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I~ IRTRODUCED

A doenga de Chagas.é causada pela infecg¢3o com o Trypancecma
~eruzi {(Chagas, 1809, -transmitido-em condi¢Bes naturais por - triatomyf -
deos hematdfagos da familia Reduvidae. Tripomastigotas metacfclicos,
egtdgio infectivo do parasita, s¥Ho eliminados pelas fezes do vetor e
~infectam-o homem-e-cutros-hospedeiros pela contaminaclo de mucosgas in-
tactas ou de lesBes da pele. Outros mecanismos de transmiss%o da doen-—
¢a tem se tornado importantes, principalmente em sreas urbanazs, tais
,_camowtpansfusaesuséngufneaSy-transm&s$ﬁo congé&nita, infec¢des "d¢iden=
tais em laboratdrios e trangplantes de drg¥os (Brener, 13887). Qualquer
que seja a porta de entrada, os tripomastigotas penetram em varios ti-
~pos. celulares, -principalmente em celulas macrofigicas e musculares, sze
transformam em amastigotas, que se multiplicam intenssmente. Apds uma
gérie de diviedes celulares oz smastigotag se diferenciam em tripomas-
tigotas, formas flageladas, que rompem as células hogpedeiras. Og tiri-
pomastigotas circulam no sangue por algum tempo e quando Invadem ou-
tras células d%o inicio a novo ciclo. Os fendmenos que se passam du-
rante o -estabelecimento da infec¢¥o pelo T.eéruzi envolvem mecaniemos
complexos de reconhecimento mituo parasita-célula hospedeira nediados
por receptores de superficie das membranss, principalmente glicopro-
~tefnas (Zingales & Collt, 1885; Snary, 1985).

Durante a infecg¥o chagédsica, os hospedeiros e!aﬁoram uma
resgposta Imune capaz de, em malor ou menor extens%o, controlar & mul-
tiplicag¥o do parasita até um nfvel subpatente. Em camundongos, o es-
tabelecimente da Infecgio pelo T.cruzl depende de um conjunto de fato-

res relacionados com a virulé&ncia do parasita e com o "background” ge-



nético do animal. O papel desempenhado por tals fatores na infecg3o
humana & ainda desconhecido.

NHo modelo experiﬁenta! em murinos, tem sido amplamente veri-
ficada a ocorré&ncia de ragas resistentes e susceptfivels & infecgSo con
cepas virulentas do T.eruzi ( Trischmann et al., 1978; Corsint et al.,
1980a; Tanowiitz et al., 1981; Trischmann & Bloom, 1982; Lalonde et
al., 1985). Experiéncias com camundongog hibridos de parentals suscep-
tives e resistentes ao T.¢ruzi apontam para a existéncia de um gen(g)
dominante que confere resisténeia a infecgdo por cepas virulentas do
parasita (Trischmann & Bloom, 1982). Embora o locus (locil) génico que
controla  a resisténcia ao parasita n3o tenha sido mapeado, existenm
evidéncias de que esse gen poderia influenclar as funcgBes de c¢élulas
imunorregul adoras. Neste sentido, Lalonde e colaboradores (1985 mos-
traram que tanto camundongos susceptfveis (C3H) quanto resistentes
{(CB7BL/10 e F1{(C3H x C57BL/10)) & infecg3o com a cepa Brasil do T.cru-
z1 apresentam no decurso da Infecg¥o chagédsica uma supressfo as lecti-
nas ConA e PHA, mediada em cada raga por mecanismos regulatdrios dis-
tintos. Hos camundongos resistentes, a supress3o da atividade mitogé-
nica seria controlada através da proliferac%o das células T supresso-
ras e nos animals susceptfvels seria devida a um blogueto celular In-
trinseco das células respondedoras.

Ainda com relagfo ao controle genético da resisténclia e eus-
ceptibilidade & infecg¥o chagdsica em murinos, um grupo de autores en -
rontrou uma correlag¥o positiva entre o degenvolvimento ée auvtoimuni-
dade e a susceptibilidade 3 infecc¥o primaria ao T.eruzi (Boyer et
al., 1983; Nickell et al., 1885). 0 mesmo fendmeno fol encontrado tam-

bem no caso de infecgfo por Leishmania tropics em camundongos (Boyer &

Jaffe, 1984).



Corsini. e Costa (1981a) mostraram que camundongos éueaeptf~.
veis (CBAY 3 infecq¢Ho pela cepa Y do T.cruzi apresentam uma intensga
ativaclo policlonal de células B, no perfodo pré-patente da infecgHo,

~@w~w_seguida~pelarsupressﬁamdampeﬁpoatamtmun&~humoral~a~antfgenaarnﬁawreia~
cionadas a0 parasita, na ocasiZo do pico de parasitemia. A inoculag¥o
de um extrato antigénico de tripomastigotas em animais normais mimeti-
ez —08-efeitos obtidos pele-itnfecgBo; -sugerindo a liberagio de -subsg-
tancias mitogénicas pelo parasita (Corsini & Costa, 1981a,b). Em tra-
balho snterior Corsint e colaboradores (1980b) haviam verificado que a
. —inocutacHo em camundongos de-uma fraglo antigénica de natureza - glico-
peptidica denominada FAd, extrafdas das formas epimastigotas, n%3o in-
fectivas (Tamashiro et al., 1983), também levava a uma tmuncssupress3o
inme - mnL f genog-nHo-reltacionados. -Neste caso- porém;-u-supress¥o foi consi-
derada pelos autores como decorré&ncia de blogueio ds proliferagSe tan-
to de células T como de células B, pois no caso n3o se observou ativa-

¢%o policlonal.

