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INTRODUCAQ

- 0 Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi é o agente etioldgico

da Tripanosomfase Amertcana, ou Doenga de Chagas ém humanos (CHAGAS,
1509); E transmitida por insetos &a famflia Reduvidae, nos quais
cresce extracelularmente em duas formas distlntas, primeiramente como
formas epimastigotas, as quais se multiplicam no intestino dos insetos
e, que- ac safrem do tpatd digestivo diferenciam-se nas formés
tripomastigotas metacfcllcég, que 3o e;iminadas nés fezes dog vetores
heﬁatéfagos, enquanto estes se a§imentém, que constituem a forma
naturalmente infectante para os mamfferos. Uma vez no hospedeifo
vertebrado, os parasitas penetram nas céluias, onde se replicam como
formas amastigotas, que se diferenciam em formas tripomastigotas, as
quais sendo liberadas na‘cifcula¢§o s%o denominadas tripomastigotas
sangufcolas, dque voltam a se multipl!icar gquando penetram em outrag
éélulas, ou entdo quando s%o removidas pelo vetor e v3o sofrer mais um
ciclo bieldgico. A infecgdo chagédsica pode também ser itransmitida pér
- via coﬁgénita, transfusBo sangufnea ou acidente de Ilaboratdrio

(KRETTLI, 1882).
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Essa infecg%fo & wuma importante causa de morbidade e
mortalidade nas Américas do Sul e Central. 0 curso dessa doenga,
entretanto, varia amplamente; em alguns casos a mortalidade ocorre.
‘apés uma curta fase inicial; em outros casos a fase (iniclial ¢
relativamente assintomética e seguida, anos mais tarde, por sintomas
relacion;dos a danos no coraco ou tfato digestivo. .Na primeira fase

da infeccfio, dita aguda, sucede um perfodo pré-patente de duragdo

varidvel, quando a parasitemia e parasitismo dos org3os se elevanm
gradualmente, com facilidade na detecgdo de tripomastigotas

sangufcolas, entretanto, a 1nteﬁsidade'e a'duracﬁo'do parasitismo &
varisdvel; com o decréscimo do numero de parasitas, torna-se diffcil é
sua detecg3doc por éxames direﬁos e,-quando_estes‘-parasitas atingem
' n(ve!s_indetectévels caracteriza-se a fase crdnica da infecgdo.

| 0 curso da infecg3o 'chagésica ¢ influenciado , entre
outros, por fatores prdéprios do parasita. As Qarsacﬁés genétricas
sofridas pelas | diversas cepas s3o verificadas aos niveis da
morfologia, ‘composicﬁo bioqufmica, viruléncia, tropismo tissular e
pstogenicidade (BRENER & ANDRADE, 1979 e BRENER, 1980}, bem como ns
composi¢§o antigénica (PERALTA et al., 1980 - ANDRAEEIat al., 1981 -
ARAUJO & REMINGTON, 1981 - PLATA et al., 1984 - MORGADO et al., 1985 e
inERINK et al., 1985), na andlise de zimodemas (FLINTlet al., 1984 e
MILES & CIBULSKIS, 1986) e esquizodemas (MOREL et al., 1980 e 1886);
s%o vistas, inclusive, variacBes dentro de uma mesma cepa (POSTAN et
al., 1983 e 1984). Além da divereidade de comportamento dog diversosg
estoques do T. c¢ruzi, a infecgBo € ainda determinada por fatores
ambientais e por fatores do hospedeiro mamffero, como: idade, sgexo,
temperatura corporal ( GOBLE, 1870 e BRENER, 1980), estado nutricional

(PEREIRA et al., 1883) e enddcrino (CHAPHAN et al., 1975).



Para o estudo da infec¢¥o experimental muita &nfase tenm
sido dada na escolha de espécies de vertebrados ideais, como
substituto para os humanos; cachorros (GOBLE, 1952), coelhos (TEIXEIRA
et al., 1975), macacos (MILES et al., 1973)}, gambds e ga}inhas {BRENER
& ANDRADE, 1??9 e RUB}OLO, 18981y té&m sido utilizados. Também
camundongos, que vém sendo amplamente us;dos.ém estudos com sentido de
availar‘os parametros da respcsté imune a3 infecglo éoﬁtra og ant{genos
expostos 'pelo T. 'ggggi e, t&m ajudado a formar umé\ variedade dé
informac®es na tentativa da elucida¢¥o dos diversos enigmas da
resposta do 'hbspede!ro, como p. ex., a variag¥o do seu padr¥o
genético. Por isso, as linhagens isogénicas de camundongos " surgiranm
. como 'ferramentas exceleﬁtes para o estudo do controle genét{co ﬁé
determinacBo da resposta imune, tanto celular, quanto humoral, contra
o paraszsita. Na infecg¥o chagésicé experimental essas linhagens podem
ger divididas em dols grupos, tomando-se por base a letalidade .e o
nivel de parasitemia: uma linhagem suscetfvel apresenta niveis
parasitémicos elevados e n%o sobrevive & fase aguda: em contraste, uma
linﬁagem resistente apresenta baixos nfvets de parasitas circulantes
no sangue periférico e a infecglo progride de um estidgio agudo para
uma fage crdnica de longa duracZo (CORSINI et al., 1980a).

As suscetibilidade de diferentes linhagens de camundongos
podem ser significativamente influenciadas por genes tanto do H-2
quanto de'qualquer outro locus (TRISCHMANN & BLOOHM, 1982 -~ URIGHTSﬁAN
et al., 198é e TRISCHMANN, 1983). Entretanto, os mecanisnos
especificos pelos quais um gene H~-2, ou outros genes, controlam a
resposta imune humoral, ou célular, afetando a replicagdo do parasila
no hospedeiro, n3¥o estilo elucidados. As diferentes suscetibilidades

das linhagens isogénicas de camundongos n3o parecem dépender de uma



hesisténcié natural e, sim da capacidade de algumas dessas linhagens
de induzirem uma resposta imune contra o pafaslta e seus antigenos.

Nesse intuito muitos mecanismos t&m sido postulados e, entre eles o
papel das células T na modula¢¥o da suscetibilidade: animais neonatos,
timectomizados e posteriormente infectados apfeseniam parasitenia e
‘mortalidade superiores aos controles no timectomizados (SCHMUNIS et
at., 1981); o tratamento de animais infectados com soro anti-timdcito
faz aumentar o numero de formas sanguineas e tissulares do ‘parasita,
embora este fato n¥o seja suficiente para a indu¢%o de novos episddios
de fase aguda en camundéngos convalescenteé dé 1ﬁfec¢§o (ROBERSON et
al., 1973); camundongos “nude” que receberam enxertos de timo de
dosadores gingé&nicoe foram resistentes & infecglo, a0 contraric dos
seus cbntroles que n3o receberam enxertos (KIERSZENBAUM & PIENKOUWSKI, -
1979); do mesmo modo, - células T de camundongosg 1muheé quando
transferidas para camﬁndongos singénicos B (animaisr timectomizados,
irradiados e reconstitufdos com células B) foram capazes de retaurar
completamente a ativ{dade &e controle da infecg¥o chagédsica {CORSINI &
STELINI Jr., 1981) e, pela habilidade de produc3o de linfocinas, que
aumentam a destrui¢Zo do parasita pelo macrdéfago (NOGUEIRA et al.,
1986 e 1982); contudo, ainda nZSo estd esclarecido se esea prote&ﬁo
mediada pelos linfécitos T &€ devida 2 destruiéﬁo direta dos parasitas
ﬁor essas células, ou se a protecfo & devida a uma resposta de
kanticorpo aumentada pelo papel da resposta imune celular T "helper”
(KIERSZENBAUM, 1880 e SCOTT, 1981). Um estudo comparativo entre os
nfveis de anticorpos em camundongos infectados, que receberam células
T imunes e camundongos controles, demonstrou que =2 resposta IgG
especffica no 102 dia apés a infecg¥o fol significativamente maior nos

camundongos que receberam as células T twunes (TRISCHMANN, 1384);
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neste estudo o autor sugere que os linfdcitos T n3o teriam apenas
fun¢doc "helper”, pois 2a imunizagZo de camundongos suprimidos de
‘células B, apesar de n3%o resultar na produgdo de anticorpos contra o
-parasita, resultou num tempo de sobrevivéncia maior e num retardo .no
aparecimento- da parasitemia. BURGESS et al., (1981) relata a presencga
de linfdécitos T "helper” no camundongo resistente, CS?BL/G, durante a
‘infeccﬁo. chagésica.'Recenteﬁente, NICKELL et al., (1987) obtiveram =a
.partir .'do Cﬁ?BL/sx-um clone de células T, caracterizados como
T"helper/inducer”, especificamente ativado por antfgenos do T. cruzi,
con festricﬁo la, funéioﬁalmeﬁte'atfvo,lﬁanto "in yitro”, quanto. "in
vivo”, com capacidade para proteger camundongos singénicos de ué
desafio letal com o parasita. ‘A existéncia de uma reac¥o da pele de
Hipersensibilidade do tipo Tardio na VDoenca de Chagas € nmuito
coﬁtrovérsa e, a andlise dessas discrepincias torna-se muito diffcil,
em face da diversidade dos antfgenos usados, tanto nas infécgﬁes
- bumanas, quanto nas experimentals (BRERER, 1980), embora CORSINI et
al., (1980b) relatem uma reag¥o de hipersensibilidade desse tipo,
contra DﬂFB; aumentada em camundongos C3H/HedJ infectados e altamente
suscetfveis ao T. ggggi.. Com relag%o 2 parﬁicipacﬁo daé células HNK,
JAMES et al., (1982) verificam que camundongos geneticamente deficien~
tes destas células n%o foram protegidas contra a 1nfec¢§o pelo T. cru-
zi.

O papel dos macrdéfagos na infecc3o chagdsica ainda estsd s=ob
2nve§tiga;§o, pois apesar de ser esta célula responsdvel por um dos
bragos efetores mats ativos do sistema imune, o parasita a elege como
célula hospedeira. Sabe-se, porém, que os macrdfagos quando sativados
sBo capazes de desiruir o parasita (BRENER, 1980) e que a sua ativaglio

deve envolver a presenga de fatores, como: linfocinas (NOGUEIRA et =2l.



» 1982), produtos bacterianos, como endotoxinas, em sinergisme con
linfocinas (ALCINA & FRESHND, 1987) e Inﬁerferon Gama (PLATA, 18853 .
'lAinda corroborando com é idéia da atiQacﬁo dessas células por
linfocinas est3o os achados de NICKELL et al., (1987) de que clones
de células T, isolados dg camundongos resistentes 3 infecglo pelo T.
cruzi, sHo capazes de induzirem a morte-intraceiukar do parasita pela
ati@acﬁo de células macrofégicasl -

A presenca de anticorpos no hospedeiro ';ertebrado foi
assinalada. quase simultaneamente & descoberta da doenga, gquando
GUERREIRO & MACHADO (1913) wutilizaram a Reag¢Zo de Fixagdo de
Complemento para ‘o seu -d{aghésticq. Entretanto, as .primeiras
. evidéncias da participaéﬁo d;reta dog anticorpos Circulanies ﬁa
resisténcié adquirida contra o parasita foram originadas de ensaios
de transferé&ncia pasgsiva de soros de ratos nermaie, que gobreviveram &
infec¢%o aguda, para ratos normais, os quais quando desafiados con
parasitas wviruilentoz tiveram wuma infecgio atenuada (CULBERTSON &
KOLODNY, 1938). Essa resisténcia, ﬁediada per transférencia passiva de
soro imune,'permaneceu controversa por‘muito tempo, sende confirmada
por uns (KAGAN & NORMAN, 1961, 1962 e RYCKMAH, 1865 e negada por
outros .(HAUSCHKA et al., 1950 e VOLLER & SHAW, 1965). ﬁais térde,
KIERSZENBAUM & HOWARD (1976) observaram que os camundongos maus
respondedores foram suscetiveis & infecg¥o, enquanto que os bons
‘raspondedores ndo o foram. Ho entanto, a confirmagdco do papel do
anticorpo na résisténcia do hospedeiro contra o T. cruzi foi obtida
por KRETTLI & BRENER (1976) e HANSON (1977) com = utilizag¥o de soros
de camundongos infectados, obtidos durante as fases aguda e crénica,
quando apenas o8 goros da fase crdnica foram capazes de conferir

prote¢fo contra a infecg¥o com parasitas virulentos. Neste fendmeno



foi demonstrada a participag¢Bo do isotipo IgG2 por TAKEHARA et al.,
(1981) e SCOTT & GOSS-SAMPSON (13984). Além do fendmeno da proteg¥o
passiva, tem sido demonstrado o efeito citotéxico, dependente de
‘anticorpeo e sem complemento, fendmeno conhecido por "ADCC” (OKABE et
al., 1980 e LIMA MARTINS et al., 1985), via eosindfilos (KIERSZENBAUM
et al., ;981), neutrdéfilos (MADEIRA et al., 1879), ou‘ambos (KIPHIS et
ral., 1981b); além da facilitagBo da Fagocitose por anticorpos
opsonizantes (KIPNIS et al., 1981a - SCOTT & SNARY, 1982 - LAGES-SILVA
et al., 1983 e K1ERSZENBAUM et al., 1985).

A lise das fbrmas ‘tripoméstigotas‘ dd parasita pelo
Complemento parece ocorrer apenas em presencade anticorpo ligado 2 sué
superffcie, tanto "in vitro”, quanto ”"in yivo#.(KRETTLI et al., 19738 e
ﬁARTfNS et al., 1985). Essa lise mediada pelo Complemento, dependente
de anticorpo (CoML) €& feita atrévés da via alternativa, jé& que os
fragmentos - imunes Fe de 1IgG foran 1nat1vo§; enqﬁanto qﬁ& os
?ragmentos F(ab); e F(ab) ‘2, também imunes, foram ativos na promog3o
da lise {K!PNIS et al., 1985), sugerindo que os anticorpos modulanm
alguma atividade bioquimica de componentes da membrana do parasita,
possivélmente envolvidos na attvaglo da cascata do Com#lemento (KIPHIS
et al., 19873, do mesmo modo dque © trataﬁento ‘de formas
tripomastigotas com Tripsina ativa pela meema via o referido sistema
(KIPHNIS et al., 1981a).

Na elucidacg2o da funcéo dos anticorpos induzidos na Doenga
de Chagas, KRETTLI & BRENER (1982) estudando os soros obtidos de
camundongos tratados com Nifurtimox, mediante a utiliza¢Zo de
diferentes preparacBes antigénicas, tals como: formas tripomastigotas
sangufcelas ou de cultura, preparag@es congeladas ou descongeladas,

formas do parasits fixadas pelo Glutaraldefdo, antfgenos metabdlicos,



ou ainda; gl icoprotefnas purificadas, demonstraram a presenga de
anticorpos com atividades funcionais distintas: os anticorpos
dtrigidos contra epftoposlprSQntes apenag nag formas tripomastigotas
vivas, induzidos por infec¢3o ativa, chamados anticorpos protetores ou
lfticos . (LA) e os antico?pos dirigidos contra epftopos dos parasitas
n%o vidveis, induzidos por prgparacﬁes éntigéniéas, ditog anticorpos
da ‘soﬁoiogia convencional <cs§>. Este método ‘dé caracterizagdo
funcional de anticorpo, que relaciona a presenga ‘de anticorpos
protetores & resisténcia ao T. cruzi, tem encontrado respaldo nas
observaces de que em soros tanto de humanos, quanto de camundongos,
ambos de fase crénica, foi demonstrada a presenga de énticorpos
lfticos, com a participaé%o de 1gGl e IgGZ nos humanos e de IgGZ nﬁ%
camundongos (ROMEIRO et al., 1984): nos camundongos, os outros
isotipos reagiram com formas epimastlgotas fixadag previasmente pelo
Formol em testes de Imunefluorescéncia Indireta, indicando que as
diferengas entre o soro lftico e o n3o~1ftico pode estar relacionado a
especificidade pelo antigeno mais do que ao isotipo da 1muneglobulina
{SANCHEZ et‘al;, 1982). Embora KRETTLI & BEEHER (1982) afirmem que o
anticorpo 1ftico pode ser induzido por cémponentea de superficie ou
ant fgenos liberados apenag por formas £r1pomastigatas sahguréolas
vidveis, YOSHIDA (1986) indica que antfgenos de superffcie tanto das
formas sangufcolas, quanto das de cultura, podem induzir a produgfo de
kanticorpos Ifticos, que reagem apenas com protefnas de formés
tripomastigotas'viéveis. Por sus vez, SEGURA et al., (1986) relatam a
presenga de anticorpos lfticos, capazes de promoverem protegfo, dque
foram induzidos por uma fragdo antigénica Isolada de formas
epimastigotas do parasit#. MARTINS et al., (1985) destacam a reagd¥o

de anticorpos lfticos com peptideos com pesos molecul ares aparentes de



70 e 160 kﬁa, acrescentando que os soros de camundongos deficientes de
anticorpos lfticos n¥o reagem com o determinante de 160 kDa, sugerindo
por isso que esse polipeptfdeo estid relacionado ao mecanismo de
resisténcia ao parasita. A indug3o do anticorpo lftico parece estar
na dependéncia do estoque do parasita utilizado, pols certos estoques
_apesar de induzirem infec¢BSes ativas no hospede;fo, n¥o induzem =
produgo de anticorpos lfticos (MULLER et al., 1986). Os anticorpos
ifticos também g%o responsabilizados por mecanismds que contribuem
para. a defesa do organismo, tais como: ADCC, CoML e Opsonizag®o (LIMA-
MARTINS et al., 1885 e.BREHER, 1987}; Enireéanﬁo, UMEKITA et él.,
(1988) reiétam que 2 lise imune mediada pelo Complemento n3do € pré-
requisito para a eliminag%o do parasita da circulagfo "in vivo”, pois
fragewentos Flab) "2 de 1muneglebulinas, 1aclados a partir de goro
imune, embora aptos para promoverem a lise de formas tripomaétigotas,
n¥c foram capazes de induzir o "clearance” dos paraaiﬁas e sugerem gue
esse "clearance” imune seja mediado pela aderéncia dos paragitas
opsonizados &8 célﬁias 'macrofégicas através da porgﬁc‘ Fe dos
ant.icorpos. |

As formas epimastigotas de T. Siggg, n%o infectantes, n¥o
‘prebisam da presenga do anticorpo ligado a sua superficie p%ra
ativarem a via alternativa do Complemento (KﬁETTLI, 1983): O =ftio
acegtor para o terceiro componente desse sistema, C3, nas formas
‘epimastigotas fol caracterizado por JOINER et al., (1985) e denominado
de GP-72.

