS DE ROEDORES

3.3

0 soro anti-globulinas anresentou o titals supe -
rior a /%6, aquando apalisado por dupla difusao en gel. Este
dado, perpitig a utilizacace deste gors para analises  dos

Alseansional.

s

soros anti-S.mansoni . por imurnsletroforese b

ANALISE DOS SOROS ANTI~S.pansoni POR IMUNOELETROFORESE

BIDIBENSICHAL {IEB).

A4 anadiisse dos 16 soros, realizada ew lizmizas de
agarocse gue Toraz submetidas 3 IBER (Pigs. 1 = 2%y, dsaonstron

reacdes de  precipitacidc 23 todos o3 pontos de aplicacso do

]

S0TDS e andliss.

Bos sistemas precipitantes, dastacaram-se banda

7]

Fue Dperzansceran vroxisas aé ponto de aplicacadp &, taambén,
ogtras wais eletropegativas {1 a 5y, gus arresentaras
#udancas nas dreas reativas, de acorde con o periodn de
infeccic. Eabora nio s¢ tephas identificado as classes de
imunoglokbulinas, houve indicacio gus ocoorren zuzmento 4o Tas,
desde a primeira  sepana de infeccidc. Alem disso, ficog
deponstrads gue mais de 5 sistesas estio eavolvidos com o

processe de evolucido do verme no interior 4o hospedeirs e os

$itulos cresceran conccomitantemente ao processo infeccioso.

17
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Fige 1 &

J
}

Imunoelatro Forese bidimensional do0s SO0TUoS.
Normais (<Y e infectados {I) conm S.manscai-
Aurante ocit o semanas de observacio.

Agarose a 1 % en solucdo tasmpido veronal — HCL
(0,05 % + ©H: 8,8 1. corrida 6 ¥/cm 3 1,20 4 ¢

2. corrida 1 ¥V/c3 , 15 H.)

i

1E




3.4 COMPORTAMENTC DOS SOBOS ANTI-S. HBANSONI EX ANALISE DE

IMUNODIFUSAO RADIAL SINPLES.

4 analise dos soros por iaunodifusio radiazl,

denonsirod gus as inunocdiobulinas 4, % 2 32a es5tio snvolviias

[}

pa resposta imune ac S. manscnia.

¥as primeiras senmanas, 23 ordem  decrescents, as
zconcentraches foran ragistradas da saguinte fForma: I[g9872a, Iai

@ IgHd (Fig. T .

Entre a terceira £ 3 guinta semapnas de ianfaccean,
redgistrou-se discreto aunento de Tgi = substancial elovacin
Ga Igd. A Ig32a ficoz abaixo da relasio I/C igual a 1 Ifia.

3.

¥o Dpariods final, & maior cConoentracan ie

imunoglobalina £o0l representada pela Iagi, seguids da Ig¥ 2 da

19
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3a a1 Anslise do soro anti-S.zaasoni

imunodifusdo radial sisples

Para verificar-s= a3 espscificidades  das

absorvido., por

;Ll
b

1=

¢

contidas nos sores dos roedores infectados, analisaias

por imupodifusso radial simples frante AOS

DroE

(it

anti-IaG2a, anti-IgA ¢ anti-To¥ de camandongo, fez-se a

absorciao de pool de soro na Ba. semana de  infeccia con

antigenos 4de verzes adultos. OJhservou-gse gue ocorrey

reducdo nos halos de ovrecipitacao,

guando o SorG

ansorvido fol testadso contra os sorons anti-Igl e {an de

canusadonoo. O gue desconstrou gue houve absorcio da Tgi e

icas para o5 anptigenos 4dos

t=h

Ig® espeach

¥ty

embora a absoreciag nao
poragve restaram, 5O sCro absorvido, inun

con especificidade para cutros azntigenocs

vermes adaltos,

o38e Ccompleta, possivelzente

na3lobulinazs 3 2 ¥

{ic¢ ovo, para

antigends de Teacio cruzgada ou
metatslicosy . ¥40 observou-se halo ds
o 5010 de cabra anti-Ias de rato. Atri

a uma desnaturacids desse zoro.

para antidgenos
precipitacio corn

buiu-se ss3e fatc

3.5 IMUNSOPLUCRESCENCIA INDIRETA DOS SOROS ANTI-S5.HMANSONT

o5 ragsultados referentes a

[H

infeccio, tiveram suas médias determipadas,

&

isituras con vermes adultos, 25030 apres

1. 05 resultados foram reproeduativeis conm

in

cada sempana de
a partir d& tras
aniados na Tabela

Iad o Igs ez



reacdes  focals. E Ygh apresentou titulo mais alto na satiaa

sEmana de infecceie, guando a reacido fol focal.