Recentemente, Minoprio e colaboradores (1986a) observaran
tanto em camundongos sensivetls quanto em camundongos resiestentes  ao

e AP pgeggmde @ o-ocorréncta-de-intensa ativagdo polticlonal ~de linfdcitoe T e
B, na fase agudas da infec¢¥o chagssica. Durante a ativag¥o policlonal,
grande quantidade dos linfdcitos Lyt 2+ gerados se diferencia em célu-
lag efetoras com fungHo cltolftica (Minoprio et al., 18986b). Oz auito-
res discutem a possibilidade de que células Lyt 2+ com fungBo sgupres-
sora sejam também geradas durante a fase de ativaglo policlonal, o que
explicaria a imunossupressBo a antigenos n%o relacionados observada em
camundongoes apde a infecg¥o com T.¢ruzi.

Através de abordagens distintas, varios autores tem concluido

que existe uma correlagfo estreita entre resisténcia 2 fase aguda da



infecg¥o primdria pelo T.eruzl e a capacidade de montar adeqﬁadamente
uma resposta imune mediada por células, em camundongos (Schmufiis et
al., 1971; Roberson & Hanson, 1974; Trischmann et al., 1978: Burgezs &
~Haneon;- 1980 . Neste sentido, Corsini e Stellint -(1981¢) wverificaram -
que camundongos resistentes &4 cepa Y do T.cruzl (F1 (CBA n CB57B1/103)
podiam ser tornados susceptfveis & infec¢¥o pelo parasita através de
~tratamentos que exaurisgsem sua populagBo de células T, tale como: fr-
radiac¥o + timectomia neonatal e reconstitulg¢¥o com células hepéticas
fetais (células B). Os animals tratados desta forma s6 retornaram a
sua condicBo de registentes 2 infec¢Bo apds transferé@ncia adotiva de
células T de animais isogénicos imunes a0 parasita. O tratamento dos
animais depletados de células T com soro de camundongos cronicamente
infectados ndo resiaurou'integralmente sua resgisté&ncia ao desafio com
o'parasita.

D= camundongos resistentes & cepas virulentas do T.eruzi
atingem a fase crdnica da infec¢¥o tendo desenvolvide uma resposta
imune que resulta na exting¥o quase total do parasitismo e na resis-
téncia a uma nova infec¢gBo aguda pelo parasita. Os anticorpos produzi-
dos na fase crénica da infec¢¥o chagédsica parecem desempenhar um papel
importante na resisténclia & reinfec¢lo pelo T.cruzi, a julgar pelos
regultados obtidos em experimentos de transferéncia passiva de soros
imunes desta fase para camundongos susceptiveis (Brener, 1980). Os
animalis recipientes destes soros apresentam niveleg parasgitémicos mnale
baixos e aumento de scobrevida guando aesafiados com indculos elevados
do parasita (Kierszenbaum & Howard, 1976; Kretlli & Brener, 1976; Han-
zgon, 1977; Kretlli et al., 1879; Gavino, 13885, Imunoglobul inas dasg
classes 1¢gG2a e 1gG2b, presentes nos soros imunes de camundongos <ro-

nicamente infectados tem sido identificadas como os componentes zéri-



cos responsévels pela atividade protetora destes soros (Takehara et
al., 1881: Scott & Gross-Sampson, 1984).

Alguns mecanismos foram propostos para explicar a ag¥o prote-
toras dos anticorpos produzidos durante a fase crénica da infecglo pelo
T.cruzi. Krettll e colabofadares (1379, 1882) meostraram que snticorpos
produzidos durante a fase crfnica da infec¢¥o chagésica em humanos e
em camundongos s¥o capazes de se ligar a estruturas antig&nicas da su-
perffcie de tripomastigotas e promover a lise do parasita, mediada por
complemento. Foram encontradas evid&ncias indiretas, através de expe-
rimentog de imuncprecipitag¥o, de que a protefna de 160 KDa seria um
dos antfgenos Indutores dos antlicorpos com atividade litica presentes
nos soros humanos e de camundongos em fase crdnica {(Martine et s&l.,
1985).'3'correlaqﬁo‘entre anticorpos lfticoz e resteténclia & InfecgHo
tem sido utilizada na monitoraglo de prote¢fio em experimentos de vaci-—
naclo (Yoshida, 1986): em estudos epidemioldgicos utilizande soros de
pacientes provenientes de virias regiBes geogréaficas do Brasil, frente
a diferentes estoques do parasita (Kretlli, 1987); na selegBo de hi-
bridomas secretores de anticorpos monoclonais contra T.gruzi (Martins
et al., 1987).

Outro grupo de autcores (Umekits et al.,1988) mostraram gque a
transferéncia pasgssiva de sorosg imunes de camundongos cronlicamente in-
fectados para animals normais, desafiados com o T.eruzi induz um rapi-
do "clearance” do parasita. Camundongos deficientes no componente C5
do complemento foram t%o eficientes quanto animais normais com respei-
to & eliminag¢¥o de tripomastigotas. Fragmentos F(ab'’2 de IgG Imune
foram capazes de induzir z lise do parasita mas n3o o "clearance”.

Estes resultados sugerem que o "clearance” imune deve ocorrer em con-

sequéncia da fagocitose dos parasitas opsonizados, através de recepto-



res de Fc em macrdfagos, podendo constituir importante mecanismo de
eliminag%o do parasita na fase c¢rdnica da infecc3o.