A importfncia dos anticorpos tem gido ainda mencionada na
caracteriza¢cBo de receptores enveolvides nas interagBes com células do
hoapedeiro, como o receptores para s Fibronectina (OUAISSI et  al.,

.1986) e para a Laminina (BRETANA et al., 1986). HNesse contexto estZo
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og relatos de ZINGALES et al., (1982a) e WIRTH & KIERSZENBAUM (1987),
que falam da inibig%o da penetrag¥o das formas infectantes do parasita
nas células do hospedeiro por anticorpoé especificos, impedindo dessa
‘maneira a real;zaczo do ciclo bioldgico do parasita e,
consequenteménte, a infecg¥Bo. Est¥o também descritos receptores para
lectinas (KATZIN & COLLI, 1883) e alguns marcédores de sub-g&neros,
importantes péra os éstudos taxonbmicos (PETRY et ai., 1987) .

' Embora a fungZo do anticorpo no mecanismo da resgisténcia
contra o paraslta’tenha sido reconhecida, a elucida¢¥3o degse mecanismo
encontra ﬁma grande Adifiéuldadé, ﬁrinbiﬁaimente no fato de que ae
estruturas antigénicas, responsdveis pela indugdo dessas atividades;
ainda n¥o foram bem caracterizadas.

‘Os estudos de caracterizag3o de antfgenos do T. ggggi tén
sido numérosos, embora diversificados, © que torna suag andlises
diffceis em fase de alguns resultados controversos. J& foi detéctaaa
a presenca de aﬁtfgenos do parasita que apresentam reag¢Bea cruzadas
com microorganismos de vida livre, como é o caso do fungo Dactylium

dendroides (SCHRAIDMAN et al., 13986) e também com  espécies

sorologicamente relacionadas, tais como a g} bragiliensie (TANOUWITZ et
al., 1%86). No estudo de antfigencs capazes de induzirém protegHo
contra desaftos com formas virulentas do parasita Vesté a mailor
variedade de resultados; entretanto, a correlzgio estre egsses
.peptfdeos e & resistdncia 3 infecglo € dificultada pela ausé&ncia de
padr&es empregados nos diferentes protocolos experimentais (Mc DANIEL
et =al.,, 1986); p. ex., s¥o distintas as metodologias de preparo das
fracBes antigénicas, como inativagdo pelo aquecimento ou mertioclato
(YOSHIDA et al., 1984) ou por composto tipo 8 - methoxyprooralen

(ANDREUS et al., 1985); a revelagHdo destes peptfdeos, que .pode ger
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feita tanto por anticorpos monoclonais (TEIXEIRA & YOSHIDA, 1386)

quanto por anticorpos obtidos de soros boiiclonais (ARAUJO et al.,

1984 -~ YOSHIDA, 1984 e GROGL & KUHHN, 1985); a localizag¥o desses
peptideocs, tratando-se antfgenocs de superifice ou de antigenos
enddégenos, provavelmente envolvidos no metabolismo do parasita

(ZIHGALES et al., 1282b): a appla varie&ade de hogpedeirog testados,
os ‘diferentes estoques do paraﬁita e suas virias ‘férmas adquiridag
durante o desenvolvimento de seu ciclo bieldgico (BRENE@, 1980); 2 via
de inoculagio, nudmero de indculos,.concentracﬁq das doses e intervalo
entre essas (RITTER & ROULAND, 1984); bem como a complexa composicHo
antigénica do parasita (BRENER, 198?).. -

A andlise de dados experimentais mostram a obtengdo de

soros anti-T. cruzi, induzidos por infecg¥o ativa e por antigenos
isolados do parasita, através kde_ esquemas de hiperimunizacZo;
entretanto, alguns autores t&m mostrado que & factfvel o estudo da

resposta imune por meio de uma infec¢Bo ativa com uma dose nZo letal
de parasitas, cyjo resultado & cémpatfyel com os de experimentos de
h!per:munizaé%o;' Heste sentido, GAVINDO (1985), estudando a cinética
de produgfio de anticorpos anti-T. cruzi em animais resistentes da
linhagem hfbrida F1 (CBA/J = C57BL/10), obgservou a presengé de
anticorpos protetores a partir da quarta semana apds a infecgdo e,
CIAMPI {1985y, com o© mesmo modelo experimental, caracterizou

anticorpos 1fticos a partir do 5° dia apds a infecclo, com pico
maximo no 302 dfa, quando ocorre um declfnio, com manuteng®o do trtulo
até o 902 dia apds a infec¢Zo; outro fato observado por este autor &
que o tftulo de anticorpos 1fticos permanece o mesmo desde a primeira

doge do parasita, independente do perfodo da reinfecgBo (422 ou 100=

diag), ou seja, que a determinag¢3o do tftulo de anticor@os é dada pela
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primeira dose do antfgeno. Este fato sugere que a hiperimunizacgdo
pode levar a uma amplia¢¥o no reconhecimento dos antfgenos do parasita
na resposta imune, porém, a qualidade do anticorpo & definida logo na
primeira dose, havendo uma limitagZo na especificidade com seleg¢Zc de
ant fgenos en§qlvidos no mecanismo de resisténcia do hospedeiro.
SCOTT & GOSS~-SAMPSON (1984) estudando a cinética de

: evolﬁcﬁo dos anticorpos anti—-parasita em uma linhagem suscetfvel, nas
fases aguda e crdnica da infecg3o, mostram que na segunda - fase dé
1n?eg¢§o ocorre um predomfinio de IgG2. ARAUJO et al., (1984}
utilizando esquemna de imunizaglo sfﬁllar, acompanha a evoluglo de
anticorpos -antiuz. cruzi na iinhagem~resistente, C57BL/6 e detecta a
preéenca dos isotipo Igi e I1gG2, taﬁto na F#se aguda, quantoc na fase
crdnica da infecg¥o. GROGL. & KUHN (1985) utilizando camundongos
resistentes e suscetivels, infectados com a cepa Brasil, - observaram
que linhagem suscetfvel, C3H, em relagfo a0 reslétente, C57EBL/6,
produéla na fase aguda ‘os nfveie de anticorpog naig elevados;:
enﬁretanto, na fase crénica o resultado era o oposto, além de haver o
envolvimento de maior numero de antfgenos. Andlises de anticorpos
egpec(ficos anti~T. cruzi, realizadas com soros obtidos de 3 linhagens
"de camundongos com um estoque das cepa Y, revelaram que o padr@o de
Imuneprecipitag¥o com o soro das tres linhagens frente- 82 formas
triﬁbmastigotas n¥o sofreu variagio, enquanto que o padr%o.Frente he
."formas epimastigotas foi distinto (ZUEERINK et al., 1985).

| .0 presente tresbalho tem por objetivo estudar através da
utilizag% de um modelo de infecgBo com baixa dose de parasitas, a
cindtica de evoluglo de diferentes isotipog de imuneglobulinas em tres
linhagens de camundongos, que diferem na suscet;bilidade e restagténcia

ao T. cruzi, determinando a especificidade desses anticorpos contra



i3

ant fgenos de superficie de formas infectantes do parasita, bem como a

atividade funcional desses anticorpos.



MATERIAL E M=E=TODOS:

ANINAIS:

Foram usadeos camundongos das'iinhagens= CBA/Jd, -C5/7BL/10,
F1¢(CBA/J > CS/7BL/10) e Swiss)SS, machos e f8&meas, com 10 a 12 semanas

de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP -~ S5%o Paulo, Brasil).

PARASITAS:

_0 Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909) da capa Y (PEREIRA DA
SILVA & NUSSENZWEIG, 1953), cedido gentilmente pelo Dr. Z. Brener da
Universidade Federal de Hinas Gerais (UFMG - Belo Horizonte, Bragil),
foi mant ido através de repiques semanais en cémundongos CBA/J
"inoculados pela via intraperitoneal com 10° formas tripomastigotas,
padroniz;das segundo técnica descrita por BRENER (1962), ou em cultura
de células VERO ou HelLa (TUCHYA et al, 1980) em meio RPHMI - 1640 (Flow
lL.aboratories, England), contendo 10% de Soro. Fetal Bovino

(Hicrobioldgicas ~ Rioc de Janeiro, Bragil), a 37 ©C, em atmosfera



dmida com 5X de COp.

INFECCXO EXPERINENTAL E OBTEHCZ0 DE PLASHAS ANTI- T.cruzi

Vériéé grupos’de-camundongos CBA/J, C57BL/10 e F1 (CBA/J x
CS7BL/10) foram inoculados pela via iﬁtrapériﬁoneal com 102 formas
triﬁom;stigotas. cbtidas do rap&que semanal de camﬁn&ongos CBA/J. A
constatacgo da iﬁfeccﬁo foi feita 12 dias apds a mesma, dia médio
correspondente ao pico da parasitemia na infeccdo dessas linhagens con
esse numero de formas (CORSINI et al, 1980a). Em alguns experimentos
tomou-se ao acaso 10 animais, sendo 5 machos e 5 fémeas e determinou-
se suas parasitemias individualmente do 82 ao 152 dia apds a in?ecgﬁﬁl

A mortalidade dos animais foi acompanhada no decorrer de cada
experimento.

Na linhagem suscetfvel, CBA/J, a infec¢¥o foi realizada
utilizando-se grandes lotes de animais para a obteng¢fo de plasmas a
partir do 212 dia apds a infecc%o, devido & alta mortalidade desses
animaig quaﬁdo'infetados com essa capa-de parasita, conforme descrito

por CORSINI et al (1380a).
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Lotes de 10 animais imunes e 10 normais de cada uma das
tres linhagens foram egsangrados pelce plexo braquial nos dias
0,3,5,7,14,21,28,35 e 42 apdSs a infecﬁﬁo. Os sangues, raéolhiéos
indf&idua!mente em tubos contendo solucgHo estéril de Citrato de Sédio
a '3,8%, foram mantidos em banho de gelo'se centrifugados a 433g por 15
minutos a 4 C. Os 'plasmas obtidos foram. reunidos em "pool”,
distribufdos em alfquotas de 1ml, liofilizados e arﬁazenados a - 70 5C

atd o momento do uso.

QUANTIFICACXO DOUS DIFERERTES ISOTIPOS DE IHUREGLOBULINAS HOS PLASHAS

DOS CAKUNDONGOS NORMAIS E IRFECTADOS COH O T.cruzi:

A determinag¥c dos nfiveis séricos dos diferentes isoltipon
de .imuneglcbulinas nos-plaémas nog animais infectados e'nﬁrmais foi
rea]lzada pelo método de Imunedifus¥o Radial, ségun&o MANCINI et al
(1965) . | | |
| As concéntracses de g, IQGI, IgG2a e Igé2b foram
determinadas com o auxflio de curvas-padrﬁes, que foram construfdas
representando-ge as concentragfes dos antigenos na abcissa e os
diémetros dos halos na ordenada. Para a confeccio dessas_curvag foram
usa@as imuneglobul inas de camundongos, cujos Qétodos para isolamento
est¥o descritos no préximo ftem, nas concentracBes de 25 a 100ug/ml;
kbem_ como anti-goros monocespecificos obtidos sob a responsabilidade da
Dra. J. K. Sakurada e caracterizados com padr@es de socoros de coelhos
anti—cadeiaé u ou y especificos (Litton Bionetics Inc. =~ Haryland,
USA), nas diluicBes de 1:60, 1:30, 1:50 e 1:15, repectivamente: Co.

anti-u ‘ca. (Soro de coelho anti-cadeia u de IgH de camundongo), Co.
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‘anti—yi ca. (Soro de coelho anti-cadeia y!1 de IgGl de éamundongo),
Car. anti4y2a ca. (Soro de carneiro anti-cadeia y2a de 1gG2a de
camundongé) e Co. anti-y2b ca. (Soro de coelho anti-cadeia y2b de
1gG2b de camundongo). Quantidades determinadas de soro normal de
camundongo foram utilizadas como c¢ntroles nog diferentes sistemas.

A-_ técnica consistiu na incorparéc%o’ das quantidades
‘aprqpriadas dos anti-soros monoespecificos em gel de Xgar a 1% em
Sal;na Fosfatada 0,158 pH B.0O, contendo 0,08X% de Azida Sdédica, em
bfacas de vidro medindo 9 % 11 ou 6 x 11cm‘em uma camada de 1,5mm de
a!fura. Nessas placas foram feitos oriffcios com capacidade para
conﬁerem Bul daé amostraé de diferenteé diiuigéss dos'plasmas imuné$ [
normais. As placas foram incubadas por 48 a 72 horas, apés o© que
foram lavadas, coradas por solug¥o de Coomassie Brilliant Blue (Bio-
Rad Laboratories - Califdérnia, USA) a 0,5% e os diGmetros dosr halos
medidos. |

Apés a determinac¥o da concentracgdo das imuneglobul inas
preseﬁtes nos plasmas imunes e normais, calculou-se 2 média com seus
respectivos desvios;padrﬁés das coﬁcantra¢8es dessas imuneglobulinas,
nos diferentes lotes de infec¢¥o dos animais e nas vérias anélises. A
alteragsic da concentrag¥o dos diferentes fsatipos de imuneglobulinas

" foi determinada através da relac3o:

lg Pl

g S -

1g PN

{Concentrag¢do de imuneglobulinas presentes nos plasmas

imunes/concentracio de imuneglobulinas presentes nos plasmas normais).
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ISOLAMENTO DE IMUNEGLOBULINAS DE CAHUHDONGO:

Imuneglobulina M:

A IgH foi obtida a partir de soro de mieloma, MOPC 104-E,
iﬁduzido emrcamundongos Balb/c fémeés de 8 semanas de idade. Alfquotas
de 1Oml de soro foram cromatografadas em coluna de ‘Sephacry] 5-300
- (Sigma Chemical Cd. - 5t. Louig, Ugé), medindoe 2 x 10cm, em Salina
Fosfata@é 0,15M pHVS.O, com © fluxo de S5mi/hora. Apds a eluicio do
material n3o f!xado.a resina, a IgM foi elufda com Salina Fosfatada
contehdo 0,250 de a—ﬁetilFD-gliéosé (Sigma'Chemiqai Co.—- 5t. Léﬁis,

USA>.
Imuneglobulinas G:

As 1gGl, 1gG2a e 1gG2b foram isoladas éegundo.as indiﬁ?csés
fornecidas por EY et al (1978), através de cromatografias en
Sepharose-Proterfna .A {Pharmacia Uppsala, Sweden). Alfquotas de 10m]
de soro nofma! de camundongo, previamente ajustadas a pH 8.0 com
Tamp¥o Fosfato O,1H no mesmo pH, contendo 0,08% de Azida Sodica, foranm
aplicadas & coluna de Sepharose~Protefna A (1 x 'ch), ‘equilibrada
previamente com o mesmo Tamp3o Fosfato com um fluxo 'de 3ml/hora.A
eluic¢io das protefnas fixadas foi realizada com Tamp¥o Citrato de
.Sédie 0,1 pH 3.0 ¢ os eluatos foram recolhidos em tubos contendo
0,75&1de tamp3¥o TRIS-HC! 1M bH 8.5.

O= eluatos, obtides de viérias cromatografias, foram
reciclados nag mesmag condigles inicialmente citadas, no entanto, as

elui¢cles das imuneglobulinas fixadas 3 coluna foram realizadas con
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TampBes de Citrato 0,1M com pH'E.O, correspondente & eluig¢lo da IgG1;
pH 5.0, 4.5 e 4.0, referentes 2 1gG2a e pH 3.5 ¢ 3.0 a 1IgG2b. os
eluatog foram recolhidos em tubos contendo Tamp¥o TRIS-HCI 1M pH 8.5

em volumes suficientes para a neutraliza¢3o dos respectivos eluatos.

Imuneglobulina IgG2b monoclonal:

Essa imuneglobuliné foi obtida a partir dos sobrenadantes
de . culturas dos hibridomas 5C4Bl1 e 35C4B7, previamente'caractsrizadoé
como 1g62b e cedidos pela Professora W.M.5.C. Tamashiro do
Departamento de Microbiologia e Imunologia da'UNICAﬂP, Alfquotas de
100m! dos sobrenadantes de cada uma das culturas foram submetidas 4
cromatografia em SepharbSE“ﬁrotéfna A, nas nmesmas condicles Citadéé
acima , coh excecgo da eluicso aas protefnas fixadas que foi realizada
com Tamp¥o Glicina-HC! 0,2M pH 2.8.

Todas as fragBes provenientes das diferentes cfomatografias
foram dializadas contra Salina Fosfatada 0,15M pH 7.2 e concentradas
sob press%o de Nitrogénio pelo nétodo da Ultrafiltrag¥o em memnbrana
Diaflo PH/710 (BMICOH). As concentragﬁéé protefcas foram determinadss
no decorrer dos varios passos do isolémento - dessas frac&es‘ de
imuneglobulinas, utilizando-se os métodos ﬁolorimétricos do Biureto

(DITTEBRANDT, 1948), ou Lowry modificado por HARTREE (1572) e/ou,

através da absorc3o egspectrofotométrica a 280nm (WHITAKER & GRANUN,

19800 ; a escolha do método ficou na dependSncia dasg condigﬁes
expérimentais, .utilizanda—se a Soro Albumina Bovina (Fraglio V, Sigma
Chemical Co. - St. Louis, USA) como padrde. As fracﬁes igoladas
continham em protefnasg: g, 1,0mg/ml; 1IgGi, 800ug/ml; Igb2a,

500ug/ml e 1gG2b monoclonal, 500ug/ml.