Has reacdes focais, verificow-s2 gus a3 ITaa3
perganecey 208 o titulo slevado durante toda a isfeccian, =
Gue a Id% apresantou-s2 com variacdes, tendo dois pontos  dse

deflexio, Iegistrados na seguanda © 2uaTEa SORARA S

35 Soras Controles nao apresentaran fluorassciacia.
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b CURBZSLACATS DO PADRAD FLUOCGRES

i E3D9BTIFICAS DF  AHTICOHPOS

! HOLOCHILUS BREASILIEBHNSIS NANUS cCx SO

1 Senanas do { TITULO BEDIO AT

i infeccio Joom e e i s o i . o o S e o e
i i FOCAL i DIFUS:3

i | Iaa igH Tas % Iga Tay TonE %
i i 1

| 4. 1 17150 1/323 1/784G 1 - - 1719
H i ]

} Za. 1 1/1585 1/28 176483 1 - - 1740
f H i

H 33 . i 1743 /323 17180 i - - -

I i H

H 43 - 1 17185 1725 1/64 0 i - 1710 /83
} H ]

I 5a. Po1/20 /325 1780 ] - - /25
i i ]

| 57 1 1748 17328 1/6440 i - - 1710
] i E

i 73 . i /540 17228 17188 i - - 1720
i ] i

1 Za. i 1215 1710 1/80 H - - 1/1¢
* 3oro de cabra anti-Ial 42 rate marcado coum isotiocianato de

fluorescei na



3.6

HISTOPATCLOGIA

3

i3 geccdes de ficado e intestino, apresentar ovos

4

0}

ntaes astagios 4e maturacic. Ep torao

S

2 Sa-ansoai-es difer
dos DYOH. ohservou-se araus difsrentes de reacic
inflamatdria. Esta gradacio vai desde ovos com discreta
Teacion inflamatsria, reacio granglomatosa periosvalarc
exsudativa com polimorfonuclearses, asutrsfilos e cosinsfilos
Ceacao gransulonatosa psriovalar oroiutiva com predosinincia
ie macrofagns o formacdes granulomatosas vredominantenents de
carater Ifibroso. Um aspecto gue chama at2ncido & o tipo de
Teacds gue s5& processa ac nivel da gamada do intestino. LW
aivel da BUCOS4E, 098 granulomas sdo predominantegente
exsudatives, com grande nGmero de eosinsfilos, formando por
vezes, verdadeiros micro-abecessos, ¢ gue parece favoracer a

2lininacido 403 0v0sS. A0 nivel das camadas mais profundas

{submucosa, muscular = sercsa), vpredosinap o3 grannlonas on
@3tagios pals avancados de evolucao {produtives e fibrosos) .,
O Jue sugere 4nm mecaniszo de sSequestracioc a este nivael (Fizxs.

54, g; :ép 7; g,‘ % = ’EG}-‘



Fig. 4 - Figado arpresentando granulom® operiovular con
prodiminincia de macrTdfaqgos e 2oucos polimorfo-
nyclearesS. {HaFa, 200%)

id. 5 - Intestino mostrando discreta reacio periovular
papila. (H.E., 122x)

3]
Ui



- 3vo 40 Se

mansoni €m papila int-estinal sean

reacdo inflapatéria enm torno. {HaE., 122%)

- Hucosa de
2xsudativa inicial 23 torno 40 ©OvVvo. {H.F.,

intestino Com reacdEi0 granulomatosa

200x)
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fodn
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e

- 5703 d0 Se mansoni ez imtesting coircundado
COT numerosos pelimorfonuclearss con
predomipniacia de 20sins Filos. {H.F., 1000

g

ig. 9 - HMicroabcesso con predomEnio 42 e2osindéfilo, en
papila intestinal. (H.EF=., 1000