Foi demonstrado recentemente que formas tripomastigotas san-
gufcolas (Pereira, -19833), de cultura de células (Zanolli et al.,
1985) e metaciclicas obtidas em melo ax&ntico (Hart et al., 13987) apre-
gentam atividade de neuraminidase, umz glicoprotefna que remove resf-
duos terminals de dcido sialico de maéromdléculas livres ou de compo-
nentes da superficie de células. Tem sido sugerido que a neuraminidase
do T.cruzl, 2 exemplo do que acontece com outros microorganismos que
possuem este tipo de enzima, estaria envolvida com a capacidade inva-
siva do parasita e também com os disturbios hematoldglcos que foram
relatados durante a infecc3o com T.cru#i (Cardoso & Brener, 13880).Pe-
reira (1983b)"?01"6'pﬁimeiro a demonstrar a ocorréncia de desializaclo
em eritrdécitos de camundongos infectados com 2 cepa Y do T.eruzi, re-
lacionados ao grau de parasitismo. Uma vez que a desializa¢3o de eri-
trécitos favorece a sua retirada de circulacfo e sequestro pelas célu-
las fagocfticas do ffigado, o autor sugere que este poderia gzer o fator
responsdvel pela anemia detectada nos animais infectados. Mais recen-—
temente Libby e colaboradores (1986) mostraram a libéragﬁo "in wvitroe”
de dcido stalico de células miocérdicas de rato e de células endote~
liais humanas tratadas com Lripomastigotaz fntegroz ocu com extrato
contendo neuraminidase do T.epruzs. Os autores sugerem que as altera-
¢Bes Dbioqufmicas da superficie celular, induzidas pela neuraminidase
do parasita, podem ser eventos importantes para que se estabelecz um
contato initcial entre T.eruzi e célula hospedeira. Egtudo sobre a ati-
vidade de neuraminidase em diferentes cepas de T.cruzi mostraram uma
distribui¢¥o heterogénea da enzima; maior atividade enzimética fol de-

tectada naquelas com tropismo para fibras musculares esqueléticas (Pe-

reira & Hoff, 1986).



Zanolli e colaboradores (1985) mostraram que soros de fase
crénica de camundongos F1 (CBA x C57B1/10) infectados com a cepa Y do
T.cruzl bloquelian gspecificamente a atividade de neuraminidase do pa-
rasita sobre eritrdécitos humanos. Estes soros n%o foram capazes de
inibir 2 deslallzacio de eritrdédecitos tratados com a neuraminidase de
Cloztridium perfringes. Tito e Aradjo (1987) observaram atividade an-
tisialidase de Vibrio cholerae em soros de camundongos agudamente in-
fectados (7 a 10 dias pds-infecg3o) com T.cruzi das cepas Y e Tula-
huen. GSoros de fase crdnica n¥o foram examinados no referido artigo.
Em trabalho subsequente, Zanolli (1986) mostrou que & fraglo 1gCé dos
soros de fase crdnica de camundongos infectados, purificada por croma-
tografia-de afinidade em Sepharose— Protefna A, fol a responséavel pelo
blogquetio especifico da atividade enzimstica.

O igolamento e caracterizacBo da neuraminidase do T.eruzi
foram recentemente obtidos por Hart e colaboradores (1987). Estes au-~
tores demonstraram que a atividade de neuraminidase no extrato de
tripomastigotas apds fracionamento por SDS-PAGE, coincidia com o com-
ponente de &0 KDa, que interagia por ”"immunoblotting” com soros de pa-
cientes chagédsicos crdnicos. Este componente foil purificado através de
procedimentos cromatograficos na forma de uma preparag%o homogénea on-—
~de o Unico componente detectado apresentava Mr de 60 KDa e retinha a
atividade enzimdtica original. Estes reultados no entanto, foram dife-
rentes dos obtidos por Cavallesco e Pereira (1988). Estes autores de-
tectaram a stividade de neuraminidase em protefnas da superficie do
T.cruzi com Mr de 160 a 200 KDa.

Zingales e colaboradores (1982) apresentaram evidéncias de
que protefnas especificas do estidglo tripomastigota (proteinas de 85

KDa e as de pesos moleculares superiores a 95 KDa), imunoprecipitadas



por sorog chagdsicos crdnicos, podiam estar envolvidas nos fendmenos
de interiorizag¢io do parasita em células hospedeiras. Neste trabalho
ainda, os autoresg verificaram que os soros chagdsicos crdnicos iniblam
congideravelmente a interiorizac%o do parasita "in vitro”. Em trabalho
posterior, Andrews e colaboradores (1984) verificaram que o tratamento
com. tripsina removia glicoproteinas da superficie de tripomastigotas
e iniblam em cerca de 90% a capacidade do parasita de Invadir as célu-
lag hospedeiras. As protefnas removidas pelo tratamentoc com tripsina
foram principalmente as de 85 KDa, p! £.3-7.5, denominada peloe auto-
res de Tc 85, e as proteinas de 110 e 120 KDa. Em trabalho posterior
(Alves et al., 1986), foi obtido anticorpo monoclonal dirigido &2 pro-
. tefna Tc 85 qgue inibiu parcialmente {(cerca de 50%) a penetra¢Zo do pa-
rasita "in vitro”, refor¢ando os achados inicials.