A caractarizacﬁo'dag fraqﬁas-isoladas foi feita tante pelo
nétodo da Imunedifus¥o Dupla, gegundo GUCHTERLDN& (1958), onde
utilizou-se placas de vidro medindo 2,5 x 7,0 cm, recobertas por 3ml
de Kgar a 1% em Salina Fosfatada 0,15m pH 8.0, contendo 0,08% de Azida
,deica; quanto pelo método da Imunceletroforese Simples, seguhdo
GRABAR & BURTIN 7(1954). usando-ge p]aéas de vidro de 9 = 1licm,
cobertag por 15ml de XKgar a 1% em Témpﬁo.VGronalﬂHCl 0,058 pH 8.6,
'aﬁlicandéﬂse um gradiente de potencial de & volts/cm por um perfodo de
70 minutos. As imuneglobulinas isolaéés foram consideradas preparac8es

homogéneas apenas quando apresentavam um uUnico sistema precipitante

frente oaos anti-soros pluriespecfficos: -Car. anti-SNC (Soro de
carneiro anti-soro normal de camundonge) e Car. anti-Ig ca. (Soro de
carneirc anti-imuneglobulinas de camundongc). ‘Pogteriormente as
fragtes isoladas foram caracterizédas COm os ant { —soros

monoespecificos.

DETECCEQ DE ANTICURPOS ANTI-T. cruzi:

A determinagdo da especificidade“dos anticorpos nos plasmas
dos camundongos infectados com T. cruzi foi realizada pela técnica de
Inunefluorescéncia Indireta, segunde o método descrito por CAMARGO
(1966), contra as formas tripomastigotas e amastigotas, prdvenientes
da cultura da células no 72 dia apds a infec¢fo.

| Os pearasitas, presentes nog sobrenadantes dessas culturas,
foram lavados duas vezes em solugHo de Hanks por centrifugagdo a
1.732g por 20 minutos a 4 °C. O sedimento, contendo os parasitas, foi

resuspenso em Salina Fosfatada O,158 pH 7.2 contendo 2% de



Formaldeido, mantido 2 temperétura ambiente por 10 minutos e lavado
‘duas' vézes em Salina Fosfatada, conforme descrito acima. A suspens¥o
final, contendo 3x108 parasitas/ml, foi utilizada para o preparoc das
l8minas. | | |
Os plasmas dos camundongos, obtides nos diferentes per {odos
apés a infacé%o, foram analisados em diluig¢les seriadas a partir de
1:5 na raz3o 2; Os plasmas dos animais-normais‘fqram anal isados como
coniroies1 0 conjugade, 1gG éar. FITC anti-ig éa; (Frac8o IgCG de
soro de carneiro anti-imuneglobulinas de camundonga, marcada cbm
isotiocianato de Fluoresceina, obtido sob a responsabilidade da Dra.

J.K. Sakurada), foi utilizado dilufdo a 1:10.

IDENTIFICACEO DOS ANT({GENOS DE T. cruz{ ENVOLVIDOS NA RESPUOSTA IHURE

HUMORAL DE CAMUNDONGOS, CBA/J, CS7BL/10 E Fi (CBA/J x CS57BL/10):

A detecgZo dos antfgenos de T. cruzi, reconhecidos pelos
anticorpos das diferentes linhagens de camundongos em diversas etapas
da evolugH®o da infecglo, foi Feita‘pelé‘técnica de Imuneprecipitac¥o,
descrita por ZINGALES et al (1982a). Essé técnica compreende viérias

etapas a seguir:
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Obten¢dc do antigeno:

As formas tripomastigotas éangufcolas foram obtidas de
camundongos: Swisgs/55, ‘suprimidos com 200mg/Kg de peso de
Ciclofosfamida (Enduxan, Pravaz) e CBA/J, inoculados com 10° formas
tripomastigoias ©  sangrados pelo péexo bfaqufa] no pico da
Aparasitemia. 0 sangue total dog animaisg foi recolhido em Heparina e as
formas flageladas separadas por gradiente de Hypaque a 5% em Solug3o
de Hanks pH 7.2 e centrifugadas a 192g por 25 minutos 2 4 °C. HNessas
coﬁdjcses og parasitas distribufdos na_interface foram recolhidos e
lavédos duas vezes enm éolucﬁo de Hanks pH ?.é, por centrifugac%é a

1.732 por 20 minutos a 4 ©C.
lodinag¥o das protefnas de superficie:

A fodinag¢do das protefnas de membraﬁa das formas
trjpomastigatas sangufceolas foi realizada segundo ag indicacBes de
FRAKER & ©SPECEK (1§78). Em tubos prémcobértos com 20ug de Iodogen
(1,3,4,6 tetracloro, 3a, 6a difenilglicouril - Sigma.Chemical Co. =
St. Louis, USA), foram adicionados 2 - 5x107 paragitag. e 0,5ml de
.Soluqﬁo de Hanks contendo 500uCi de Nali3l (lodeto de Sédio - IPEﬁ -
S%o Paulo). Essa mistura foi incubada por 10 n}nutos a 4 OCf depois do
que-a viabil idade dos parasitas foi verificada., Apés a marcag3o, foram
‘lavados duas vezes em Soluglo de Hanks, por centrifugac¢lio a 1.732g por
20 minutos a 4 ©C, lisados em Tamp¥o contendo 1% (V/V) de KN-P40O
(Honidet~P40 - Sigma Chemical Co. ~ St. Louis, USA), 10mH de TRIS-HCI
pH, imM de TLCK (N-a-tosil-L-lisgilclorometilcetona - Sigma Chenical

Co.- St. Louig, USA) e inH de PHMSF (Fenilmelilsulfonilfluoreto -~ Sigma



Chemical - Co. - St. Louis, USA), reincubados por 10 minutos a 37 ©C,
segunde as indicagBes de ZINGALES et al (1982a), Os lisados foram
centrifugados a 4.340g por 30 minutos a 4°C e, os sobrenadantes

estocados a - 70 ©C até o momento do uso.
lmuneprecipitac%o:

Realizada segundo a técnica descrita por ZINGALES et al

1(1982a). A 1im] dos lisados de antfgenos de T. cruzi, marcados pelo

iodo Rédicativo foram adicionados 100ul de Staphylococcus aureuz de
cepa Cowan I, mortoé e fixados previamente pelo calor e Formol;
segundo as indica¢Bes de KESSLER (1975}, numa suspens¥o a 10% em
Salina Fosfatada 0,15 pH 7.2, cedida pela Profa. K.5.V. Gatti do
Departamento de MHicrobiologia e Imunclogia da UNICAHP. Essa mistura
fdi iﬁcubada por 15 minutos 23 temperatura ambiente, com agitagHo
esporadica .e. centrifugada a 4.340g por 30 minutos a 4 9C. ‘0
soprenadante, pré~clareado, foi dividide em alfquotas de 100ul
correspondentes a 5 % 107 paragitas, que foram misturados a volumes
iguais dos ﬁlasmas.de camundongos em andlise e, incubadbs a 4 ©C pér
120 minutos, com agitag¢¥o ocasional. Depois, adiciondu—se 200ul da
mespma suspensdo de 5. aureus e reincubou-se por 30 minutos a
temperatura ambiente, com agitacBo esporadica. Os complexos
constitufdos de 5. aureus, antigeno e anticorpo, foram lavédos duas
."vezes em tamp3c 10mM TRIS-HCI pH 7.5; 0,3HM HaCl ¢ ImH EDTA e uma vez
em famp%o 10mM TRIS-HC!; 0,3M NaCl; 0,1% SDS (Dodecil Sulfato de Sédio
~ &Sigma Chemical Co. -~ 5t., Louis, USA) e O0,05% de HN-P40, por
centrifugag¢do a 4.340g por 30 minutos a & ©C. Os imuneprecipitados

foram resuspensos em 50ul de Tamp¥o de Amostra, indicado por TAKACS



24

(1879, contendo. 1M TRIS-HCI #H 6.8; 2-ME (Z2-mercaptoetanol -~ Sigma
. Chemical .Co. - S5t. Louis, USBA), Glicerol, 5DS e 0,1% de Azul de
Bromofenol, incubados }niciaimente a. 37 °C por 20 minutos,
:posterioementa a 100 ©C porlBAminutos e centrifugados a 4.340g por 30
minutos a 4 ©C. Us sobrenadantes foram analisados por Eletroforese em

Gel de Poliacrilamina,.
Anélise dos Imuneprecipitados:

Alfquotas de 20ul dos scobrenadantes obtidos na etapa
anterior foraﬁ analigadas por Elétroforése em Gel de Poliacrilamida a
i0%, contendo Acrilamida e Bgsuhcrilamida (Canalco inc. - ﬁockvilie?
UsSA), Persulfato de Amanéo (Bio-Rad Laboratories - Califérnia.. USES,
Temed (Sigma Chemical Co. St. Louis, USA) e SDS, segundo técnica
descrita por LAEHLI (1970). As ‘corridas foram a 100 Volts &
temperatura ambiente, por 6 horaz. 0O imuneprecipitados foran
anal isados Jjunto aos padrfes de pesos moleculareg na concentragio de
2ug : Hiosina (MIGS), 205 KDa (Sigma Chemical Co. -~ 5t. Louig, USA);
Soro Albumiﬁa '‘Bovina (BSA), 68 kDa; Cadeiaz pesadas (igGH} e leves
{(1gGL}Y de 1gG de camundongo, 50 e 21 kDa, respectivamente (obtidas de
IgG2a moneoclonal pela Profa. W.M.5.C. Tamashirol); Ovoalbumina (OVA) 43
kDa (Sigma Chemical Co. - 5t. Louis, USA) e Hioglobina, (HIO)
i6kDa(obtida do Departamento de Bioquimica da UNICAHMP). Os géis foram
corados - éom SolugBo de Coomassie Brilliant Blue a ©,25%. As
autoradiografias foram feitas com filme-Sakura para Raios-X (Companhia
Brasileira de Filmes Sakurea - Rio de Janeiro), usando-se cono
intensificador o EKRAR. O tempo de exposic¥o variou entre 1 a 3 ou 4 a

10 dias a - 70 ©C., Os pesos moleculares das bandas das proteinas
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iodomarcadasgs foram estimados usando-se como base as bandas  das

protefnas padrBes nos géis corados pelo Coomassie Blue.

IMUHEPROTECAO PASSIVA:

Grupos de & camundongos CBA/J, sendo 3 machos e 3 fémeas,
foram inocul ados pelo plexo orbital‘ com 0,25mi de plasmas de
camuhdongos obtidos de diferentes fases de evolucZo da infeécﬁo 'pelo

T. cruzi , CBA/J:0, 21 e 28 dias; CS7BL/10 e Fi (CBA/J x CB57BL/10):

0,21,28 e 42 dias; grupos controles receberan plasmas dos animais
normais. Dsedecido o intervalo de 60 minutos, os animais foram
desafiados com 10° formas tripomastigotas sangufcolas, obtidas a
partirA do repique semanal de camundongos CBA/J, inoculadas pela via’
intraperitoneal. As parasitemias foram individualmente verificadas do
&2 ao 82 dia apds o desafio e a mortalidade dos animais foi seguida

até o 302 dia apds a infec¢Ho.



RESULTADOS :

PARASITEHIA E HORTALIDADE:

Hos diverscs loteg de infeccﬁo dag -trés linhagens de
éamundongos, CBA/J, COS7BL/10O e Fi (CBAsJ x CS7BL/10C)Y que foram
analisados, o8 niveis de parasitas detectados no sangue periférico doé
animais no pico da parasitemia foram semelhantes aos que'se encontram
descritos na iiteratura (COESIRI et al., 1980a), sendo para o CBA/J] os
valores obtidos entre 10 é 15 x 109 paragitas/ml e, para o CL/BL/10O @
o fi (CBA/J x CS57BL/10), entre 3 a 4 x 105 parasgitas/ ml.

A mortalidade doz animais foi acompanhada até o 422 dia
apdés a infecgdo nog viérios lotes de animaig infectados. HNa linhagem
suscetfvel, CBA/J, foi de 50 a 100X%. Has linhagens resistentes,
¢57BL/10 e F1 (CBA/J % Cé?BL/lO) as mortalidades foram de 10% e 7%,

respectivamente.



QUANTIFICACXO DOS DIFERENTES 1SOTIPOS DE 1HUNEGLOBULINAS Sf£RICAS NOS
PLASHAS DE CAHUHDURGUS. CBA/J, CS7BL/10 e F1 (CBA/J x CS57BL/i0),

HORHAIS E INFECTADOS PELO T. CRUZI, DURANTE A INFECCAC EXPERIMENTAL:

A quantificag¥o dos diferentes isotipos de imuneglobulinas:
IQH. IgGi; IgG2a e 1IgG2b, nos plasmas das trés linhagens de
camundongos, normais e infecta#os, no descursb da infecc¢io
' experimental,‘Foi.réalizada através d; técnica de Imunedifusfo Radial.

A anéliéé dosg plasmas dos animais normais {(controles) n3o
mostrou variacgles gignificativas aoc longo dos experimentos em qualquer
uma Adas irés linhagens,' de mbdo quér os reauiﬁados dos gfupos
controles, ou animaig nio infectados, representam a média ~dé
concentrac3o dos diferentes izotipos de imuﬁeglobﬁiinas nos  plasmas
obtidos do dia O ao 42¢ depoisz da infeccﬁé.

Os resultados das concentragBes dos diferentes isotipos de
imuneglobulinas nos plasmas dos camundongos infeétados,' indepéndenﬂe
da_ linhagem e do perfodo .da infec¢¥o, refietem as médias, com seus
respectivos desvios~padr693, encontradas apdg a andlise de pelo menos
trés grupos ée animais infectados em épocas diferentes, entre os quais

foram obgervadas peguenas variacgBes,



A 2valig3o do nivel de alteracfio dos diferentes isotipos de
~imuneglobulinas nos plasmas dos animais infectados das tré@g linhagens
em eptudo (aumento ou diminuigHo om compérac%o aog controles normais)
foi determinada pelo célﬁulo'da relacdo entre a concentraciio dessa
imuneglobulina no plasma imune e a concentra¢io dessa imuneglobul ina
no plasma normal, no mesmo dia da infecc¥o (Ig Pi/Ilg PN). Os valores
da relac3o (Ig Pl/Ig PN} sitqados entre-O.B e 1.2 foram inclufdos na
Fai#a éonsi&erada normal, uma Qez que a variagfo do hétodc ¢ igual ao

inferior a 20%.

Isotipo IgH:

0 resultado da concentra¢fio de IgH nas trés linhagens de
camundongos, no decorrer da infedcéo experimental, esta na TABELA I,
onde pode-se observar um aumento progressivo desse isotipo nas trés
linhagens até o 288 dia apds a infecg3o; 'a partir de entlo a
concentrac¥o de IgH na linhagem CBA/J comeca a declinar, enqﬁanto na
linhagem C57BL/10 e na linhagem hfbrida, Fi, ocorre uma'estabiiiza§§o.

-0 grau de alterac¥o em relaclio ao grupo controle,
demonstrado na FIGURA 1, refere no pico médxino de concentrag¥o desssa
imuneglobulina um aumento de 2.0 vezes em rela¢¥o ao normal para a
linhagem CBA/J, de 2.0 vezes para o Fl e de 5.0 vezes para o C57BL/i0,

© qual produziu cerca de 2.0 vezes mais Igl que o CBA/J.



Isotipo IgGl:

A determinac¥0 da concentrag8o desse isotipe nas trés
linhagens devcamundcngo. no decurso da infecgdo experimental, descrita
na TABELA 1IlI, indica que a linhagem CBA/J é a dnica que apresenta
.aumento significativo desse isolipo a partir do 282 dia apdés a
infecc?o, com um aumento de 2.0 vezes na concentraco em relacglo ao
coptrole, enquanto .o C57BL/10 e o F1 mantiveram os seus niveis

préximos ac normal, conforme a FIGURA 2.

Isotipo IgG2a:

A concentraclo do isotipo IgGla, referida na TABELA 111,
‘nag trés linhagens de camundongos, indica um aumento progﬁaésivo nas
primeiras semanas ds infecgdo, sendo a concentracdo méxima obtida para
ag linhagens CBA/J e C57BL/10 no 352 dia apds a infec¢io, embor o
CBA/J n%o mantenha- essernfvel até o 42¢ dia, o C57BL/1i0 mantem-se
constante, engquanto a linhagem hfbridé, Fi, atinge a concentracio
m3xima mais precocemente que seus parentais, 212 dia, e a mantem

também até o final das an&lises.