XV
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filmroblastos
zserosa de

pacrofagos 2

- Zranyloma  con
comnprometendo capada musscular e
intestino. {(Be.E., 1601

%]



4. - DISCUSSEO:

¢ roedor silvestre vi8m sendo intensivamente estgdado

COBO Teservatsrio d4a  ssguistossonose  (RARTING 5 colSa.. 1855

ER]

ey

go

BDR2Id. 19631 BORDA, 18972  ANTU

25 CO1LS.s 19737 RAH4RE0E &

*

T01l5., 1976: DIAS 5 cols., 1580: CARYVALHEC, 1982y: como elamento
importante da cadeis epidepioldéaica na Pré-imazsnia. {YRInA
BOESBEAY & cols. 1887), & cono excelente mondels syperimental de

varias paragitoses {(BASTOS & col., 19%84a).

c prasente trabalho aboeorda aspectos da  relacid

¥
£

asTuistossong-Bolochilus, ainda nio demonstrados ey noenhuma  das

b

pubhlicacdes acima citadas.

1 a3tipativa Adps anticorpos anti~Se. mansoni
veriiicados durante 8 semanas de observacido, Laforma a cinstics
1a resposta imune plasmatica, durante a evolucio parasitaria.

Inicialments, foi pensado raalizar um  astado

imanolségico com reativos produzidos o3 nosso préprio laboraisrio.

BRITARP
LmLIOTECS CENTRAL

W
[t



Eptreftanto. dificuldades de aridsn téonica e
agondpica, nan pernitira®m a realizacdn desta intencioc. Contudn,
foi possivel obter um Tsativo amti-globulinas de rosdor, cavaz de
ieamonstrar a ocorréncia de aupento na concentracdo de Igs durante

o processo ilnfecclioso.

A escolha do eluato para obtencdc do  soro anpoio-

3losbalinas pa ssgunda IEERE, deveun-sgse ag £ato dApsta fracio
revelar-se a pais ansddica @ apresentar um s5istema precipitante

homOYE 12 O

C soro aﬂ%i*aiebalinas, de rosdor obtido 2w coslho.
fol utilizade para os estudos des sSoros anti-S. maasopi,. oorT
aprassatar Honm titulo de anticorvos {1:18) =2 por reasiz, =28
Fuvla difasic, com o soro total de rowdores apresentando, Dpslc

Benos, um Sistems precivitante.

Cs cogsportamentoz destes sorcs plurivalentes frente
aA03 32r0s 3I 2 GO, ni0 foram suficientss para propiciar a

figacac de classes de imunoalobulinas. Rantretanto, cong

s

dant

fotd

fol observade ey canundongos por ATTA (1981 =2 BASTOS 11984c)y. Os
soros 4Aos rosdores infectados, guanio coamparados ans 5008
gontroles, apresentaran alteracdes na oopcestracido de alguns

coaponentes de acordo con ¢ periodn de  infeceion. 08 s0Tos 51

i

desde a Ta. até a B8z. sSewranas, apresentaran COoRnG caracteristica
gma banda 4= preciopitacio préxima aoc ponto de aplicacéao. H30

~u

absSrvou-se 3 LE2S5H0 joRed: cg soros GH, 0 gue nos ievoy a vensar



tratar-3e d2 uza alteracio sarica guge estaria oscorrsnds en funcio

da infeccin. 45 bandas (1 a 3) com migracio nas 4reas de Sama €
3eta globulinas avpresentaram mudancas 0as areas rTeativas a@
rzlacldo asg su’3s correscondentes nos sSoros GN¥. A alteracdes mals
evidentes oocrreram a partir da  5a. gsemana dg  infeccéo, 2on
aumentd nas areas Teativas dessas fracdes, ficando patents gue
pCorrel aumento de Igs, gue amrplificou sua concentracio a umedida
qu2 o0 processo infecciosc evolnla. Atribuiu-se 28835 alisracies

a fase pos-pestural, a partir da gual Surgen’ 05 Jranulonas

hendticos {ATTA, 1987: EASTOS, 1984c).