Ouaizgi e colaboradores (1986a) trabalhandoe sobre interacgles
de membranas entre T.cruzl e célula hospedeira, encontraram gque iripo-
mast igotas do parasita possuem na sua superficie um receptor para fi-
bronectina, uma glicoprotefna de alto peso molecular presente na su-
perficie de varioe tipos celulares, & qual atribui-se o papel de me-
diador nas intera¢Bes entre células. Em trabalho subsequente, o mesmo
grupo verificou que uma protefna de tripomastigotas de 85 KDa era o
receptor para fibronectina e que um anticorpo monoclonal especifico
para o sftio de ligagBo da fibronectina ao seu receptor inibiu a pene-
traclo do parasita em células hospedeiras (Duaissi et al., 1986b).

Eztudos imunogquimicos com o objetivoe de caracterizar antige-
nos de T.cruzl vem sendo realizados também em nosso laboratdrio. For-
mas epimastigotas foram utilizadas para isolamento e caracterizag3o de
ant {genos do parasita devido & facilidade de sua obtengBoc em cultura e
também por exibirem antigencs comuns &s formas Infectantes e Intrace-

lulares do parasita.



A partir da frag¥o scludvel de lisados de epimastigotas fol
puri?icada uma enzima proteolftics, SH-dependente, com atividade sobre
casefna e hemoglobina (Rangel et al., 1981a). Esta enzima fol poste-
riormente detectada na su#er?fcle das formas epi, tripo e amastigotas
de diferentes cepas do parasita, através de reacBes de IFl e Imunope-
roxidase (Rangel et el., 1981b). Anticorpos dirigidos 2 protease do
T.cruzi foram detectados em soros de pacientes chagéasiceos crdnicos
{(Atta et al., 1987) e em soros de camundongos cronicamente infectados
com o parasita (Atta et al., 1988). Soros de individuos portadores de
leishmanioge n%o Interagiram com determinantes antigénicos contidos
nesta protease, o que a torna especialmemte adequada para uso como an-
tigeno no diagndstico sorolégico da infecgBo chagasica (Alta et ai.;
submet ido a publicagio).

Do sedimento insoliuvel dos lisados de epimastigotas foi ex-
trafda, pelo tratamento com alcali, uma frag3o denominada FA contendo
estruturas de superff{cie comuns as tré&s formas do ciclo evolutivo do
parasita (Repka et al., 1980). A fracgB3o FA & quimicamente constituida
por protefnas e polissacar{deos, agregados em um complexo macromolécu-
lar incapaz de penetrar na matriz do gel de SDS-poltacrilamida a 10%
Sob a aclo da protease do parasita fol extraida da-fraglo FA (Repka et
al., 1980), ou diretamente do sedimento ingolivel dos lisados do T.
cruzi (Tamashiro et al., 1983), uma segunda fragdo contendo componen—
tes antigénicos da superffcie do parasita, de baixo peso molecular,
denominada de FAd. Conforme mencionado acima, a frac3o FAd apresentou
efeito imunossupressor em camundongos, para antigenos nfc relacionados
ao parasita (Corsini et al., 13980bJ.

Paralelamente ao estudo de antfgenos isolados do parasita in-

vestiga—-se em nosso laboratdrio a resposta imune de camundongos genai-
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veig (CBAY e resistentes (C57B1/10 & F(CBA x CB7B1/10)) ao T.cruzi,
durante o curso da infecq¢Bo com a cepa Y do parasita. 0Os resultados
obtidos mostraram gue, durante a fase aguda da infecglo chagésica ex-
perimental, os camundongos apresentaram intensa ativag3o policlonal de
linfécitos B seguida de imunossupress3o da resposta a antfgenos n%o
relacionados ao parasita {(Corsini et al., 1981a,b}. Foi observado tam-—
bém que @ sobrevivéncia de camundongos F1 2 fase aguda da infecg3o
chagdsica estava na dependé&ncia da integridade do compartimento T do
sistema imune, sugerindo que a2 condig¥Bo de resisténcia 3 infecglo deve
estar associada & capacidade de acionar mecanismos de naturexza celular
na fase inicial da infecgBo ( Corsini & Stellini, 1981c; Stellint,
1986). Anticorpos anti-tripanoscoma s%o produzidos durante a fase agudsa
em camundongos resistentes & sensiveis & infecg¥o pelo T.ceruzi nmas,
nZc parecem exercer fung¥o importante (Gavino, 1885). Por outro lado,
gsorog colhidog de camundongos Fi1 ou de C57B1/10, a partir da quinta
semana apds a infecg¥o contém anticorpos protetores conforme medido em
testes de Lransferé&ncia passiva pars camundongos CBA (Repka et al.,
1982; Gavino, 18985; Britto, 1988).

A caracterizagio de antigenoce de tripomsetigotas indutores
de anticorpos durante as fases aguda e crdnica da infecg¢do chagdsica
nag linhagens de camundongos estudadas em nosso laboratdric estd  em
fase preliminar. Alguns2 resultades neste zenttdo mostram gque e  g2oros
obtidos de camundongos sensiveis e resistentes, a partir da segunda
semana apdés a infec¢¥o, s¥o capazes de imunoprecipitar indistintamente
os mesmos componentes da superffcie de tripomastigotas, marcados com
tode radiostive (Britto, 1988). Essas andlliges foram realizadas conm
soros coletados até a sexta semana apds a infecgBo. ObservagBes sobre