A FIGURA 3 apresenta o grau de variagio em relagfo =ao
normal na producdo de 1gG2a, durante a infecc¥o experimental, nas 3
linhagens, gque foi de cerca de 2.5 vezes no CBA/J, 4.5 vezes no

C57BL/10 e de 3.5 vezes no hibrido, Fi. Com reltagfo C57BL/10 e CBA/J

de 1.8 vezes.
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I'sotipo 1gG2b:

O resultado da quantificac¥o de 1gG2b estd relatado na
TABELA 1V, onde se verifica a sfntese méxima de producio desse isotipo
- nas linhagens CBA/Q e CSH57BL/10 no 282 dia apés a infecg¥o. No C57BL/10O
esge nfvel- ge manteém sem diferencas significativag e, no CBA/J, o
nivel cai um pouco, se mantendo agsim até o final das andlises. A
linhagemn hfbrida.- Fl1, apresenta =seu pico de sintese méxima
precoce@ente, aos '21 dias, e o mantém sem diferencas significativas
até o 352 dia, no final dag ansdlises, 422 dia, o nivel desta
imunéglobulina atingé o normal. As trés'iinhagens;ihiciam a produc%o
deste isotipo no 142 dia apds a infecgHo. Na FIGURA 4 observamos Ao
grau de variagio entre os plasmas dos  camundongos infectados e
normaia, que foi para o CBA/J de cerca &e 2.5 vezes, para o C57BL/10O
dé 4.6 vezes € para o F1 de 2.0 vezes, no perfodo que corregpondeu &

méxima produc¢¥o desse isotipo.
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TABELA I: Concentracfes proteicas de IgM nos plasmas dos camundongos:
.CBA/J. CS7BLA/10 e F1 (CBA/J x C57BL/10), durante a infeccgdHo

experimental pelo T. cruzi, determinadas'pela técnica de Imunedifusfo

Radial.
__________ e o o o ot e e e e e e i i i S it et e S P o o S . 2 2 2 e et
I Linhagéns de camundongos
Dia. apsds 4= —m—memem o o e e e G e
Infecgd8c | CBA/J i C57BL/10 ! F1
I prot.ug/ml i prot.ug/ml |  prot.ug/m!}
S — . o e e o e e e e e e
~Controles | 280 % 40 i 290 =+ 50 | 280 BOA
3 -I 350 =+ 30 1 300 + 350 . 230 + 30
5 1 300 % 80 | 390 & 30 | 360 + 140
7 1 300 £ 80 ! 400 + 30 I 390 + 50
14 i 430 <+ 40 i 770 % 100 < 760 + 30
21 I 480 =+ 70 | 1100 * 300 ! 820 + 140
28 I_'570 + 80 I 1400 + 250 I 830 + 180
35 I 370 + 80 | 1500 + 250 ! 830 + 180
+ + 180

42. I 350 =+ 80 i 1500 250 I 830



FIGURA 1:
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Fig. 1 - Relag¥0o entre a concentrac¢%io de IgH presente ﬁos plasmas dos
camundongos infectados e normais (Ig Pl/1g PN) das linhagens, CBA/J
(o), C37BL/10O (@) e F1 (CBA/J » C57BL/10) ( ©), durante a infecgHo

ekperimental pelo T. cruzi, determinada pela técnica de Imunedifusio

Radial,.
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TABELA [!l: Concentracgles proteicas de IgGi nos plasmas dos camundon-
gos: CBA/J, C57BL/10 e Fi (CBA/J x C57BL/10), durante a infecgHo

experimental pelo T. cruzi, determinadas pela técnica de Imunedifusio

Radial.
__________ +....__......,........................_....._.....,..,..._.._.._,,.n..._.,.._...“..v.......a..'...........__...._.._
Linhagens de camundongog
Dias apés RAnteinteitubniuindeteh e e e e o o e e
infecclio | CBA/J ! C57BL/10 i F1
| | prot.mg/ml | prot.mg/ml T prot.mg/ml
__________ e et o e e e o o o o o o e e et e et e e e e e e e e 2 e e
Controles | 3,3 + 0,40 | 1,5 ¢ 0,42 ! 1,10
3 I 3,4 £ 0,12 ! 1,5 + 0,42 | 1,20
5 i ——— I - 1 -
7 1 3,2 + 0,40 f 1,3+ 0,20 1,40
14 1 3,4+ 0,35 N 1,3 + 0,10 | 1,10
21 t 3,4+ 0,23 | 1,4 + 0,15 i 1,60
28 1 6,9+ 0,20 | 1,9 £+ 0,20 f 1,00
35 1 6,7 £+ 0,20 | 2,0+ 0,30 I 1,00
42 I 6,7 + 0,20 ! 1,8 + 0,30 [ 1,00
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FIGURA 2:
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Fig. 2 - Relag%o entre a concentragto de I1gGi #resente nosg p!aémas dos
caméndongos infectados e normaig (Ig PI/Ig PN) das linhagens CBA/J

(0), CB7BL/10 (@) e Fi (CBA/J x C57BL/10) (©), durante a infecgZo
expérimentag pelo T. cruzi, determinada pela técnica de Imunedifus3o

Radial.



TABELA 111: Concentracies proteicas de 1gG2a nos plasmas dos
camundongos: CBA/J, C3H7BL/LO e F1 (CBA/J x C57BL/10), durante a

infecg¥o experimental pele T. cruzi, determinadas pela técnica de

Inunedifus¥o Radial.

__________ e e e e e e e e e e et e e 1 o e e e e e e
T | Linhagens de camﬁndongos
Dias apéé oo o e e e e
infecgdo | CBA/J | C57BL/10 | Fi1
| prot.mg/ml | ‘prot.mg/ml° | .  prot.mg/ml
—————————— T ST i
Controles | 2,9 + 0,05 | 2,4 + 0,30 i 3,0 + 0,29
3 i 2,92 0,05 | 2,3 + 0,10 | 3,0 + 0,07
5 | 3,6 + 0,85 | 2,9 + 0,10 | 3,5 + 0,30
7 1 3,2+ 0,50 | 2,9 + 0,50 | 4,1 + 0,14
14 | 4,3 + 0,45 | 4,0 = 0,44 i 7.3 1,00
21 I 5,9+ 0,22 | 7,2 £ 0,68 ] 10,3 + 1,00
28 | 7,0 £+ 0,60 I 10,0 + 1,80 | 10,3 + 1,00
35 | 7,5 + 0,60 | 11,0 + 0,78 | 10,3 + 1,00
+ 1,00

42 Il 6,1 0,60 | 11,0 % 1,90 I 10,3
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FIGURA 3:
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Fig. 3 - Relac%o entre a concentra¢¥o de IgG2a presente nos plasmas

dos camundongos infectados e normais (Ig PI/lg PN) das linhagens,
CBA/d (0, CH7BL/310 (@) o Fi (CBA/J x CS57BL/10O) (92, durante

a infecgdo exberimental pelo T. cruzi, determinada pela técnica de

ImunedifusZo Radial.
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TABELA 1V: Concentrag¢Bes proteicas de IgG2b nos plasmas dos camundon-
gos: CBA/J, CS57BL/10 e F1 (CBA/J x C57BL/10), durante a infecc3o

experimental pelo T. cruzi, detarminadasbpela técnica de Imunedifusdo

'Radial.
__________ e et e e e e e e e
1 Linhégens de camﬁndongoé

Dias.ap63'+ ~~~~~~~~~~~~~~~~~ Fom o e

infecgio | CBA/J | C&7BL/10 i Fi
| prot.mg/ml I prot.mg/ml i prot.mg/m!}
————————— e e e S
- Controles | 1,4 &+ 0,16 } 1,5 0,20 i 2,3 &+ 0,30
3 -i 1,2 £ 0,06 i i,2 + 0,20 i 2,2 & 0,20
5 1 1,2 + 0,06 I 1,3+ 0,02 } 2,9 0,10
7 1 1,5+ 0,32 | 1,5 % 0,20 | 2,6 + 0,50
14 i 2,0 0,43 ! 3,0 &+ 0,60 | 3,3+ 1,00
21 i 2,9+ 0,50 l 9,4 = 9,80 ] 4,0 + 1,20
28 13,7+ 0,50 ! 6,2+ 0,70 | 3,6 % 1,00
a5 I 3,0 % 0,50 1 6,0 % 0,70_ [ 3,6 + 1,00

42 I 3,0+ 0,50 1 5,8+ 0,70 i 2,3 + 0,50
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FIGURA 4 :
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Fig. 4 - Relag¢¥o entre a concentrac¢io de-IgG2b presente noé plasmas

dos camundongos infectados e normais (Ig P1/Ig PN) das ! inhagens,

CBA/d (¢ >, CS7BL/10 (e®) e Fi(CBA/J x C57BL/10) ( © ), durante a

infecgdo experimental pelo T. cruzi, determinada

pela técnica de
ImunedifusZo Radial.
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PERFIL DE ALTERACXO DOS ISCOTIPOS DE IMUKEGLOBULINAS, IgM, 1gG1l, IgG2a
e IgG2b, HAS LINHAGENS DE CAHMUMDONGOS, CBA/J, C57BL/10 E F1 (CBA/J x

C57BL/10), DURAHTE A INFECCXO EXPERIMENTAL PELO T. cruzi:

A dosagem quantitativa dos isotipos de imuneglobulinas nas
trés iinhagéns de camundongos, mostrou algumas caraterfsticas que
‘diferenciam o comportamento entre esses animais no decurso da infecc3o
- experimental.

A linhagem CBA/J mostra repostas aos estfmulos antigénicos
a .ﬁartir do 142 dia da infecg¥o, em niveis crescentes até o 282 dia,
quando ocorre a estabikiéacﬁo na produgo dbs fsotipos IgG. A FIGURA 5
mostra o pérticipac%o de Igﬁ; IgG2a e 1gGZ2b nag irés primeira semanas
depeois da infec¢¥o e, no infcio das trés dltimas semanas anal isadas, a
participag%GAé de todog og isotipos; entretanto, a partir do 352 dia a
.predbminﬁncia ¢ das IgG, com aumento de 2 a 3 vezes nas concéntrag@as
desses isotipos em relagdo aos controles.

| A linhagem C57BL/10 inicia a suz resposta a partir do 142
dia pés—inf@cc%o; A éstabilizacﬁo da resposta zos estfmulos antigéni-
éos ocorre a partir do 352 dia. Os resultados da FIGURA 6 demonstram
a participac®o dos isotipos: IgH, I1gG2a e IgG2b, com a concentragio

asumentada de 4 a 5 vezes em relacBo aos animais controles.
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A linhagem hfbrida{ Fi, em relag3%o aos seus .parentais:
CBA/J e C57BL/10, apreaénta uma regposta interwediéri; ace eptimulos
antigénicos, com o0 estabelecimento da produc3o de anticorpos entre o
142 e o 21=2 dias depois da infecc¢fo, com um aument; na concentracg®o
_dos isotipos IgH, igG2a e IgG2b de 2,5, 3,5 e 1,5 vezés,.
respectivamehte, ém relacfo aos animais éontroies, conforme mostra a
FIGURA 7. A partir do 212 dia até o final das nossas observacSes, 422
'dié, inicia-se o declfnio da IgG2b, existiﬁdo a predomingncia de IgH e
igGza, nas mesmas"concentracﬁes a§fesentadas a partir da terceira

gemana apds a infecglo.
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FIGURA 5:
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Fig. 5 - Perfil de alteragio dos diferentes isotipos de

imuneglobulinas: IgM (D), Ig6l (0), IgG2a (@) @ Ig62b ¢ © ), na
Jinhagem CBA/J durante a infecgfio experimental pelo T. cruzi,

determinado pela rela¢8o (lg Pl/lg PHN). satravés da técnica de

Imunedifusio Radial.




FIGURA 6:
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Fig. & - FPerfil de alterac3o dos diferentes isotipos de

imuneglobulinas: Igh (3 ), IgGl (©), IgG2a (@) e IgG2b ( ® ), na

linhagem C57BL/10 durante a infecc¢3o experimental pelo T. gruzi,

determinado pela relagdo (Ig Pl/lg PH), através da técnica de

Imunedifusdo Radial.



FIGURA 7:
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Fig. 7 - Perfil de a]teracéd dos diferentes isotipos de
imuneglobulinas : Igh (0O), IgGil (O, IgG2a (@) e IgGab ( ©), na
linhagem F1 (CBA/J x C57BL/10) durante a infecgdo experimental pelo T.

cruzi, determinade pela relagd%o (Ig PI/Ig PH), através da técnica de

Imunedifusfoc Radial.
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DETECCX0 DE .ANTICORPUS ANTI-i. cruzi NOS PLASMAS DOS CAMUKDOKGOS,
CBA/J, C57BL/10 e F1 (CBA/J x C57BL/10), DURARTE A INFECCKO

EXPERINENTAL:

Gé nfveis de anticorpeos anti-T. cruzi nos plasmas dosg
camundongos, nos diferentes estagios da infecgdo experimental, foram
determinados pélo método.de ]munef}uorésc@ncia‘Indireta. contra as
forﬁas’ tripomastigotas e amastiéotas, tratadas pelb ?ormol ¢ obtidas
da cultura de células,. |

| Os resultados apresentados na FIGURA 8 mostram anticorpos
espec(ficos contra as formas tripﬁmastigsﬁas do-pafaéita. Entre o 72 e
o 142 dias apts a infecg%o n¥o existe diferen¢a entre os t{tulos de
~ anticorpos éspecfficos nas trés linhagens de camundongos. No 142 dﬁé
comega a ocorrer uma variagdo nés tiftulos de anticorpos. Contudo, ¢ =
partir do 282 e até o 422 dia que se verifica uma maior distingSo
entre as linhagens de camundongos: o CBA/J apresenta t{tuioé de
anticorpos especi{ficos 2 a 3 vezes inferiores aos dos C57BL/10 & Fi.

Ha FIGURA 9 sHo apresentados os tftulos. de anticorpos
dirigidos contra as fornas amastigotéé de T. cruzi. '~ 0 psadrZo de
comportamento entre as tré&s )linhagens, nas duas primeiras semanas de
infecgfo, nio mogtrou wvariag3o, tanto na ciﬁética do aparecimenté dog
anticorpos, quanto nos tftulos dos mesmos. HNo 2ie dia apdés a infecgHo
ocorre uma variagdo no padrdo de resposta entre as linhagens de
 camundongos; o CBA/J apresgenta trtulos de anticorpos especfficés
infefioras aos.apresentados pelo CS7BL/710 e pelo Fl. Deste perfodo e
até © final das andlises n%o foram detectadas variacUes

significativas,
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Fig. 8 - Titulos de anticorpos contra formas tripomastigotas nas

linhagens de camundongos: CBA/J (0), C57BL/10 (&) e F1 (CBA/J
C57BL/10) ( © ), durante a

. X
infec¢lo experimental pelo T. cruzi,

detectados por Imunefluorescé&ncia Indireta.
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FIGURA 9:
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Fig. 89 - Tftulos de anticorpos contra formas amastigotas nas linhagens
de camundongos : CBA/J (0), CS57BL/10 (&) e F1 (CBA/J x CO7BL/1IOY (@)
durante =a infecg¥o experimental pelo T. gcruzi, detectadoz por

Imunefluorescéncia Indireta.
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IDENTIFICAGXO DE ANT{GEHOS DE T. cruzi ENVOLVIDOS NA RESPOSTA IHUNE
HUMORAL DE CAMUNDONGOS, CBA/J, C57BL/10 e F1  (CBA/J x C57BL/10),

DURANTE A INFECCEQ EXPERIHENTAL:

Az andlises dos antfgenos de T. cruzi, envolvidos na
inducdo da -reposta imune humqral nas tfés linﬁagené de camundongos
‘estqdadas, foram feitas pelo método de Imuneprecipitac%o, onde formas
tripémastigotas sangufcolas e vidveis foram marcadas com Naiialf
solubilizadas e incubadas com as amostras dos plasmas dos camundongos.
A ‘revelagﬁo desses antfgenos de superffcie do parasita foi feita
atrévés da técnica de Eletroforese em Gelrde ?oiiacri}amida a 'iO%,
contendo SDS. | '

Na FIGURA 10 observa-se o padrdo de precipitacgio de
antfgenos de I,-ggggi por plasmag das linhagens de camundongos: CBA/J, -
C57BL/10 e F1, obtidos 14 dias depois da infec¢3o, com iﬁfcie de
reconhecimento de peptfdeos nas regides de pesos mblecﬁlares a?arentes
de 507'9 30 kDa, porém as bandas encontram-se marcadas com pouca
intensidade.

A FIGURA {1i demonstra, embora de maneira difusa, peptideos
com pesos moleculares aparentes nas Paixaé de 50-56, 70-80 e 82-92
"kDa, precipitados por plasmas das trés linhagens de camundongos-

CBA/J, C57BL/10 e F1, obtidos no 2ie dia apés a infecclo.
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O resultado ~das andlises dos plasmas das linhagens de
camundongos : CBAZJ, C57BL/10 e Fi, de 7, 28 e 42 dias apés a
infeé;%o. estd na FIGURA 12. Has canaletas correspondentes as
andlises dosmt plasmas obtidos no 72 dia apés a infeccgZo, n¥o foram
.deﬁeétadas bandas,antigénicas; este foi também o padr3o das analises
dos plasmas normais, bem como dos plasmas obtidqs 3 e 5 dias depois da
infeccgdo, independente da linhagem_emrestudg (dados= néo apresentados).
-Os p]aémas &e 28 e 42 dias depois da infec¢¥o, dos camundongos
pertencentes & quafquer uma das tr&s linhagens, detectaram peptfideos
com pesos.molecufares_aparentes nas faixas de 50, B0, 80, 100, 140 e

160 kDa.
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FIGURA 10:
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Fig. 10 - Imuneprecipitagdoc de antigencs de superficie de formas
tripomastigotas de T. c¢ruzi marcadas com Nall3l (13, com plasnas

obtidos no 142 dia apds a infeccg¥o de camundongos, CBA/J (2), CBZBL/1O

(3) e F1 (CBA/J » C57BL/10) (4).



FIGURA 11:

PESOS MOLECULARES X 10

‘

Fig. 11 - Imuneprecipitagfo de antfgenos de superficie de formas

tripomastigotas de T. cruzi marcadas com Nall3l (1), com plasmas

obtidos no 212 dia apds a infecgfo de camundonges, CBA/J (2)

C57BL/710 (3) e F1 (CBA/J x CHZBL/10) (4).
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FIGURA 12: .
Fig. 12 =~ Imuneprecipitacfo de antigenos de superfficie de formas
tripomastigotas de T. cruzi marcadas com Nall3l (1), com plasnas

obtidos nos 72 (2,3 e 4), 282 (5, b e 7) e 422 dias (8,9 e 10) apds a
infecc%o de camundongos, CBA/J (2,5 e 8), C57BL/10 (3,6 e 9) e F1

(CBA/J x CS7BL/10) (4, 7 e 10).,
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ATIVIDADE PROTETORA DDS PLASHAS ﬁE CAHUNDONGOS, CBA/J, C57BL/10 e F1-
(CBA/J x CS7BL/10), OBTIDOS DURANTE A INFECCXO EXPERIMENTAL PELO T.

cruzi;

A atividade protetora dos anticorpos, produzidos pelas trés
linhagens de - camundongos em estudo, foi verificadé pelo método da
ﬁlmunepfotegﬁo Pagsiva sobre camundongos suscatfveis'da linhagem CB&A/J.