Considerando gue, em publicacdes anteriores {ANTUEES
5 zols. 18371: MDOTA-SAETOS £ cols., 1876: B5HER & colsS.., 187732
RANAHURE 5 C0olSe. 1879 & BASTOS £ ¢ols., 1984cy, as principais

asses de impunogliobulinas envolvidas pa resrposta as  S. @mansoni

{i
}-ma

gy Caznunionngos e 5o homen aram: Tag#, Iza, Igz e IT485 e

considerands a necessidade 32 cozplensntacio  Jdesxtes estudos an
rtozdoras asilvestres, para gus s¢ tenha idéia da cinsdtica desies
anticorpos, forawm foitas andlises cop reativos especificos para
imanoglobulipas 4o capundcnoos por sabsrmos, =23 estudos préavios,
gua es5tes reativos 530 capazes de  identificar proteinzs de

ores silvestres: de ratos £ de hamster, ep reacdss cruzadas.,

C.z:

L

<

fe3

Fai feita a cguantificacins da Iu52a, levando-se =23
consideracido a informacio publicada a respeito da resposta inune
humoral ea camundongos {SHER & col.. 1377y, aue evidencia  a

prassaca desta imunoglobulina no processo de dafesa orgidnica, €

!



z

da gus o Holochilus 4 filoceneticamente pragimo destes aniaal. C
nivel =2ievado desta imuncalobulina, encontrado nas duas prinmeiras

=

sezanas de  infeccao, pode estar rTelaciocnado com a bateri

antigsnica varasitaria, resualtante d2 sacraecdes B 2xoracias
{matahélicas) 4o parasita, assinm come, d2 antidgenns somaticos.

B oconcentracaoc mais alta da Taa, en relacio 3 Ig4.

ainda neste meszo periodo inicial,

H

aincids com os  resultados

{

anzontrados por BASTOS e Cols., (15840 guando determinarazn s

2y0liacag da resposta ismune hugoral =3 casundonaos.

4 =levacids da concentracigo da TaX o nerioic
zorraspondents entre A 3. 2 a 5. semanas de trabalho, nao coin-

cide con 03 resultados obtidos 2p outros trabalhos rsalizados =

2

cangadongos (SHER 5 colsg.. 1977: BASTOS 2 cols.. 19840) mas.

acredita-gse estar rveliaciopada com a reatividade dos  roedores 3

oresenca  de novos antigenos parasitirios, como os da estruturas
suzerficial do ovo 2 o3 da secrecio larvaria, utilizados npara a

20 10350.

¢ nivel detectadoe da IdiZ2a gue fol abaixoe 4de 1 {I/0) .,
ainda neste nesao periocds, possivelmente ests relacionado com o
desenvolvizento d2 parasitas pmatuyrais do HAolochilus, nos animaics
30 3C. Cabe afirmar guas, es5ta possibilijdade, nao influiu na
guantificacio de IgG2a en outros periocdos da gsegudncia, porgge ns

nivels apresentados foram reaistrados acima da relacido I/C = 1.

32



C nivel mais alto da Igi., 87 relacido a Igd 2 a
T3 2d. no pariodoe final da experisncia, coincidje com o=
rasuitados srcontrados por OUETOE autorszs 2n ratos, camundongos s
=3 asmens {ANTUNES &5 cols., 18771 Bastos 8 COLlS.. 1384c).

2 espacificidade desszas imunogiobalinas foi
verificada em dimunosdifusidos radial IBRY, <com sors de rasdsrt

Zilvestre infectadon na 8. senmana, f{rents aos soros padrias.

Apesar de se conhecer 4a literatfura, a isporciiacia da
IgZ as resposta inune a infecedo por Se. massomi, tanto em modslioss
eyparigentais coso no homem. N30 fol possivel guantificar essa
Ig, gma vez dJu2 nesno existindo um aumento Jdramstico d4a IgE na
infeccio vor helisintos, a3 concentracio dessa Ta & baixa e someats
uma f£racido do total 4 parasita-especifica, o gue dificulta s3a

anilise.