a reatividade de soros obtidos nas fases mals tardias da infecglo ez-

.30 em andamento.
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De qualquer forma, as tentativas de caracter!zag¢3o imunoquf-
mica de moléculas baseadas em soros policlonatis geralmente apresentam
dificuldades, devido a natureza heterogénea destes reagentes. Anticor-
pos monoclonais dirigidos contra parasitas tem sido largamente utili-
zadog com essa finallidade (Poteocnjak et al., 1980:; Yoshida et al.,
14980; Perrin et al., 1980; Sethi & Brandis, 19281; Perrin et al., 1981;
Jaffee et al., 1934}. Vérios autores obtiveram anticorpos monoclonais
anti-T.cruzi, derivados de animais submetidos a diferentes esquemas de
imunizag¥e, utilizando-os na investigac¢Bo de diversos aspectos rela-
cionados ao parasita, principalmente no que diz respeito a caracteri-
zag¥o de antigenos espeécie-especiflicos ou estagio-especificos  alguns

desses de interesse para o diagndstico soroldgico da infecgfo ou alnda

para estudos relacionados & identificag%oc de antigenos envolvidos com

imunoprotecso (Snary et al., 1981:; Aradjo et al., 1982; Flint et al.,
1984 ; Choa & Dusanic, 1985; Beard et al., 1985; Alves et al., 1986;
Teixeira & Yoshida, 1986: Wrightsman et al., 1986; Tachibana et
al.,198ta,b: MHortara et al., 1988). Entretanto, estudos baszeados na
obtenc3oc de anticorpos monoclonats anti- T.eruzi, derivados de animais

na fase crbnica da infecgdo chagdsica, ocasido em que anticorpos pare-
cem ser os componentes da resposta imune ao parasita de malor relevén-
cia, n3%o haviam sido realizados até a época em que o presente trabalho
foi proposto.

Em wvista destas congideragles, propusemo-nosg no presente
trabalho a dar infcioc a um estudo sistemsbtico sobre as especificidades
dos anticorpos anti-T.cruzi produzidos durante a fase crbnica da in-
fecgBo chagasica experimental, utilizando para esta finalidade a tec-

nologlia de hibridomas (Kohler & Milsteln, 1975).
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11-NATERIALIS E HeTODOS

ANIMAIS

Camundongos com trés meses de idade, machos e f&meas, das 1i-
nhagens Balb/c, CBA e o hibrido Fi (CBA % C57B1/10), utilizados neste
trabalho foram cedidos pelo Biotério Central da UNICAMP e mantidos em
nosso laboratdrio. Coelhos albinos, pesando cerca de 2 Kg e carneiro
adulto foram fornecidos pelo Biotério do Departamento de Hicrobiologia

e Imunologla do Instituto de Biologia da UNICAMP.

PARASITAS

A amostra Y do T.cruzi (Silva & Nussenzweig, 1953) foi manti-
da em nosso laboratdrio por cultivo em: (i) meio de LIT (liver-infu-
slon-tryptose), de acordo com indicag8es de Fernandes e Castellant
{1966); (i1) por passégem seriada, a cada sete dias, en camundongos
CBA inoculados com 10° formas tripomaetigotas sangufcolas do parastts,
por via intraperitoneal (ip): (i1i) em cultura de células.

Para a obtenc3o dos parasitas em culturas de células, células
HelL.a e/ou VERO obtidas na SeccZo de Cultura de Células do Instituto
Adolfo Lutz (S5%c Paulo), foram mantidas em nosso labﬁratéric em meio
RPMI1-1640 (Flow Laboratortes, Iinglaterra) contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Microbioldgicas, Rio de Janeiro), a 37°C, em atmosfera
dmida contendo BX de CO2. As células foram repicadas a cada 4 diag,

apts tratamento com tripsina/EDTA (ATV) (Instituto Adolfo Lutz, Sio
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Paule). Para infecg¥o foram utilizados monocamadas de células que ha-
viam sofrido repique 24 horas antes e parasitas obtidos de gangue de
camundongos infectados, colhido assepticamente. Apés 72 horas de cul-
tivo a 37° €, o meio de cultura foi substituido por meio fresco, con-
tendo 3% de S5FB. Cerca de 7 dias apds a infeccl¥o, zs formas tripo e
amastigotas podiam ser encontradas no sobrenadantes das culturas. Os
parasitas foram propagados em cultura de célula através de repiques

semanais e utilizados nos experimentos apds, peloc menos, tré&s transfe-

ré&ncias consecutivas em culturs.

SUSPENSEES DE Trypanosoma cruzi

SuspensBes de epimastigotas da cepa Y do T.cruzi, mantidas em
meio de LIT, foram preparadas a partir de culturas em fase exponencial
de crescimento (5 a 7 dias de cultivo a 28°C). Oz parasitas foram se-
parados por centrifugag3o a 1000 g por 15 min e lavados tré&s vezes en
gclugic salina 0,15 M, tamponada com fosfato de sdédio 0,02 M, pH 7.2
(E5T,pH 7,2) antes do uso.

Suepenabes de tripomsstigotas panguicolas foram preparadas @
partir de sangue de camundongos CBA infectados com © T.cruzl. Estes
animais haviam sido imunossuprimidos, 24 horas antes da infeccXo, pela
administragdo por via ip de ciclofosfamida (Enduxan-Pravaz-5%Zo Paulo)
(200 mg/Kg de peso corpdreo). As formas sgangufcolas foram purificadas
do sangue, colhido com heparina sédica (Ligquemine-Roche-S5Xo Paule), de
camundongos no pico de parasitemia. Os parasitas foram separados pela
passagem do sangue infectado em gradiente de diatrizoato de sdédio {Hy -

paque~ Winthrop-S%o Paulo) dilufdo a 10% em solucBo de Hanks pH 7,2 e
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centrifugac%o a 200 g por 25 min. Nestas condigBes, oz elementos figu-
rados do sangue se depositaram no sedimento e og parasitas se distri-
buiram nas duas fases (plasma e Hypaque dilufdo). Os parasitas foram
colhtdos e lavados duas Qezes em solug¥Bo de Hanks pH7,2, ocasionalmen-—
te contendo 5% de S5FB.