Hé TABELA V encontram-se aprésentados os resultados das
ané]isea com o8 plasmas das tré&s linhagens de camundongoé, CﬁA/J,
C57BL/10 e F1, obtidos em diferentés perfodos apds a infecg¥o. Pode-
se observar que n%o houve diferenca significétiva na capacidadel de
controlar a parasitemia, quando os plasmas utilizados foram das
l{nhagens CBA/J e C5?BL/10; entretanto, quando o plasma utiiizado foi
o da .linﬁagem hibrida, Fi, obteve—-ge tal céntrole. Quanto a'
‘capacidade de controlar a mofta}idade, cbrservceu-se que og ﬁlasmas das
linhagens resistentes, C37BL/10 e Fi, obtidos a partir do 282 dia apds
a _infeéc%o, foram capazes de cantrolaf parcialmente a morte do=s

animais sugcetfveis, com menor ou maior eficiéncia, repectivamente.



TABELA V:

Atividade protetora dos plasmas de ‘camundongos: CBA/J,

C57BL/10O e F1 (CBA/J = COB7BL/10), obtides durante a infecgHo

experimental pelo T. cruzi, sobre camundongos CBA/J:

_______________ e e o e e P At S e B 2 o

Plasmas obtidosl|Controle da infecc¥o apés desafio conm 109 T.cru=zi
em diferentes +----—-r----mm——ooeo— F e
dias apdés a in-1 Parasitemia {(logjqp)! : % de sobrevida
focgdo ) 72 dia ! 5 10 20 30 diam
_______________ o i i i o i e Ak i e ok i Skt £ ki S ok T .t i e i e
CBA/J: i I

controle= | 5.7 =& 0,230 it 100 0 C -

21 I 6.1 =+ 0,120 I 100 -0 o -

28 I 5.4 =+ 0,100 I 100 0 Q -
_______________ e s s st i e iy v e i . e 2t ot o i s e e o 0 e S i S M e
C57BL/10; 1 !

contreles | 5.9 =+ 0,230 I 100 o) - -

2T I 5.7 =* 0,300 1 100 o - -

28. I 5.2 + 0,300 i 100 33 0 -

42 I 5.5 = 0,350 | 100 66 50 0
_______________ w o ren e e o 2 i o e 1 e S S o o o i o o o B o i o
Fi: ! |

controles | 6.0 =+ 0,370 i 100 0 - -

21 I 5.0 + 0,480 t 100 0 - -

28 ! 5.1 = 0,400 1 100 66 50 a3

42 I 4.9 + 0,450 I 100 66 66 66

- —— o ———— T . TR i T TER PR SR TS R Mo e M TR TEN TN L TR MR WWT MW STE AR M M A M S e W R G R S37 M WM MY WX T BV TR W T TN O e e W e ek g o —



DISCUSSEAEO:

Na }iteratura existem numerosos relatos que pretendem
elucidar o papei da resposta imune humoral na infecc¥o causada pelo T.
cruzi. Entretanto, esses dados s%o na sua maioria diffceis de serenm
analisados em face de esbarrarem enm divergéncias béasicas, referentes '3

diversidade de mnodelos experimentais empregadog: macacos, c¢oelhos,

ratos e camundcﬁgos, por exemplo (TEIXEIRA et al., 1975 - CHIARI et

al., 1980 e SCOTT et al., 1985); mesmo quando se trata apenas de
camundongos a2 variedade‘ ¢ ampla, poig as linhagens isgogénicas
utilizadas apresentan comportament.os distintos em relag¢do &

suscetibilidade ao parasita (CORSINI et al., 1980a); ao estoque do
parasita, s%oc muitas as cepas do T. ggggl e suasg morfologié$,
composicﬁaé antigénicas e patogenicidades variam (BRENER & ANDRADE,
19789 ~BREHER, 1980 ¢ DVORBK, 1984); as diferentes fases de evolucZo da
infedcﬁo que sd0 analisadas (KRETTLI & BRENER, 1976 w-HAHSGN, 1977 e
HcHARDY, 1977) e aos diversos parSmetros de comparagdo, envalven§o
diferenteé metodologias empregadas para as andlises (GROGL & KUHﬁ,-

1985 e ZUEERINK et al., 1985):; entre outras.
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Ho entanto, os dadoé da litéeratura n%o relacionaram - a
inducio &a resposta im?ne huméral em linhagens de camundongos
suscetlveis e_resistentes, infectadas ao ﬁesmo tempo com baixa dose de
parasitas de uma cepa virulenta do T. cruzi, com niveis . de
imuneglobul inas, especificidade de anticorpo e prote¢3o, durante as
fapep aguda e crdnica . da infecgfo chagdsica expérimental; Nogsos
Eresu}tados mogstram variagtes na produgido dos diféfentes isotipos de
imuneglobul inas entre os camundongos suscetfveis e resistentes, bem
cogo' o comportamentb desses anticorpos anti-T. cruzi na detecg¢do de
antfgenos de formas infectantes para os hospedeiros vertebrados.

Os rasuitadoé da parasitemia e da-mortaiidade nos véfios
iotes da. {nfeccﬁo, nc méstraram a}teragﬁes significaﬁivas nog  seus
niveis em cada uma das trés linhagens em estudo: CBA/J, C57BL/10 e Fi
(CBA/J x C57BL/10) (CORSINI et al., 1980a).

| Az dosagens quantitativas dos isotipos de imunégiobulinag
das linhagens em estudo mostram alteracles caracterfsﬂicas ao longo da
infecgﬁc. Henhuma alteracHo nosg isotiﬁos foram observadag nos 7
priméiros dias apds % infécc%o, cbrrespondente ao perfodo pﬁé—patente
de paragsitemia. | _ |

Nas linhagens resistentes, Cﬁ?BL/iO e F1 (CBA/J=xC57BL/10),
o “aumento de [IgH foi conccmitante' com o perfodo do pico da
paragsitemia, por velta do 122 dia apds a iﬁfeégﬁo, e mortalidade. Por
outro lado, a linhagem suscetivel, CBA/J, com niveis de parasitemia e
Wmortaiidade superiores, apregenta - nessa océsiﬁo nivel dessa

imuneglobulina muito prdéximo ao dos animais normais.



Com relacg3o as 1gG2, observou-se que as trés linhagens de
camundongeos iniciaram a produc®o desses isotipos durante o perfodo que
corrésponde ao controle da parasitemia.

Hesta - cinética deé produ¢fo dos isotipos de imuneglobulinas
-verificou-se <que na linhagem suscetfvel CBA/J o pico méximo ‘de
alteracgdo fbi por velta do 282 dia apds a infecglo, com aumento de
IgGZ2a e igG2b de 2,5 vezes em relagdo ao normal, pefmanecendo aggim
até o 422 dia. No Cﬁ?BL/lO o pico mé&ximo de alteracgdo foi ao final da
infecc%q; 35= dia{‘com participécﬁo de IgG2a e IgGZb com aumentc de
cerca de 4,0 vezes em relac¥o ao norm2l, que foi mantido até o dzz
dia. AA linhagen Fl{CﬁA/J ® C$7BL/10) atingiu a 'goﬁcentracﬁo mAxima
desteg dois iscbtipos no 2iz2 dia, entretandoc a alteracfo em relagfo aé
normal foi de 3,5 vezes para o isotipe I1gG2a e de 1,5 vezes para a
IgG2b, além de manter constante até o final dag andl iges somente a
coﬁcenﬁragﬁo de IgG2a.

A, andélise da especificidade dos piasﬁas dosg camunddﬁgés
obtidos durante 'a fase aguda da infecc%q, até o 142 dia, n%q mostra
variages no grau de especificidade entre as formas amastigotas e
tripomastigoias do paragita, independentes da linhagem em estudo. No
2= dia, os tftuﬁos de anticorpos especfficos s¥o inferiores na
linhagem suscetfvel, CBA/J, independente da forma do parasita. A
partir dai n%o sY¥0 verificadas diferengas significaiivas entre o
comportamento de qualquer uma dag trés linhagens de camundongos frente
‘és formas amastigotas, o mesmc ndo acontecendo com relacdo ds analises
feitas contra formas tripomastigotas, onde mais uma vez a linhagen

suscet fvel apresenta ogs mais baixos titulos.



A 'vafiaqﬁo na especificidade entbe as formas do paragita,
por rtestes de Imunefluorescéneia Indireta, foi descrita por RE?KA et
al;, (19853, em estudos realizados com as tréz formas de cultivo do
parasita da cepa Y, com'éoros de camundongos infectados com a mesma
cepa, onde foram verificados altos tftulos de anticorpos especificos
contra as formas amastigotas, baixos para as formas epiméstigotas e
intermediérios. para as vformas tripoméstigotas1 Esse comportamento
distinto pode ser explicadé Apeia presenca de antfgenos estégio-
especificos, <caracterizados nas trés formas do ciclo evolutive do i.
cruzi (NOGUEIRA et al.,-1981 ~ YOSHIDA, 19%83 e ZINGALES et al., 1884);
@ ainda, pela divergidade na resposta imune verificada por ZUEERIHK et
al.,(1385) com base em que os polipeptfdeos do parasita diferem nas
propriedades antigéniceas, conforme a iinhagem de canmundongos ut’ilizada
para a obtenc¥o dos anti-soros.

Esga variacf%o na especificidade ainda encontra apoio nas
andlises de SCOTT & GOSS5 - SAHPSON (198B4), que vérificaram no
camundongo suscebtfivel, é participacZo de ,anticorpos especificos,
contra as formas epimastigotas do parasita, dos isotipos IgH e 1gG2 e
nos estudos cinéticos realizados por AEAUJG et al.,, (1984) na linhagen
C57BL/6, resistente, que demonstraram a participagdo predominantel de
igH, 1962 e 1gG3. | |

Purante a fase aguda da infec¢Zo, a concentracfo de Igl e
IgG22 no animal suscetfvel, CBA/J, mostrou—-se pouco altgrada em
'relacﬁo‘ ao contrcle normal; ao contrédrice, na linhagenm hfbrfda

resistente, Fi, as concentrag¢@es dessas imuneglobulinas encontram-gze

aumentadas cerca de 2,5 vezes em relaglo acs controles; enguante na
linhagen parental resistente, C57BL/10, ¢ aumento da IgH foi

semelhante ao que Ocorréu no hfbrido e o da IgG2a foi prdéximo a 2,0
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vezes, embora os tftulos de anticorpos especfficos contra o parasita
nag trés‘ linhagens sejam seme!héntes. Com base nessers dados podemos
sugerir que, se com menor concenﬁracﬁo desses isotipos de
imuneglobulinas o© animal suscetfivel, CBA/J, congegue um tfitulo de
anticorpos especi{ficos iQual ao dos a2nimais resistentes, que possuenm
maior con#entrac%o dessas imuneglobulinas, allinhégem CBA/J estd na
i_ve:dade produzindo nessa fase uma concentracﬁd de Ighl e IgG2a
eSpecfficos' contra o T. cruzi maior do que o C57BL/10 ¢ o F1,. Em
concordéncia estd¥o os achados de GROGL & KUHN (1985), que no estudo da
pfodugﬁo de anticorpos especificos contra o T. cruzi em linhagens
suécetfveis © resistenﬁes, verificarzm éue ‘G C3H/He, suscetfvai,
produz na‘ fase aguda da infeccﬁq uma concentrag¥@o de IgHl e 1gG2
epimastigota-especffica, maior do que a linhagem resistente, CS57BL/6G.
Também HNICKELL et al., (1985), demonstram a presenca de maiOP_COﬂC@ﬂ":
tragcdo de IgM e IgG tripomastigota-especifica no camundongo' suscet (-
vel. SAEURADA et al... (1887) a partir dos resu!iados de que a
Iinhaéem suscetivel, CBA/J, quando comparada 2s linhagens resistentes
CS7BL/1OC e F1, apesaf de abresentar menor concentragiio dos ibotipos de
fmuneglobulinas, IgH e 1gG2a, apresenté O mesmo tftuio‘de anticorpos
especificos, sugerem que a diferenga na suscetibilidade ou resisténcia
entre as linhagens de camundongoes n3Ho egstd na dependéncia- da
especificidade dogs anticorpos produzidos. '

. A correla¢¥o entre o nfvel de anticorpos especf{ficos anti-
‘E. cruzi com susceltibilidade ou resisténcia foi recentemente sugerida
pér\HICKELL & BOYER (1986), atravéds da detec¢lo dos niveis de IgM mais
elevados na linhagem suscetfvel, sugerem que isto poderia estar
contribuindo para a potencializag3o do curso da infec¢do, na promo¢io

da patogenia; ou ent¥o, que as atividades dos ~anticorpos seriam
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ifreieQantes durante a infeccHo, com enveolvimento de ocutros fatores do
hospedeiro na determinag¥o da suscetibilidade ;u resisténcia.
TRISCHMANN  (1383) sugere que o controle da parasitemia estaria na
dependéncia de . um mecanismo especffico, ou inespecifice,  ativo "in
v{vc” na morte ou limitagdo do desenvolvimento do parasita antes . da
fase aguda' e, qﬁe og anticorpos seriam.importantes no final da fase
aguda, a fim de promoverem a destruicﬁo aos parasitas. De fato, no
pérfodo correspondénte a tfansiqﬁo entre és fases aguda e crbnica da
infec¢¥o, por volta do 2ie dia;. quando a detec¢do das formas
circuléntes por métodos diretos & impossfvel, significando uma dimi-
nui¢%o no numero de barésitas, verifica-se um aumento na concentragio
dos isotipos IgH e IgG2, bem como no tftulo de anticorpos especfficés
contra as formas infectantes para og mam{feros nas tré&s linhagens de
camundongos em estudo; contudo, esse crescimento & maior nas linhagens
résisténtes, C57BL/10 e F1; parece que nessa ocasifo ocorre ou qé
ocorreu uma definic¥o da resposta ao estfmulo antigénico, persistiﬁdo

‘apenas a diferenciac%o dos igotipos em termos quantitatives e qualita-
tivos. A alta concentrac¥o de imuneglobulinas coincidente com o alto
nivel! de pérasitemia @ mortalidade nos animais resigstentes, em nossos
resultados esti¥o em concordincia com a sugestzo de TRISCHMANN (1986)
de que essas imuneglobulinas pﬁo controlam o crescimento do parasita.

A despeito dos fndices de imuneglobulinas elevados e dos baixos
tftulos de anticorpos especi{ficos durante a fase aguda nas -lingagens
‘resistentes, C57BL/10 ¢ Fl, sugerimos que durante o intenso
parésitismo possa estar havendo o consumo desses anticorpos; por outro
lado, =ao final da fase aguda, a parasitemia e a mortalidade baixas
agiriam colaborando para o© baixo titule destes anticorpos. Uma

explicagBo para essa discrepéncia seria a Ativagfio Policlonal de
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céluias B, pela esti@uiacﬁo da‘linfécitos ndo~egpecfficos (CORSINI &
CBSTA. 19817 . Outros autores, entretanto, estudando mecanismoz de
résposta imune humoral contra o T. gruzi, por meio de células
formadoras de placas (PFC). imotipo-especfficas, indicam a existéncia
da ativacg3o policionai B como resultado de uma resposta egpecifica ao
antfgenp que permanece por longo perfodo, devido #o estimulo
antigénico pefsistente, ‘com a partici?acﬁo-de'ign e IgG (TARLETON &
KUHH, 1%883), ou com predomfnﬁo’de IgG2a e 1gG2b (IMPERIO LIHA et al.,
1985). No entanto, IMPERIO LIMA et al., (1986 sugerem que ossa
ati#ac%o peliclonal seja um fenbmeno geral na infeéc%o de camundongos,
pois nB%o 8o  verificam diferencas entre as iinhagens guscetiveis e
resistentes que sejam suficientes  para explicaren esses padries
distintos de comportamento Ffente a infecglo peio T. cruzi. |

Na elucidac@o dos ﬁecanismcs da resposta imune contra o 1.
cruzi sdo relataéos fenmenos de Supressdo no decorrer da infecgio. De
fato, parece que apds um perfodo de extensiva proiiferaé%o celular, o
sistens sentria num esﬁado de exaustdo, K que caracterizéria uma
depressdc da resposta imune. Essa falta de resposta reflete-se tanto
para antigenos relacionados ao paraéita (ROWLAHND & - KUHN, 1978 e
TARLETON & KUHN; 1985), quante para .éntfgenos_ n§0“relacioﬁad0$
(CUNHINGHﬁﬂ & KUHHE, 19803) e, embora camuﬁdongos infectados <com T.
cruzi sejam incapazes de reagirem contra neoantfgenos, esses animais
830 capazes de responder para antfgenos contra os quais sofreranm
e#timulacﬁas antes da infecg¥o (CUHNINGHAHE et al., 1880). Eséas
respostas de anticorpo, entretanto , podem ser restauradas pela adig¥o
de IL-2 exdégena (REED et al., 1984 e TARLETON & KUHE, 19842) e este
fate parece estar relacionado com o desaparecimeonte da imunssupressHo,

via estimulagio antigénica repetitiva, em intervalos que
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corresponderiam ao aparecimento de células prontas a sofrerem
Gstimukacﬁc (CHOROHANSKI & KUHH, 1986). Virios mecanismos t8&m sido
propostos na tentativa de explicar.eésa Imunesupressdo, o8 mais
comentados s%0 a respeito de fatores séricos (CUNNINGHAM & KUHH,
1980b, 1980c e 19804d) e de células supressoras (REED et al., 1983 e
TARLETOR &  KUHH, 1%84b). Com respeito é células pupressoras,
_ macrdéfagos supressores foram encontrados em baqoé de camundongos da
linhagen CBA/J, suscet{vel, infectados com T. cruzi (JENG &
KERSZENBAUHM, 1984) e, a fatores séricos, estd relatada a presenca de
uﬁa. protefna com atividade supressora que &€ produzida por células
esﬁlénicas de camundonéos sensiveis ou resisientes é infeccso peio T.
cruzi, qué ¢ capaz de agir sobre células de camundongos nornmais,
diferente de qualquer iinhagam daquela de onde rfoi induzida, gque &
nais ﬁatente quando & produzida por camundongos suscetfveis, cujas
células esplénicas também s3o mais sensliveis & sua agﬁo'(SERRAﬂO &
0°DALY, 1987). OUs relatos de TARLETON & SCOTT (1987)lda existéneia de

células T supressoras ndo especificas ao T. cruzi, regulando respostas
parasita“especfficas- e, de CHOROMANSK]I & KUHN (1986) de qué niveis de
anticorpes essencialmente elevados podem ger supressores, contribuem
para tentar explicar o©s nossos resultados de altos niveis de
imﬁneglsbulinas @ baixos titulos de anticorpos especfficos