i téonica de imunofliuocrescéncia indireta opara

esguistosgsonose & conhecida desde 1960 [SADUN 5 cols., 1960171 as

deficiéncias para uym diagnéstico de precisic teén sidg

4N
£
)
s
foey

discutidas, a respsitoe da preparacaoe do material aptigianico,
reacdes cruzadas ¢op outras rarasitoses, facilidade dz2 panusein =

zusto operacional. fTrata-ss de gma reacdo de alta sensibilidade

0

(93% a 97%4) e especificidade [(95%), seaqundo MADDISON {1988). A
atilizacdo dos verges adaltos fixados em Rossman visou preservar
a antigenicidade do polissacariden {protsoglican associado as

intostinoe do halmninto [(HASH, 1378



R
iy

o dests material fol feita en parafina,

4]
it

fixa

mesno sendsn connecido o fato d4a presenca da autofluorescsncia dos

4

£

texidos {(AMBROISE-THORAS,. 186%), por =sta oparticularidade =ndo
influsaciar em aosses resaltados, uma vez gue g2 dispunha de
seros contreless e realizou-se reaches de abSOorcic. Hag
prapscupoyg~-s2  com  reacsdes cruzadas cog Trichinella spiralis oor

133 58 tratar de uz probleza de satde oablica naciomal.

3 reacdo cruzada antre soros especificos para cadsia

pazada de Igs camundondos ratos, existe também para a

!

imynoglobuliras de rosdores silvestres, animails Filogeneticamente

f

ficada

b
g

bez praximos delss. & comprovacio destas reacsass  fFol ver

0]

praviansnte ez laminas de difusic =2m agel, ne Dprograma  de

imunoloagia da UFM¥A {dadns n3o publicadosy.

e modo geral, a analiss do comportamento 308 sS0ros

anti~S. @maasoni por IFI, ndo difsrin do denonstrado na IDRE 2 na

literatura. % varticipacidoc da Igi, averas nag pripeiras sS8zanas

{1
el
Lo
o
h
2 )
fr!
L&
{1
i
o
[
ot
i
i

de infeccio, a2sti d2 acordo com o gue f0i verifi

3

ooy EKAHAMORE & ols. (18979, gue Adetectozr a Igi na fassa

intastinal da dopenca: estes dados concordan, tambén, COB as

el

shservacdes de  AHTUHNES & CcolS.. 1871 guandoe estgdaran 3

asjguistossonoss humana ez Hinas Gerais.

o ogmn  da  biorreativos comerciais, permitiy

W

compisnsntacds Aesses astudos, dando informacdes mals especifica

[#3]

gaants 38 classes 3e  imuscolobulinss, mesno  tratando-~se Ae



regcdes corazadas, apesar de ni0 exclulr a3 possibilidades da
participacan da outras Igs gue nidg Fforam guantificadas.

A despeito de métodos altamente sofistiszados,
atuaiments utilizados na guantificacao de imunnsalobulinas, o=

2atodos e gtilizcu-se {imunodifusao radial

T

imunofluorescéncial, foras suficientes para pos dar a informacas
neTassiria ¢pbre a acdulacde d4a resposta imane humoral, mos
roadorss parasitados, ac nivel de compara-~los com as informacsass

a¥istentes na literatiura eszspecializada.

0s esxtudos andtomo-pateléoicos realizados no figado e

intestino afetados pelos esqguistossomos da  linhagem hunmana.,

demonstraran guse, nas condicdes realizadas, nman foran encontradas

diferencas sigpnificativas aoc Tontn A T distinguir

iaunogenicidadse diferente entre as linkagens humana = silyestre

do veras, na 4poca conhecida como a de wmaior gravidadse parta o

hospedeiro, deterninada pelo pico d3 ovinosicdo.

Ld
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5 - CONCLUSOES:

geral dos dados gue ohieve-ss, perzitiu as segquintae s
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1. A rasposta iwmune humoral anti~S. mansoni =3 rosdores silvestrssz
da ezspscis Holochkilus brasiliezmsis nanss, ocorren a partirc da

primnsira semana de infeccids parasitsriaz

&

2. a3 imunogliobulinas H, e i, =sti3o envelvidas na reatividade

imanoléaina do Holockilus brasiliensis nanus a3 5. maasoni

I. D5 antigenos 4o esguistossoms da  linkagew humana, induzen
processos patoldgices similares zos  induzidos pela linhagen

esguistossonitica silvestre.
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