Tripomastigotas e amastigotas derivados de cultura de células
foram sedimentadoe por centrifuga¢3o dos sobrenadantes de células VERD
ou de células Hela Infectadas, a 1000 g por 20 min. A seguir, suspen-
sBes enriquecidas (30%) em uma das formas do parasita foram preparadas
ressuspendendo-se o© sedimento em pequeno volume de meio de cultura e
passando-o através de gradiente de Ficolli-Hypaque (d=1,076) a 1200 g
por 25 min. Na iInterface meio/Ficoll-Hypaque foram encontradas princi-
palmente as formas tripomastigotas e na frag¥o correspondente ao gra-
diente, as formas amastigolas. As duas fra¢Bes foram colhidas separa-
damente, lavadas tré&s vezes em solu¢®o de Hanks contendo 5% de SFB, a
1000 g, por 15 min e utilizadas nos experimentos quando em grau de pu-

reza iqual ou superior a 90%.

ANTISSORGE
Soros de camundongos infectados com o T.eruzi

Anlissoros contra o T.cruzi foram obtidos em camundongos F1
(CBA x C57B1/10) machos e fémeasn, infectados com 10? formas sangufco-
las do parasita por via (p. Semanalmente, um grupo de animaie foi ama-
crificado para obteng¥o do soro imune. Na sexta semana pds~ infec¢Zo a

metade dos animals restantes recebeu uma dose-reforgo constitufda por
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103 tripomastigotas sangufcolas mortas com formaldefdo a 2%, por via
endovenosa f{ev). Em intervalos semanais, durante cinco semanas conse-
cutivas, grupoes de camundongos que receberam ou n¥o a dose-reforco
foram sacrificados para obten¢¥o de soros imunes da sétims atéd a déci-
ma segunda semanas pés-infecgBo, respectivamente. Soro normal de ca-
mundonge fol obtido de animals Fl nZo infectados com o T.cruzi. Estes
soros foram mantidos congelados a -20° C até o uso, quando ent3o foram

inativados a 56°C por 30 min.
Soros de camundongos imunizados com F3.2

Soro contra a proteinase F3.2 do T.eruzi (Rangel et al., 1981
a), obtido pela imunizagio de camundongos C57B1/10, foi preparadoe no
Laboratdério de Imunoquimica do Departamento de Microbiclogia € Imuno-

logia do Instituto de Biologia da UNICAMP.
Soroas anti-imunoglobulinas de camundongo

Soros de carneiro e coelho anti-imunoglobulinas (1g) totsais
de camundongo foram preparadoslno Laboratdrio de Imunoguimica do De-
partamento de Microbioclogia e Imunologia do Instittuto de Biclogia da
UNICAMP. Os tftulos de anticorpos anti-lg de camundongo destes soros,
determinados por dupla difusSo em meio gelificado (Ouchterlony, 1958)
contra 100pxg por ml de IgG, foram de 1:64 para o soro de coelho e 1:32

para o soro de carneiro.
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Soros monoespec(ficos anti-imuncglobulinas de camundongo

Soros monoespecfficos de coelhos anti-lg de camundongoe foram
obtidos no Laboratdrio de Imunoquimica do Departamento de Microbiolo-
gia e Imunologia do Instituto de Biologia da UNICAMP. A especificidade
destes soros fol determinada através de reacgBes de imunodifuszZo dupla
frente & diferentes Ig purificadas e utilizando soros da Litton

Bionetics (Kensington, Md., USA) como padrBes (Britto,1988).

PURIFICACAO DE ANTICORPOS ANTI1-IMUNOGLOBULINAS DE CAMUNDONGO

Purificag¢®o de IgG de camundongo por cromatografia de afinidade em

Sepharose-Protefna A.

A fragdo 1gG do soro normal de cémundengos Fi1 foi purificadsa
através de cromatografia de afinidade em Sepharose-Protefna A (Seph-
Prot..A), segundo indica¢Bes de Ey e colaboradores (1978). 2 soluglo de
gt obtida fol dialisada contra §ST pH 7,2, durante 24 horas a 4° (,
coﬁ vérias trocas do lfquido de didlise. Uma amostra da solucio diali-
sada fol separada para dosagem de protefna e o restante fol liofiliza~

do.
Preparo de Sepharose-l1gG de camundongo.
Sepharose-2B (Sigma Chemical Co., St. Louls, USA) foi ativada

com brometo de cianogenio e acoplada a 1gG de camundongo através de

técnica descrita por March e colaboradores (1974).
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Cromatografia de afinidade de soros anti-IgG de camundongo .

Cerca de 10 ml' de soro de carneiro ou de coelho anti-IgG de
camundongo foram cromatografados, de cada vez, em coluna de Sepharose-
1gG  de camundongo equilibrada com SST, pH 7,2. O soro fol deixado em
contato com o imunoadsorvente por 1 hora em temperatura ambiente, com
agitagio ocasional e a seguir eluido lentamente em geladeira, a 4°C.A-
pés a lavagem do imunoadsorvente com 35T, pH 7,2, os anticorpos fixa~
dos foram eluidos com solug%o 0,2 M de glicina-HCl, pH 2,8. Foram re-
colhidos 2,0 ml de eluato por tubo contendo 0,2 ml de soluclio 1,0 H de
Trig-HCl, pH 8,5, para neutralizag¢¥o. 0O conteddo dos tubog com
DO 280nm superior a 0,1 foram reunidos e postos para dialisar contra
88T, pH 7,2, durante 24 horas, a 4°C, sob agitagdo, com varias trocas
do lfquido de didlise. Apds a dildlise, uma amostra da solugBo fol re-
tirada para dosagem de protefna e titulag¥o do nivel de anticorpos por
imunodifus3o contra 100 x#g de IgG de camundongo. A scolugBo de anticor-—
po foi distribuida em alfquotas de 5,0 nl, liofilizada e posteriormen—

te estocada a -20°C até o uso.