Os antfgenos de superficie das forﬁas tripomast{goﬁas do T,
gggéi, anal isados através do método de Imuneprecipita¢fo, revelados
rpreferencialmente com o isotipo 1g6, Peias condi¢Bes experimentais
ondé os complexos antigeno-anticorpe g¥c adsorvidos pela protefna A de
S. aureus, comecam a ser delineados a partir do 14¢ dia apds a

infacc%d, ffame que corresponde 3o aparecimento desse fsotipo pela

estimulagBc antigénica, apregentando um padrio difuse, enveolvendo
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péptfdéos contidos dentre uma Iarga. faixa de pesos moleculares
aparentes de 50 e 90 kDa, sugerindo que esses .antfgenos estdo
expressando uma grande variedade de epftopos, ou ainda, que os
ant.icorpos anti- T. cruzi possuenm baixa afinidade. No 21ie dia,. o
padrdo de precipitac¥o imune ainda abrange uma ampla faixa de epftopos
que apresentan #esos molecul ares muito préximos, verificados pelas
largas faixas nas autoradiografias e seﬁ muita delimitac¥o entre
eésas; porém, nessé fase estdo mais inteﬁsamente coradas e, de acordo
com ARAUJO et al., (i984) isto é'sugestivo de natureza altamente
antigéﬁica. Hossa sugest¥o & de que quantidades maiores de antigenos
est¥o sendo expostaé em funco do perfodo de in%chﬁo, © também do
aumento dos tfitulos dos anticorpos especificos. A partir do 282 e aﬁé
o 422 dia a diferenga notada em relag3c & andlise anterior é a
deteccdo de polipeptfdeos com pesos moiaculares aparenteg iguais e
sﬁperibres a 100 kDa, Entretanto, n%o houve diferenca quando
comparamos _oé padres de precipita¢fio com os plasmas de diferenﬂeg
-Fages da infecg¥o das trés linhagens ds camundongos estudadas. Uma
curiosidade foi observada em alguns padr8es de precipitagHo,
independenté do periodo da iﬁfeccﬁo ou do plasma de qualquer uma das
linhagens, qﬁando verificou-se uma maior intensidade nas bandas, onde
se pode 'sugerir em cada um dos casos que a linhagem correspondente
possui nesse perfodo determinado, um maior numero de anticorpos
dirigidos contra esses antigenos, ou ainda, uma maior afinidade dosses
~anticorpos.

| A auséncia de alteragBes significativas nos padr8es de
precipitacdo imune dos plasmasg obtides, das tré&s linhagens de
camundongos, nNas virias elapwss de infeccHo estio de acordo com o8

achados de WOURG et al., (1986) de que a qualidade da resposta imune
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humeoral anti—- T. cruzi & precoqémente éstabalecida e que ndo varia num
perfodo de até doze meses.

| Os estudos cindticos de caracterizacfio dos antfgenos de T.
cruzi em diferentes perrddos de infecgdo, realizados por ZWEERINK et
rai., {1985}, nas linhagens de camundongos: C3H/Hed, NZB e Balb/c,
através da técnica de Imuneprecipitag3o contra formas tripomastigotas,
detectam pepﬁfdaos con ‘pesos_moleculéres ‘compreeendidos entre as
faixas de 52 e 85 kDaz, a ﬁaftir da terceira semesna da infecglo
independente da © linhagem de camundongos, confirmando nossés
regultados; egsges mesmos autores, entretanto, observam um padr3o de
imuneprecipitaciio wvariavel em fungo do tempd de infec¢do, frente a
antfgenos de formas epimastigotas, além de variarem os padr8es de
detec¢dio entre as linhadens ae camun&ongos sugcetiveis e resiétentéﬁ.
Esta dltima andlise encontra.apaio nog egtudos cindticos realizados
por GROGL &  KUHN (i9835), através de técnica de “Immunoblotting”,
contra formas epimastigotas, onde foi observada uma vériéc%o nc padrio
de reconhecimento de antféenos entre asg linhagens, suscetivel, C3H(He)
e C37BL/6, resistente e, além de caracterizarem antfgenoz com os goros
de primeiros dias apdés a infeccgo, esseé autoreg detectam antfigenos do
parasgita com anticorpos obtidos de séros normais da linhégem
"resgistente. De fato, a existéncia de ”anticérpos naturats” na infeccHo
pelo T. cruzi foi detectada, tendo sido inclusive observada uma
atividade litica nesses anticorpos (YOSHIDA & ARAGUTH, 1987) e uma
‘ekplicaGEO‘ para este fato & que o parasita compartilha ant{genos éom

microorganismos de vida livre, como certo fungo, Dactylium dendroides

(SCHHAIDHAN et al., 1386).
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As pesquisas de ARQUJG et al., (1984) no sentido ' de
‘esc]arecef a participagSo d@"dfferentes classes de anticorpos na
infeccdo chagdsica, através de soros obt&dos em camundongos C57BL/6 no
502 e 1502 dias apds a infeccZo, mostraram que tanto anticorpos IgH,
quant§ IgG_reconhecem esgencialmente os mesmos antfgenos 90 e 45 kDa
em formasg epimastigotas, com varia¢3o no soro &e 150= dia, que
\.recpnﬁece ant{genos prdéximos a 31 kDa, enquanto o‘soro de 502 dia n¥%o
o faz. O 'antfgeno de 90 kDa & reconhécido nos tréas estégios de
eyoluc%o do parasita (NOGUEIRA et al., 1981 e SNARY et él., 1981,
caracterizada como uma glicoproteina (SHARY G_HUDSQN, 1978) e conm
capacidade protetora {SQARY, 1983). | |

‘Com os soros obtidos da fase crénica da infeccHdo de
éamunécngos CFi, inocuiados com formas tripomastigotas frradiadas,
ZHEERIEK et al., (1984) detectaram através do método de
"Imﬁunoblotting", antfgenos de 100 kDa e dois polipeptfdebs com pesos
molecplares aparentes superiores a 200 kDa e, por experimentos de
transférencia sugerem que os peptfdeéﬂ de 100 kDa podem estar
correlacionados con é resiéténciaré infecéﬁo.

HARTINS et al., (1985) na énélise de soros que continhan
anticorpes 1fticos e n¥o-lfticos, de camundongos experimentalmente
infectados e de pacientes chagfsicos, detectan peptfdeos com pesos
moleculares aparentes de 70 e 160 kDa, O aﬁtrgeno de 160 kDa foi
detectado apenas por soros que continham anticorpos lfticos, levando
os _autores a sugerirem ser esse um pogsfvel antfgeno correlacicnado
com a registéncia a infecco.

Com Dbase nas informacBes de que a atividade protetora dos
soros estaria restrita 3 fase crénica da infecc¢do chagsdsica (HANSOHN,

1377 e BRERER, 1380), com restric3o ao isotipo I1gG2 (TAKEHARA et al.,
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1981 e SCOTT & GOSS-SAMPSON, 1984), cdm atividade 1ftica (XRETTL! &
BRENER, 1982 e ROMNEIRO et al., 1984) e protetora do séro do hfbrido Fi
(CBA/J »x C57BL/10) para o seu parental CBA/J a partir da quarta semana
de infecg3o (GAVINOC, 1985) e dos nossos resultados de que esse hibrido
gpregenta oz niveis dos lisotipos IgM e 1gG2, preferencialmente
_envolvidos na resisténcia a infec¢do (ARAUJIC et_al., 1884 e SCOTT &
GOSS-SAHMPSON, 1884)>, intermediariosrem réiac%o aog maximos obtidos
pélo sou parental resistente, CS?BL/lO o aos minimos do seu parental
sensivel CBA/J, .embora tendo os tfﬁulos mais elevados de anticorpos
espacfficos anti-T. cruzi, procuramos analiszar se os plasmas das trés
linhagens-em estudo, obtidos a partir da terceira semana pés~infecg§5,
guando os titulos do isotipo 1gG2 éﬁo quéntativamente mais
éignificativcs : apreszentavam a meéma qualidade em experimentos de
Imuneprote¢®o Pasgiva enm camundongos suscetiveis. Foi demonstrada a
presenca de anticorpos diferentes nas linhagens resistentes, Fi e
C57BL/10; no caso do C57BL/10, no perfodo énalisado, n¥o se cbservoﬁ-o
controle da parasitemia;ﬂquando se tratou do plasma de F1 (CBA/J x
CS%BL/iO), 2 paragitemia .foi ¢ontroléda; quanto & mortalidade,
observou-se que o hibrideo, F1, apresenta maiores concentrac8es do
anticorpe que a controla precocemente. Nossos resultados mostran que
ndc pode ser estabelecida uma relacfo direta entre o fenBmenc da
protegdo parcial e o padr%o.de reconhecimento antigénico obtido nos
ensajios de Imuneprecipitag¥o quande analisamos os plsamas -das trés
linhagens de camundongos. Comparando-se os niveis de anticorpds entre
as 'linhagens resigtentes, C57BL/10 e Fl, verifica~-se que n3o se pode
estabeleéer correlagfio entre a concentracgio de imunegiobulinazs e a
atividade protetora dos plasmas de F1 (CBA/J u C57BL/10), embora possa

haver correlag¢¥o direta entre os titules de anticorpos especfficos e a
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capacidade protetora dos plasmas_deséa linhagem. Quanto a3 restrigdo
isoﬁfpica, verifica-se que, tante no C57BL/10 como no F1  (CBA/J x
Cg?BLilc), hd a predomin@ncia quantitativa de IgM e 1gG2. Esses dados
sugerem que a qualidade dos anticorpos estd restrita 2 especificidade
-pelo ant (geno do parasita, que provavelmente n¥%o foi detectadoc pelos
ensaiosl de Imuneprecipitaco, pois apesar dessa técnica permitir e
detecclo de .determinantés tanto seqﬁenciais‘ como conformacionais.
(CELADA, 1979), a extracﬁo‘dés polipept (deos utiliza detergentes,
aquecinmento e agentes redutores, que poderiam prejudiear a afinidade
de ligagSo, n%c sendo também itdeal para a detecclo de epfitopos
criticos, ou presentes em baixa concentracio (QUHG 6t al., 1985).

O conjunto de informagBes sébre o papel do anticorpo na
elucidac¥o dos mecanismos dé resisténcia aoc T. cruzi com a utflizaéﬁo
de antiéorpos monbclonais | ou peliclonais, ten mogtrado a
caracterizag¥o de alguns antfgenos parasita-especfficos (ARAUJO ,1982
e YOSHIDA, 1986) e antfgenos n%o relacionados zo rparasita, ou

antigenos de reacfo cruzada (SCHHAIDHAN et al., 1986, PETRY et al.,

1887) . Com os anticorpos monocionais obtidos por diferentes autores
(SNARY et al., 1881 - FLINT et al., 1984 - ALVES et al., 1985 e
TAHASHIRO et al., 1987) a grande dificuldade estsd na selecgdo de

anticorpos especificos para as fornas tripomasstigotas e com astividades

bioldgicas correlacionadas com og mecanismos de resisténcia ao T.

gruzi. Além da selec¥o de anticorpos para as formas tripomastigotas,
"URIGHTSHAN et al.,, (13986) sugerem a necesggidade da obtencio de
anticorpos ceba—especfficos, uma vezr que alguns anticorpos

selecionados por esses autores interagem com antfgenos presentes en
cutras cepas do parasita.  Estes fatos por sua .vez, pugerem &

"necessidade do conhecimento das estruturas do parasita, para facilitar
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a compreens’éio da biologia d-o paragita e suas interacles _ccﬁn o
hospedeiro.

Nesse trabalho contamos co:ﬂ um parametro adicional nas
andlises dos resultados: uma linhagem hfbrida do cruzamento de
camundongos sensiveis e resistentes, facilitando a comparaco do seu
compor‘tamentq com qualquer de seus par‘_entais, talvez promovendo

interesse para a discuss¥o de parémetros ‘geﬂéticos envolvidos na

determina¢¥o da resisténecia 3 infecg¥o de Chagas experimental.



RESUMO E CONCILUSGES s

Ho presente trabalho procuramos estudar é variag@o dos isgo-
tipos de imﬁneglobulinas, Igh, IgGl1, lgGéa e IgG2b, a especificidade
de énticorpos produzidos contra a cepa Y do T. cruzi, bem como a ati-
vidade funcional destes anticorpos durante a infecg¥o experimental de
camundongoes CBA/J, sensfvel, CH7BL/I10 e Fi (Céﬁ/d »x CSB57BL/103, reéis—
‘tentes.,

0 conjunto de resultados obtidos nos permitiram concluir

que:

1> B alterac®o isotfpica ocorre apds a primeira semana de infec~
cHo, 72 dia;

2) Cada linhagem de camundongos apreéenta um per fode dé sintese
méxima com uma variag¥o isotipica caraﬁterfstica: a linﬁagem CB&/J no
282 dia, com @ predomin@ncia de 1gGl, 1gG2a e 1gG2b, apresentando gld
terac3o em relag¥o aoc normal de 2,0 a 3,0 vezes; a linhagem C5/BL/10,
no 352 dia, com alterac¥o da relacdo normal dé 4,0 a 5,0 vezes com a
participacBo de IgH, IgG2a e IgGZb; e, o Fi no 212 dia, com Igh e

IgG2a aumentadas de 2,0 a 3,0 vezes em relagfo aos controles normaisg;
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3) A analise da especificidade dos anticorpos por Imunefluoresc-
c8ncia n%o mostrou variag¥o significativa na cindtica de aparecimento
e nem nos tftulos de anticorpos anti-T. cruzi nos plasmas das trés li-
nhagens de camundongos até o 142 dia apds infecgH¥o. A partir do 2i=
'dia surgiram variagfes nos tftulos entre as linhagens, que se estabe-
leceram a paftir do 282 dia, com titﬁ}os inferiores na linhagem susce-
‘tf:vel; |

4 A anélise-dé especificidade por Imuneprecipita¢¥o ndo mostrou
variacﬁg. no padrﬁd-de pept fdeos reconhecidogs pelos plasmas das trés
linhagens de camundongoes. 0 reconhecimente destes peptfdeos iniciou-se
no 14é dia e estabi}izouﬁse'a parﬁir do 282 dia apésla infecglo.

5) Testes de Imuneprote¢do Passiva demonstraram a presenga de an;
ticorpos protetores nos plasmas das-linhagens-&e cééunéongos registen-
tes, C57BL/10 e F1 oblidos a partir do 282 dia apés a infeccﬁo;‘embora
as atividades destes anticorpos sejam distintas, j& gque os plasmas de
C57BL/10 n%o. foram capazes de controlar a parasitémia. '

6) HKossos fesultados-sug@rem qua a regigténcia & infecg¥o pode
ser correlacionada com a produc¥o de anticorpos especificoes contra um
pequenc numerco de determinantes e, que ag linhagens resistentes,
C57BL/10 e F1, produzem estes anticorpos precocementele em niveis su-

periores aos da linhagem suscetfvel CBA/J.



BIBLIOGRAFIA:

ALCINA, "A. & FRESH(Q, M., Activation by synergism between endotosxin and
lymphokines of the mouse macrophage c¢ell ltine J774 against

infection by Trypanosoma cruzi. Parasite Immuncl, 9% (2): 175-86,
1987. | o —
ALVES, H.J.M. ; ABUIN, G.; KUWAJIHA, V.f. & <COLL!, W. Partial

inhibition of trypomastigote entry into cultured mammalian cell by
monoclonal antibodies against a surface glycoprotein of Trypsnosoma
cruzi. Mol. Biochem. Parasitol., 21 : 75-82, 1986.

ANDRARDE, S.G. ; ANDRADE, V. ; ROCHA FILHO, F.D, & BARRAL NETO, H.
Andlise antig8nica de diferentes cepas do T. cruzi. Rev.Ingt.Hed.
Trop. S5%c Paulo, 23 (6) : 245-50, 1981.

'ANMDREWS, N. W.; ALVES, M.J.M. ; SCHUMACHER, R.I. ‘& COLLI, W.

Trypancsoma cruzi: - Protection in mice inmunized with

8-methoxypsoralen inactives trypomastigobtes. Exp. Parasitol., &0
(3): 255-66, 1885, ’ : :

ARAUJO, F.G. & REWMIHGTOH, J.5. Characterization og stages and sitirains
of Trypanosoma cruzi by analysis of cell! membranes components. J.

Immuncol., 127 (3): 855-8, 1981.

ARAUJO, F.G. Detection of circulating antigens df Trypanogoma cruzi by
enzyme immunoassay. Ann, Trop. Med,., Parasitol., 76 (1): 25-36,
1982. -

ARAUJO, F.G.; HEILHAN, B. & TIGEE, L. Antigens of Trypanosoma cruzi
detected by different classes and subclagsses of antibodies. Trans.
R. Soc. Trop. HMed. Hyg., 78 (5): 672-7, 1984,

BRENER, Z. Therapeutic =activity and criterion of cure on nmice
experimentally infected with Trypancsoma cruzi. Rev.Inst.Med.Trop.

S%o Pazulo,4 : 389-36, 1962.

BRENER, Z. & RHEDRADE, Z. Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas. Ed.

Guanabara Koogsn, ! Edig¢8e, Ric de Janeire, 1979,




71

'BRENER, Z. Immunity to Trypanosoma cruzi. Adv. Parasitol.,ilgz 247-92,
1980. , '

BRENER, Z. Pathogenesis and Immunopathology of chronic Chagas’® disease
Hem. Inst. Oswaldo Cruz, Suppl.l, 82 : 205-13, 1987,

BRETA®N2, A.; AVILA, J.L.; ARIAS-FLORES, M ; CONTRERAS, M & TAPIA, F,
J. Trypanosoma cruzi and American Leishmania ssp: Immunocytochemical
localization of a Laminin-like Protein in the plasma membrane. Exp.
Parasitol ., 61 (2) : 168-75, 1986,

BURGESS, D.E. ; KUHN, R. E. & CARLSON, K. Induction of parasites
specific T helper lymphocytes during Trypanosoma cruzi infections
in mice. J. Imnunol,, 127 {(3) : 20%92-5, 1981. ’

CAHARGO, H. E. Fluorescent antibody test for the serodiagnosis of
american trypanosomiasis: Technical modification employing
presgrved culture forms of Trypanosoma cruzi in a gslide test. Rev,

cAnst. Med, Trop. S%¥c Paulo, 8 : 227-34, 1366,

CELADA, F. Hierarchic immunogenicity of protein determinants, In:
Systems and Theory in Immunology (Lecture notes in Biomathematics,
32) Heidelberg : Springer Verlag, pp. 28-37, 1979,

CHAGAS, C. HNova tripancgsomfase humana: Estudo sobre 2 morfologia e o
ciclo evolutivo do Schyzotrypanum cruzi n. gen. n. 8p., agente
etioldgico de nova entidade mdrbida no homem. HMem.Inst. Oswalde
Cruz, 1 : 1855-218, 1409.