PREPARC DE CONJUGADOS

Conjugag3o de imunoglobulinas com peroxidase.

A frac%o anticorpo do soro de carneiro anti-lg de camundongo,

purificada por cromatografia de afinidade em Sepharose [1gG de camun-—

dongo, fot conjugada com peroxidase (Horseradish peroxidase tipo 11 -

Sigma) de acordo com técnlica descrita por Nakane e Kawacl {(1874). 0O
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conjugado obtido fol dialisado contra SS5T, pH 7,2, durante 24 horas a
4°C, com viértias trocas do lfquido de disflise. Ao conjugado dialisado
foram adicionadeos soro albumina bovina (BSA-Sigma) na concentragiio fi-
nal de 1% e glicerina tamponada, pH 7,2, {(volume/volume). 0 conjugado

foi distribuldo em alfquotas e armazenado a -20°C até o uso.
Conjugag@o de imunogleobulinas com isotiocianato de fluorescefna

A frac%o anticorpo do soro de coelho anti-Ig de camundongo,
purificada por cromatografia de afinidade em Sepharcose-i1gl de camun-—
dongo, fol conjugada com isotiocianato de fluorescefna (ITCF) (Isdmero
I - Sigma) de acordo com técnica descrita por Clark e Shepard (1963).
U conjugado obtido apresentou uma relag3o fluorescefna/protefna (F/P)
igual a 1,3 de acordo com cdlculos efetuados pela fdérmula

F/P = 2,06 ® g/ml ITCF

mg/ml protefna

onde g/ml ITCF = E492 - 1/2 E320 e

E492 nm

mg/ml de protefna foi determinada por dosagem de protefna, pelo

métode de Lowry, modiflcado por Hetree (19723,

ANTICORPOS MONOCLORALIS ARNTI-T. ¢ruzi

Preparc de solugBes e melos de cultura.

Solu¢%o de aminopterin 100x concetrada (A 100x>. Esta soluq%or
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fol preparada dissolvendo-se 1,76 mg de aminopterin (dcido 4-aminofdé—
lico, &cido 4-aminopteroilglut@mico - PM 440 - Sigma) em 90 m! de agua
bidestilada e 0,5 ml de hidrdéxido de sdédie 1,0 N. Apds. neutralizag3o
com soluglo de HCl 1,0 N, o volume foil ajustado para 100 ml com &gua
bidestilada. A seguir, a solu¢io fol esterilizada por filtragie {(mem-—
brana de 0,22um - Millipore), distribuida em alfquotas de 1,0 ml e es-

tocada, proteglida da luz, a -20°C.

Solug¥o de hipoxantina-timidina 100x concentrada (HT 100x).
Esta solugZo fol preparada dissolvendo-se 38 mg de timidina (PM 242.2-
Sigma) e 140 mg de hipoxantina (PM 136,1 - Sigma) em 100 ml de dgua
bidestilada a 80°C. A aoluc¥o fo! esterilizada por filtrag¥o, distri-

buida em alfquota de 1,0 m! e estocada a -20°C.

Soluc3o tamp3o GKN. SolugZo tamp3o contendo glicose (G), po-
tassio (K) e sodio (N) fol preparads segundo indicagBo de Kohler
(1880) e consistiu de 8,0 g de cloreto de sdédio, 0,4 g de cloreto de
potéssio, 1,77 g de fosfato bibisico de sdédio, 0,69 g de fosfato mono-
basico de sddio, 2,0 g de.giicose e 0,01 g de vermelho de fenol em
1000 ml de dgua bidestilada. O pH da soluglo fol ajustado para 7,2 e a
mistura fol autoclavada a 120°C, 1,0 atm., por 20 min. A soluc3o fol

mantida a 4°C até o uso.

Solucdo de polietilenoglicol (PEG) a 50%. Para o preparo des-
ta solugdo, 1,0 g de PEG 4000 (Sigma) fol fundida em auvtoclave (120°C,
1 atm., 20 min). A solucg3o foi resfriada até 60°C para a adic3o de
1,0 ml de tamp3o GKN contendo 2% de dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma). A

solug¥o de PEG a DBOX foi distribuida em alfquotas de 1,0 ml, estocada
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em temperatura ambiente e utilizada no miximo até 7 dias apds seu pre-~

paro.

Meioz de cultura simples e completo. O meio de cultura sim-
ples fol preparado com os seguintes constituintes: 10,4 g de melo
RPM1-1640 , com L-glutamina (Flow Laboratories), 40 mg de garamicina,
250 &l de solugfo 0,1 M de Z2-mercaptoetancl (Sigma), 2 g de bicarbona-
to de sédio, 3 g de HEPES (N-Z-hidroxietilpiperazina-N-2~4cido etano-
sulfénico - Sigma).e 1000 ml de dgua bidestilada. Apds a completa dis-
solucio dos constituintes, o meio de cultura foi esterilizado por fil-
tracZo, distribuido em alfquotas de 100 ml e mantido a 4°C. 0 preparo
do meio completo fol feito pela adi¢3o de 10 a 20% de SFB 2o meio sim-

ples, na ocasi¥o do uso.