CHAPHAN Jr., W.L.; HANSOH, W.L. & WAITS, V.B. The influence of
' genadectomy of host on parasitemia and mortality of mice infected
with T. cruzi. J. Parasitol., 61: 213-6, 1375,

CHIARI, E. ; TaFURD, W.L.; BAMBIRRA, E.A.; REZENDE. HK.H.; RIBEIRO,
-T.0.; CASTRO, L.D.; SALGADO, J.A. & AMARAL DE PEDUA, R.A. The
" rabbit as a laboratory animal for studies on Chagas 'disease.
Regearch note. Rev.Inst. Hed. Trop. S%o Paulo, 22 (4): 207-8, 1980.

CHOROFANSKI, L. & KUHH, R.E. Repeated antigenic stimulation overcones
immunosupression in experimental Chagas 'disease. Immunclogy, 53
(2>: 285~-94, 1986,

CIAMPI, D.B. Correlaclico entre anticorpos lfticos e  anticorpos

- mediadores da reag®o de Imunofluorescéncia durante a infecgZo pelo

- Irypancsoma cruzi (CHAGAS, 1909) em camundongos isogénicos. Tese de

mestrado apresentada aoc Instituto de Biologia da Universidade
Esteadual des Campinas, Brasil, 1985,

CORSINI, A.C.; COSTA, MN.G.; OLIVEIRA, O.L.P.; CAMARGD. 1.J.B. &
STELIHKI . Jr., A. Susceptibility of inbred mice to Trypanosoma cruzi
strain Y. Rev, Inst. Hed. Trop. S%c Paulo, 22: 281-5, 1580a.

CORSINI, A.C.; OLIVEIRA, O.L.P. & COSTA, M.G. Unimpaired Delayed Type.
Hypergsengitivity reactiong in nmice infected with Trypznosoma cruzi

strain Y. Z. Pearasitenkd., 61: 179-85, 1980b,



72

CORSINI, A.C. & COSTA, H.G. Immunosupression in mice infected with
Trypancsoma cruzi (CHAGAS, 1909). 1. Evidences of polyclonal B cell
activation in experimental infections mimicked by an extrat
prepared from circulating trypomastigotes Rev. Inst. Med. Trop, S3o
Paulo, 23 (3) : 114-21, 1981.

CORSINI, A.C. & STELINI Jr., A, Immune T cells control Trypanosoma
cruzi infections. Experientia, 37, Birkhauser Verlag, (Basel
Schweiz), 1981. . .

"CULBERTSON, J.T. & KOLODNY, M.H. Acquired immunity in rats against
- Trypanogoma c¢ruzi. J. Parasitol., 24 : 83-30, 1938.

CUNNINGHAH, D.S5, : BENAVIDES, G.R. & KUHN, R.E. Differences in the

regulation of humoral responses between mice infected with

Trypanosoma cruzi and mice administered T. c¢ruzi - induced
supressor substance.J, Immunol,, 125 : 2317- , 1880,

CUNHINGHAH, n.S. &-KUHH, R.E. Trypanosoma cruzi - induced supression
of the primary immune response in murine cell cultures to T Cell-
dependent and independent antigens. J.Paragiteol., 66: 16-27, 1980a.

CUNHBINGHAHM, ©D.S5. & KUHN, R.E. Irxpgnggg@g_éruzi - induced supressor
substance. 1. Celiular involwvement and partial characterization. J.
Immunol,, 124: 2122-8, 1980b.

CUNNIRGHAH, D.5. & KUHH, R.E. Trypgnosama'crﬁzi - induced supressor
substance. I11. Regulatory =scvtivity. lImmunogenetics, 10: 357-71,
1980c. h

CUNNIKGHAH, D.S. & KUHHN, R.E. Tr?panosoma cruzi - induced supressor
substance. I11. Activation of gpupressor cells. J.Parasitel., 586:

88i-7, 139804.

DITTEBRANDT, M. Application of the Ueichsgelbaum Biureit reagent to the
determination of spinal fluid protein. Amer.J.Clin. Pathol., 18:
439, 13948.

DVORAE, J.A. The natural heterogeneity of Trypanosoma cruzi:
Biological and medical implications. J. Cell Biochem., 24: 35/-71,
1984.

EY, P.L.; PROUSE, 5.J. & JENKIH, C.R. Isolation of pure Igﬁl, IgGZa e
1gG2k immunoglobulins from mouse serum using Protein A-Sepharose.
Immuncochemistry, 15: 429-36, 1978.

FLINT, J.E. ; SCHECHTER, H. ; CHAPHMAN, MN.D. & MILES, H.A. Zymodeme and
gpecies specificities of monoclonal antibodies against Trypanosoma
cruzi. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg., 78 (2): 193-202, 1984.

FRAKER, F.J. & SPECK, J.C. Protein and cell membrane iodination with a
sparingly soluble chloroamide 1,3,4,6 - tetrachlore - 3a, 6&a -
diphenyl - glycoluril. _Biochem, Biophys. Res. Commun., 80: 845-57,
1878.




73

GAVING, V. A. Doen¢ga de Chagas: Atividade protetora dos soros de
canundongos infectados com formas tripomastigotas sangufcolas ou de
cultura de tecido. Tese de Mestrado apresentada ao Instituto de
Biclogia da Universidade Estadual de Campinas, Brasil, 1985.

GDELE. F.C. Observationg of experimental Chagaes” disease in dogs. Am.
J. Trop. Med. Hyg., 1: 18%8- . 1952, -

GOBLE F.C. South American -Trypanosomiasis. In: JBCKSON, G. J.;
HEéHAH, R. : SINGER, J., sds. "Immunity to parasitic animals”, New
York, Appleton-Century-Crofts, pp. 587-689, 1870. '

GRABAR, P. & BURTIR, P._Imunoa}ektrophoretische analysis. Elgevier,
Amsterdam, 1964. ' : :

GROGL, M. & KUHN, R.E. ldentification of antigens of Trypanocsoma cruzi
which induces antibodies during experimental Chagas disease. J.
Parasiteol., 71 (2); 183-91, 1985. -

GUERREIRO, C. & MACHADOD, A. Da reacdo de Bordet e Gengou na moléstia
de Carlos Chagas como elemento de diagndstico. Bragil Hed., 23:
225-6, 1913. ' .

HANSON, W.L. Immune response and mechanisns of registance in
Trypanosoma <cruzi. Pan_ 2American Health Organizastion Scientific
Publication, 347.: 22-34, 1977. : o

HARTREE, E.F. Determination of protein: A modification of the Lowry

method that gives a linear photometric response. Anzl.Biochem., 48:
422-7, 1972. :

HAUSCHEKA, T.5.; GOODWIN, M.B. ; PALHQUIST, J. & BROWR, E.
Immuncliogical relationship between seven strains of Trypanosoma
cruzi and its application in the diagnosis of Chagzs” disease. Amn,.
J. Trop. Hed. Hvg., 30: 1-1i6, 1950, '

IMPERIO LI1XKA, H.R., JOSKGWICZ, H; ; COUTIKHG, A&. & KIPRIS, T. Very
large and isotypically atipical plaque~-forming cell responses in

mice infected with Trypanosema cruzi. Eur.J.Immunoil., 15: 201-3,
1885, .
IHPERIO LIWA, H.R. ; EISEN, H.; MINSPRIO, P. ; JOSROWICZ, M. &

COUTIRHO, A. Persistence of polyclonal B c¢ell activation with
undetectable parasgitemia in late stages of experimental Chagas’
diseage. J. Immunol., 137 (1): 353-6, 1986.

JRHES, S.L.; KIPHNIS, T.L. ; SHER, A, & HOFF, R. Enhanced resigtance to
acute infection with Trypanosoma cruzi in mice treated with an
interferon inducer. Infect. Impmun,.,, 35 (2): 588-93, 1982Z.

JENG, G.K.C. & KIERSZENBAUH, F. Alteration in producing
immunoglebulins classes and sub-~classes during experimental
Trypanosoma cruzi infection. Infect. Immun., 43 (2): 768-70, 1984.




74

JOUIRER: K.; HIENY, S. KIRCHOFF, .L.V. & SHER, A. GP72, the 72

kilodalton glycoprotein, is the membrane acceptor site for C3 on
Trypanosoma c¢ruzi epimastigotes. J. Exp. Med., 16 (5): 1196-1212,

1985,

KAGAH, 1.4. & NORHMAN, L. Immunologic studies on T. cruzi. 111,
Duration of dcquired immunity in mice initially infected with a
Horth American strain qf T. cruzi. J. Infect, Dis,, 108B;: 213-7,
1961.

KAGAN, 1.Q. & NORHAN, L. Immunoclegic studies on T. cruzi. 1V. Serial
transfer of organisms from immune to non-immune mice. J,Parasitol.,
38: 584-8, .1962.

KATZIN, A.M. & COLLI, ¥, Lectin receptors in Trypancsomaz cruzi: An
N-acetyl-D~glucosamine containing surface glycoprotein specific for

_the trypomastigote stage. Biochem. Biophys. Acta, 727: 403- i,
1983. .
KESSLER, S5.W. Rapid isolation of antigans from cells with a
staphylococcal protein A-antibody adsorbent: Parameters of the
interaction of antibody-antigen complexes with Protein A. J.

Immuneol., 115: 1617-24, 1975,

RIERSZENBAUM, F. & HOWARD, J.C. Mechanisms againzt experimental T.
. gruzi infections: The importance of antibodies and antibody-forming

capacity in +the Biozzi high and low responder mice. J. Immunol.,
1i6: 1208-11, 1976.

KIERSZENBAUM, F. & PIENKOWSKI, H.M. Thymus-dependent control of host

defense mechanisms against Trypanosoma cruzi infection, Infect,
Imaun., 24 (1: 117-20, 1979, : '

KIERSZENBAUN, F. Protection of congenitally athymic mnmice against
JTrypanosoma c¢ruzi infection by passive antibody transfer. s
Parasitol., 66 (4); 675-7, 1980. .

KIERSZENBAUM, F. ; ACKERHAH, S§.J. & GLEICH, G.H. Destruction of
bloodstream forms of Trypanogoma cruzi by eosinophil granule major
basic protein. Am. J. Trop. Med. Hyg., 30 (4): 775-9, 13581,

-KIERSZENBAUM, F.; LIHA. H.F. & WIRTH, J.J. Effects of antiserum to
Trypanosoma cruzi on the uptake and rate of Kkilling of vector-
borne, metacyclic forms of the parasites by macrophages. Int. J.
‘Parasitol., 15: 409-13, 13985,

KIPNIS, T.L.; DAVID, J.R.; ALPER, C.A.; SHER, A. & DIAS DA SILVA, W.
Enzymatic treatment treansforms trypomastigote of Trypanoszoma cruzi
into activators of the alternative complement pathway and
potenciates their uptake by macrophages. Proc. Natl. Acad. Sci,,
78: 602-5, 1981a.




75

KIPNIS, T.L.; JAMES, §5.L.; SHER, A. & DAVID, J.R. Cell-mediated
citotoxicity to Trypancosoma cruzi. II1. Antibody-dependent killing
of bloodstream forms by mouse eosinophils or neutrophils. Am. J.
Trop. Med. Hyg., 30 (1): 47-53, 13981b.

KIPNIS, T.L. ; KRETTLI, A.U. & DIAS DA SILVA, W. Transformation of
trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi into activators of
alternative complement pathway by immune IgG fragments Scand. _.J.
Immunol,, 22 (2): 217-26, 1985,

"KIPHIS, T.L. ; SUCUPIRA, M. & DIAS DA SILVA, W. Transformation ®of
Trypanesoma cruzi irypomastigote bloodstream forms by immune IgH

and its Fab fragment into activators of the alternative compliement
pathway. Braz. J. MHed. Biol.Res., 20 (1): 105-14, 1887,

,KRETTLI, A.U. & BRENER, Z. ProtectiQe effects of specific antibodies
in Trypancosoma cruzi infections. J., Immunel., 116: 755-60, 1876,

KERETTLI, A.U., CARRINGTON, P.W. & HUSSENZWEIG, R.S. H¥embrane-bound
antibodies of bloodstrean of Trypanosoma cruzi in mice; strain
differences in sugceptibility to complement*medzated lysis. Clin.
Exp. Immunol., 3: 1-8, 1979.

KRETTLI, A.U. Antibodiez to Trypancsoma cruzi in experimental and
human infections. Afr, Jr. Clin, Exp, Immunol., 3: 327-45, 1882.

KRETTLI, A.U. & BREKER, Z. Resistance against Trypanosoma cruzi
associated to anti-living trypomastigote antibodies. J, _Immunecl.,
2128  2002-12, 1982,

KRETTLI, A.U. Resposta imune‘ hurcral na Doenca de Chagas.
Interciéngcia, 8 (6): 374-83, 1983. ' : '

LAEHLI. U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of
-the Head of bacteriophage T4, Hature, 227: 680-5, 18970,

LAGES-SILVA, E. ; KRETTLI, A.U. & BREEER, Z. Effect of protective and
non-protect ive antibodies in the phagocytosis of Trypanogsoma cruzi
by mouse peritoneal macrophages. Resumeos X Reunido Anual sobre
Pesquisga B&sica em Doenca de Chagas. Caxambu, Brasil, 1.35, 13883.

LIMA-MARTIRE, H.V.C.; BARCHEZ, G,A.; XRETTL!, 2.U & BRERER, Z.
Antibody-Dependent Cell Citotoxicity against Trypancogoma cru=i is
only mediated by protective antibodies. Parasite Immunocl., 7 (47
36776, 1885,

HADEIRA, E.D.;DE ANDRADE A.F.B.; BUNH-HOREHNO, M.RB, & BARCIKSKY, H.
Antibody-Dependent Cellular Citotoxicity of Trypanogoma cruzi,
Characterization of the effector cell from normal human blood.
Infect,immun., 25 (1>: 34-8, 1979.

KHARCINI, G. ; CARBONARA, A. 0O, & HEREHAHNS, J.F. Immunochemicsal
guantitation of antigens by single Radial Immunodifusion.
Immunochemigtry, 2. 235- . 13965,




7

MARTINS, M.S.; HUDSON, L., KRETTLI, A.U.; CANCADO, J.R. & BREHER, Z,
Human and mouse sera recognize the same polypeptide associated with
immunological resistance to Trypancsoma cruzi infection. Clin. Exp.
Immuncl., 61 (2): 343-50, 13885,

'McDANIEL, J.P.; HOWARD R.J. & DVORAK, J.A. Identification and analysis
of epimamtigote surface and metabolic preoteins in Trypanogona
cruzi. Mol. Biochem. Parasitol., 13 (2): 183-34, 1986.

HMcHARDY, H. Pasgive immunization of mice against T. cruzi infection
using convalescent mouse serum. Tropenmed. Paraszit., 28: 195-201%,
1977.

HILES, H.A.; MARSDEN, P.D.; PETTIT, L.E.; DRAIER, C.; WATSON, &S.:

SEAH, S.L.X. ; HUTT M.S5.R. & FOULER, J.H. Trypanoscna cruzi in rhe-

sug - monkeys. I1l. Eletrocardiographic and = histopathological
indings. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg., 73: 528-32, 197S.

KILES, H.A. & CIBULSKIS, R.E. The heterogeneity of Tr?panesoma cruzi:
Zymodeme characterization of Trypancgsoma cruzi. Parasitel. Today, 2
(4): 94-7, 1986.

KOREL, C.; CHIARI, E.; CAHARGO, E.P.:; MATTE!, D.H.; ROHAEHA, A.J. &
SIMPSOH, L. Strains and clones of Trypancsoma cruzi can be
characterized by pattern of restriction endonuclease products of
kinetoplast DNA minicircles. Proc., Natl. Acad. Sci,.,, 77 (113,
6810-4, 1980,

HMOREL, C.H.; DEAHE, H.P. & GOHCALVES, A.M. The hesterogeneity of
Trypanosoma c¢ruzi: The complexity of Trypsnosoma cruzi populations
revealed by sgchizodeme analysis, Parasitol. Today, 2 (4): 97-101%1,

1586,

HORGADO, HM.G.: VAN HOEGAERDEM, M. & GALVEOC CASTRO, B. Antigenic
analysis of Trypanosoma cruzi strains by crosged
immunoeleclirophoresis: demonstration and isclation of  antigens

particular to some sgirains. 4. Parasitenkd., 71 (2): 169-78, 19835,

HULLER, L.A;; ANASCO, H. & GONZALES - CAPPR, 5.4, Trypénosoma cruzi:
Isolate dependence in the induction of lyltic antibedies in the
mouse and rabbit. Exp. Parazsitol., 61: 284-93, 198b.

NHICKELL, &5.P. ; HOFF, R. & BOYER, H.H. Susceptibility to acute T.
cruzi infection in auteoimmune strains of mice., Parasite lmmuncl., 7

(4); 377-86, 1985.

NICKELL, S.P. & BOYER, H.H. Trypanosomz cruzi: Protective immunization
of susceptible gtraing of mice prone to autcimmunity. Exp.
Paragsitol ., £2 (3): 450-2, 1986,

NICKELL, &5.P.; GEBREHICHAEL, A.; HOFF, R. & BOYER, HM.H. Isclation and
functiconal characterization of murine T cell lines and clones
specific for the protozoan parasite Trypancsoma cruzi. J,Immunol.,
138 (3): 914-21, 1887.




77

NOGUEIRA, N. ; CHAPLAN, S. & COHN, Z. Trypanosoma cruzi: Factors

modifying ingestion and fate of blood forms trypomastigotes. J.
Exp. Hed., 152: 447-51, 1980, -

NOGUEIRA, N.; CHAPLAN, S. ; REESING, H.; TYDINGS, J.P. & COHN, Z.
Trypanogoma c¢ruzi: surface antigens of blood and culture forms., J.
Exp. Med., 153:  629-39, 1981.

NOGUEIRA, N.; CHAPLAN, 5.; TYDINGS, J.P.; UNKELESS, J. & COHN, Z. T.

cruzi: induction of microbial activity in human mononuclear
phagocytes. J. Immunol., 128: 2142-6, 1982.
OXABE, K.; KIiPNIS, T.L.; GALICH, V.L.G. & DIAS DA'SILVA, W, Cell~-

mediated citoteoxicity to Trypanegsoma cruzi.  I. Antibody Dependent
Cell mediated Citotoxicity to trypomastigote bloodstream forms.
Immunopathology, 16: 344-53, 1980,

QUAlISS1, H.A.  CORHETTE, J. & CAPRON, A, Identification and isolation
of Trypanoseoma cruzi trypomastigote cell surface protein with
"properties expected of a fibronectin receptor. MNol. Biochen.
Paragitel ., 19 (3): 20i-11, 1986, :

OUCHTERLONY, O. Diffusion in gel methods for immunological analysis,
Progress. Allerg., 5: 78~ , 1958, :

PERALTA, J.HM.: FILARDI, L.; LDURES, M.A.L. & TORRES, &.T. Trypanogoma
cruzi: =anbtibodies in mice infected with different strains of T.
cruzi. J. Parasitel,, 66 (2> 342-4, 1380,

PEREIRA DA SILVA, L.H. & NUSSENZUEIG, V. Sobre uma cepa de Trypzanosona
cruzi altamente virulenta pars o camundongo albine., Folia Clin,
Biol., 20: 1381-207, 1953. :

PEREIRA, H.G.; DOSEA, J.G. ; JOHHSOH, H.E.; CASTRO, C.N. & MACEDO, V.
Serum albumin and gammaglobulin in T. cruzi infections. Trans. R.
‘Soc. Trop. Med., Hva., 77: 32-4, 1983.

PETRY, K.; SCHOTTELIUS, J. & BALTZ, T. Characterization of 19,000 mol
wt flagellum-specific protein of T. cruzi, T. dionigii and T,
vespertilionis by a monoclonal antibody. Parasitel.Res., 73 (2);:
180-1, 1987, '

PLATA; F.; GARCIA PORS, F. & EISEN, H. Antigenic polymorphism of
Trypanogsoma cruzi: clonal anzalysig of . itripomastigote surface.
cantigens. Eur, J, lImmunol., 14 (5): 382-%, 1984.

PLATA, F.; WIETZERBIN, J.; GARCIA PONS, G. ; FALCOFF, E. & EISEN, H.
Synergystic protection by specific antibodiez and Interferon

against infection by Trypancosoma gruzi in vitro. Eur,J,lmmuneol.,
14: 930- , 1885,
POSTAN, M. ; DVORAK, J. & Mc DANIEL, J.P. Studies of Trypancsoma cruzi

clones in inbred mice. !.A comparigion of the course of infection
of C3H/HEN mice with two clones iscolated from a common sourcs. Am,
J, Trop. Hed. Hvg., 32 (3): 497-506, 1983.




78

POSTAHN, H. ; Mc DANIEL, J.P. & DVORAK, J.A. Studies of Trypanosoma
cruzi clones in inbred mice. l]. Course of infection of C57BL/6
mice with single cell isolated stocks. Am_J. Trop. Med. Hyg., 33
(2) : 236—-8, 13884,

REED, 5.G. ; ROTERS, &§.B. & GOLD, E.A. 5Spleen cell- mediated
supression of I1gG production to a non parasite antigen during chro-
nic Trypanogom cruzi infection in mice. J. Immunol,., 131: 13978-

, 1983,

REED, 5.G.; INVERS0O, J.A. & ROTERS, S.B, Supressivez antibody
regponses to sheep erytrocytes in mice with chronic Trypancsoma
cruzj infections are restored with Interleukin-2. J.Immuncl., 133

: 3333, 1984.

REPEA, D.; RAHGEL, H.A. ; ATTA, A. M.; GAVIEO, V. & PIEDRA BUERA, A.E.
Experimental Chagas®™ disease in mice infeted with one LDgp of
parasites. Rev. Bras, Biol., 45: 309-16, 1985.

RITTER, D.H. & RdeAED. E.C. Corpus Christi strain-induced protection
to’ Trypanosgscoma cruzi infection in C3H(He) mice : Effective dose,

time, route and number of vaccinations. J.Paragitel., 70 (5) : 755
- 9, 1984,
ROBERSOH, E. L. ; HAHSON, W,.L. & CHAPEAH, W.L Trypanosomz cruzi

effects of anti-thymocyte =erum in mice and neonatzl thymectomy in
rats. Exp. Parasitel., 34 : 168-73, 1973.

ROMEIRO, S.A. : TAKEHARA, H. A. & HOTA, I. Isotype of lytic sntibodies
in serum of Chagas  disease patients. Clin.Exp.lmmunol., 55 ; 413,
1984. ' :

ROULAND, E. C. & KUHHN, R.E. Supression of cellular responses in mice
‘during Trypanosoma cruzi infectiong. Infect. Immun., 20: 3393-7,
1878.

RUBIOLQG, E.R. Immunogenicity of Trypancsoma_cruzi in different aninal

species. Acta Physiol. Latinoam., 31 : 1935-206, 1981.

RYCEHAH, B.E. Experimental control of Trypancgona cruzi by
immunological methods. J, Hed. Entomol., 2 : 105-8, 13865.

SAKURADA, J.K.; DBE BRITTO, H#H.H. 5.8. ; TAMASHIRO, W."H. 5. C. &
RANGEL, H. A. Comparative study of antibody production in
different etrains of mice infected with T. cruzi. Hem. Inst.
Oswaldo Cruz, Suppl. 1, 82 : 145, 1987,

SANCHEZ, G.A. ; KRETTLI, A.U. & BRENER, Z. Characterization of the
immunoglobulin subclasses responsible for complement mediated lIytic
activity against Trypanosoma cruzi. Resumos [X Reunidc Anual sobre
Pesquisa Baégica em Doenga de Chagas, Caxambu, Brasil, p. 77, 1982.




.79

SCHMUNIS, G.A. ; GONZALEZ-CAPPA, S. M. ; TRAVERSA, 0.C. & YANOVSKY, J.
F. The effect of immuncdepression due teo neonatal thymectomy on
infections with Trypanosoma cruzi in mice. Trans, R. Soc. Trop. Med
Hyg., 65 : 89-394, 1971.

SCHNAIDMAN, B.B. ; YOSHIDA, H. ; GORIN, P. A.J. & TRAVASSO0S, L.R.
Cross-reactive polygsaccharides from Trypanosoma cruzi and Fungi
(Especial ly Dacty}}g@mdgggggiggg). J. Protozool,, 33 (2} : 186-91,

1986,

SCOTT, H.T. The nature of immunity againzt Trypanosoma cruzji in mice
recovered from acute infection. Parasite Immunel., 3 (3): 208-18,
1881 . '

SCOTT, H.T. & SNARY, D. American trypanosomiasis (Chagas’'s Disease).
in ': Immunology of parasitic infections (Edited by COHEN, 5 &
WARREN, K.S5.). Blackwell Scientific Publications, London, pp.
261-88, 1282.

SCOTT, H.T. & GDSS5-SANMPSOH, M. Restricted 1g6 isctype profiles in T.
cruzi infected mice and Chagas’  Disease patients. Clin.Exp.Iimmuncl.
, 98 : 372-9, 1984, : :

SCoTT, H.T. & HEAL, R. A, & ¥WOODS, H.C. Immunization of marmosets with
Irypanosoma  cruzi cell surface glyceprotein (GP90) Trans. R. Soc. .
Trop. Hed. Hyg., 79 (43 : 451-4, 1983, ' )

SEGURA, E.L.; BUA, J.; ROSENSTEIN DE CAHPANINI, A.; SUBIAS, E.; ESTE-
V&, H.; MOREHO H, & RUIZ, A.H. Honocleonal antibodies againgst the
flagellar fraction of epmastigotes of Trypanosoma coruzi
complement-mediated lytic activity against trypomasstigotes and
passive immunoprotection in mice. Immuncology Letters, 13 : 16571,
1986. : '

SERRANO, L. E. & O'DALY, J.A. Protein fraction from Trypanosoma cruzi
infected spleen ells supernatants with immunosupressive activity in
vitro. Int. J. Parasitol., 17 (3} : 8B1i-61, 13887.

SNARY, D.E. & HUDSON, L. Trypancosoma cruzi cell surface proteing:
Identification of one major glycoprotein., FEBS Letters, i100:
166-70, 1979.

SHARY, D. ; FERGUSOH, W, A.J. ; SCOTT, M.T. & BLLEH, A.¥X. Cel!l surface
antigen of Trypanogoma c¢ruzi : Use of monoclonal antibodies to
identify and isolate epimastigote specific glycoprotein., HHol,
Biochem, Parasitol,, 3 : 343-56, 1981,

‘SNARY, D. Cell surface glycoproteins of Trypanosoma cruzi protectfve
immunity in mice and antibody levels in human chagasic sera. Trans,
R. Soc, Trop. Hed. Hyg., 77 (1) : 126-3, 1883,

SHARY, D. Receptors zand recognition mechanisms of Trypanogoma cruzi.
Trang., R, Soc. Trop, Hed. Hyag., 739 : 587-90, 1985.




80

TAKKCS; B. - Electrophoresis of proteins in Polyacrilamide slab gels.
‘ In: Immunological Hethods. Copyright by Academic Press Inc. pp.
B81~103, 1379. ' S

TAKEHARA, H.A. ; PERINI, A. ; DA SILVA, M.H. & MOTA, 1. Trypanosoma
cruzi: role of different antibody classes in Protection again
infection_ in the mouse. Exp. Paragiteol., 52: 137-46, 1981,

TAMASHIRO, W.M.S.C.; LOPES, J.D.; SAKURADA, J.K. & RANGEL, H.A.
Honoclonal antibodies to Trypanosoma cruzi. Mem. Inst. Oswaldo
Cruz, Suppl. I, 82: 145, 19837, ‘

TANOWITZ, H.B.: BRHUOLE, P.; HERMAH, R. & WITTHER, M. Protection against
fatal muring Chagas ° digesze with a Leighmania brasiliensis
pangmensis stock. Am.J,Trop.Hed.Hyg., 35 (5): 837-411, 1986

TARLETON, R.L. & KUHN, R. E. Changes in the cell populations and
Immunoglobulin-Producing celle in the spleens of mice infected with
Trypanosoma cruzi: correlations with parasite-specific antibody

‘response. Cell Immunol., 80: 392-404, 1983,

TARLETOH, R.L. & KUHN, R. E. Restoration -of "in vitro” immune
responses of spleen cells from mice infected with Trypanosoma cruzi

by supernatants containing Interleukin 2. J. Immunel., 133: 1570-
, 1984a
TARLETOH, R. L. & KUHE, R.E. Loss of supresgor activity in ﬁhe serum
of mice infected with Trypanosgoma cruzi. J. Paragitel., 70 : 2Z253-
y 1884b.
TARLETOH, R. L. & KUHH, R. E. Heasuremeni of parasite~specific immune
respongses “in vitro” : Evidence for supression of the antibody
response to Trypanogoma cruzi. Eur. J. lmmunel., 15: 8495, 1985,

TARLETDE, R.L. & 8COTT, D. W. Initial induction of immunity, followed
by supressicn of regponse to parssite antigens during Troyvpenosona
cruzi infection of mice. Parasite Immunol., 8 : 579-89, 12987,

TEIXEIRA, A.R. L. ; TEIXEIRA, L. & SANTOS-BUCH, C. A. The immunclogy
of experimental Chagas’'s disease. IV. Preduction of lession in
rabbits similar to those of chronic Chagas’'s disease in man. Am. .J.
Pathol., 80: 163-78, 1975. ’

TEIXEIRA, K. & YOSHIDA, M. Stage-specific surface antigens of

- metacyclic trypomastigotes of Trypanosoma cruzi identified by

monoclonal antibodies,. Hol, Biochem, Parasitol., 18 (3) : 271-82,
1986.

TRISCHEARN, T.H. & BLOOH, B. R. Geneltics of murine resgistance to
Trypsznogoma cruzi. Infect. Immun., 35 (2) : 546-51, 1982.

TRISCHKAKH, T.H. Hon-antibody-mediated contrel of parssitemia in acute
experimental Chaga’s disease. J,_ lIlmmunol., 130 : 1953-7, 1383.




81

TRISCHMANN, T.H; Role of celullar immunity in protectionn against
Trypanosoma cruzi in mice. Parasite Imnuncol., & (6) ; 561-70, 1584.

TRISCHMANN, T.H. Trypanosoma cruzi : Early parasite proliferation and

Host resistance in inbred strains of mice. Exp.Parasitol,, B2 (27
: 194-201, 1986.

TUCHYA, H.H. . MENDES, l.F. ; MIYAKI, C. & RIZZ0O, E. Study on tihe
growth promotion capacity of calf serum for animal cells "in
vitro”. 1. Test of 56 lots of calf serum against several cell lines
and primary cell cultures. Reyv. Inst. Hed, Trop. S%c Paulo, 22 - :
281i-5, 1980,

UMEKITA, L.F. ; TAKEHARA, H.A. & HOTA, 1. Role of the antibedy Fc in
the immune clearance of Trypanosoma cruzi. Immunology Letters, 17
85-9, 1988,

"VOLLER, -A. & SHAW, J.J. Immuno!ogicél observationg on an antiserum to
Trypanosoma cruzi. Ztschr. Tropenmed. Parasit., 48: 180-7, 1965.

WHITAKER, . J.R. & GRAKUH, P.E. 2an absolute method for protein
determination based on difference in sbsorbance at 235 and 280 nm.
Anal. Biochen., 109 : 1556-9, 14980. '

WIRTH, J. & KIERSZEKBAUM, F. Inhibition of mammalian host cell
infection by insect-derived, metacyclic forms of Trypancsoma cruzi
in the presence of human or rabbit anti-~ T.cruzi antibodies. Int.
J. Parasitel., 17 (3) : B41-5, 1887. :

WORG, R.C. K. ; HUDSON, L. & HINDHMARSH, P.J. E.
Immuneprecipitation and immuncblotting for the detection of
Trypanogoma cruzi antigen. Trans. R. Soc, Trop. Med. Hyg., 80:
275-81, 1986, }

QHIGHTSHAN, R. ; KRASSHER, § & WATSON, J.,Génetic control of responses

to Trypanosoma coruzi in mice : multiple genes Iinfluencing
parasitemia and survival. Infect, Immun., 386 (2) : 637-44, 1982,

WRIGHTSMAN, R. A. ; LEDN, W. & MANKING, J. E. Variation in antigenic
determinants specific to the infective stage of Trypanosoma gruzi.
Infect. Immun., 53 (2 : 235-9, 1986.

YOSHIDA, H. Surface antigens of m@tacyciic trypcmastigotes of
Trypanosoma ¢ruzi. Infect Immun., 40 ; 836-3, 1963,

YOSHIDA, N. ; TEIXEIRA, M.H. G. ; CHRISTO, C.H. & GSBRAVATE, C.A.
Resistance of nmice immunized with killed culture trypomastigotes
against infection by insect-derived trypomastigotes of Trypancosema
cruzi. Rev, Ingt. Hed, Trop. S¥o Paulo, 26 : 233-33, 1384.

YOSHIDA, - H. Trypancsoma cruzi: Recognition of trypomastigote surface
antigens by lytic antisera from mice registant to acute infection.
Exp. Parasgitol., 6% : 184-31, 1986,




gz

YOSHIDA, HN. & ARAGUTH, N.F. Trypanolytic activity and from antibodies
to metacyclic trypomastigotes of Trypanosoma cruzi in non-chagagic
human sera. Parasite Immunocl., 9 (3) : 389-353, 13987. :

ZINGALES, B. ., ANDREWS, N.W. ; KUWAJIMA, V. Y. & COLLI, W. Cell
surface antigens of Trypanoscoma cruzi : possible correlation with
the interiorization process in mammalian cells. Meol. Biochem,

Parasiteol., & : 111-24, 1982a.

ZINGALES, B.; HARTIN, N.F.: DE LED'ERKREKER,‘R. .. & COLLI, W.
Endogenous and surface labeling of Glycoconjugates from the three
differentiation stages of Trypanoscoma cruzi. FEBS Letters, 142 23
: 238-42, 1982b. .

ZINGALES, B. i ABUIN, G. ; ROHAHHE, A.J. ; CHIAR!, E. & COLLI, W.
Antigens of stocks and clones of Trypanosoma cruzi from humans.
Acta Tropica, 41 : 5-16, 1584,

YWEERINK, H.J. ; WESTON, H.D. ; ANDERSEN, D.F. ; GARBER, S. S. &
HAYES, E. C. Immunity against infection with Trypanoscma gruzi in
mice correlates with presence of antibodies against three

trypomastigote polypeptides. Infect. Immun., 46 (32 = 826-30, 1984.

ZWEERINK, H.J. ; -ANDERSEHN, D.F. : GREENBLATT, H.C. & HURRAY, K.
Paragite specific antibodies in . theree straing of nice éftgr
infection with Trypanosoma cruzi. J. Parasitel., 71 (1) : 43-3,

1885,



"After all the asbove work and discussion it is clear ,thai
Fihd?ng an ana&er for a gpecific qﬁestioﬁ does not help very nmuch
since with the answer there comes a cascade of new questicns. As these
accumulate ‘on =nd on one needs to master the art of not going insane.
How +to achieve this is something tﬁat we éan discusz in a different

place, possibly by the pool with some drinks.”

(F. G. Areayjo)