Heto HAT (hipoxaniina-aminopterin-timidina). Este meio foli
preparadoc pela adic%o de 1,0 ml de HT 100x e de 1,0 ml de A 100x a 100

m! de meio de cultura completo contendo 15 a 20% de SFB.

Meio para congelamenteo 2% concentrado. O meio para congela—

mento de células fol preparado pela adi¢Bo de 30% de glicerina estéril

a0 melo completo contendo 20% de EFB.
Esquema de imunizag¢¥o de camundongos para fus@o.

Camundongos F1 (CBA x C57B1/10) foram infectados com 102 for-
mag tripomastigotas sangufcolas da cepa Y do T.eruzi, por via lp. Na
sexta semana apds a infecg¥o 2 metade dos animals recebeu uma dose-re-

forco constituida por 103 tripomastigotas sangufcolas, mortas pelo
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formol a 2%, por via ip. Quatro dias apds o "booster” os niveis de an-
ticorpos anti-T.cruzi dos animais imunizados foram examinados por imu-
nofluorescéncia indireta (IF1). Dots animais de cada grupo, que apre-
sentaram os maiores tftulos de anticorpos antt-T.cruzi (1:80) foram

escolhidos como doadores de c¢élulas para fusZo.
Suspensdes celulares.

Macrdéfagos péritoneais de camundongos (”feeder layer”). Célu-
las normais da cavidade peritoneal de camundongos albinos ou Balb/c
foram obtidas assepticamente e em condig¢Bes apropriadas para evitar a
aderé&ncia, cerca de 48 horas antes dos procedimentos de fus@o, clona-
gem ou cultivo de células hfbridas. Os macrofagos foram coletados do
periténio de camundongos, apés injeg¥o de 3.0 ml de melo completo con-
tendo 10% de SFB, que foram aspirados apds massagem no abdbmen do ani-
mal. As suspens®es foram deixadas em banho de gelo e uma aliquota foi
retirada para contagem em cBmara de Neubauver. As células foram dilut-
das em melo completo para um nudmero apropriado e distribuldas em pla-
cas de culturas de células de 96 oriffcios (2 % 10° células por oriff~
cio) ou de 24 orificios (5 x 104 células por oriffcio}), em frascos de
cultura com capaclidade para 80 ml (5 = 105 células) e em frascos de
cultura com capacidade para 250 ml (2 x 109 células). O material de
pliastico estéril e descartdvel utilizados procediam da Costar (Cam—

bridge - Mass. USA).

Células esplénicas de camundongos imunizados. Camundongos
imunizados com T.cruzi foram sacrificados por asfixia com eter, seus

bacos foram retirados com assepssia e transferidos para uma placa de
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petri contendo tamp¥o GKN. As células foram separadas das cépsulas e a
suspensfo obtida fol fi!grada através de uma malha de ndilon . As cé-
lulas foram sedimentadas por centrifugacBo o 200@ por 10 min, em tem-
peratura ambiente. Uma alfquota da suspens¥o fol dilutda em solug3o de
cloreto de amonia a 4% em SST, pH 7,2 e contada em chimara de Heubauer,
por microscopia de contraste de fase. Foram sempre utilizadas para fu-

s¥o, suspensfes celulares com viabilidade superior a 30%.

Células de mieloma de camundongo. Células SP2-Agl4/0 (Schul-
man et al., 1978) foram cedidas pelo Dr. José Daniel Lopes (Faculdade
de Medicina - USP - S%3o Paulo) e cultivadas em nosso Laboratério, em
meio completo contendo 10% de SFB. Para fus3o celular foram utlilizadas
células em fase exponencial de crescimento, que haviam sofrido um re-
pique 18 a 24 horas antes da fus¥o. As células foram coletadas dos
frascos de cultura, transferidas para tubos estéreis, centrifugadas a
200 g por min e ressuspensas em tamp%o GKN. Uma aliquota fol retirada
para contagem em cBmara de Neubauer, por microscopia de contraste de
fase. Foram utilizadas para fuslo suspensBes celulares com viabtlidade

guperior a S0%.
FusZo com polietilenoglicol

Nos experimentos de fusio celular descritos a seguir fol ubti-
lizado o protocolo indicado por Fasekas De 5t. Groth e Scheideger
(1980). Brevemente, 2 x 107 células de mieloma e 3 a 7 X 107 células
esplénicas de camundongos imunes foram misturadas em tubo cfnico de
pléetico com capacidade para 50 ml. A seguir as células foram lavadas

em tamp¥o GKN, por centrifugacdo a 200 g por 10 min, em temperatura
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ambiente. O sobrenadante fol culdadogsamente descartado. Um volume de
1,0 ml da solugBo de PEGC B0X foi adicionado, gota & gota, ao sedimen-
to, com agitaco, por um perfodo de 60 seg, em temperatura ambiente. A
mistura foi ent¥o colocada em banho-maria a 37°C por 90 seg, sob agi-
tacZo. A =eguir, 20 ml de meio simples fol lentamente adicionado &
mistura durante um perfodo de 5 min para diluir o PEG. O volume foli
completado para 40 ml com meio simples e apds 10 min de repouso, as
células foram centrifugadas a 200 g por 10 min, em temperatura ambien-
te. As c¢élulas foram lavadas em melo completo contendo 10% de 5FB,
ressuspensas em meio HAT contendo 15% de SFB e a seguir distribuidas
em placa de 24 orificios (10% celulas por orififcio) e em placas de 96
oriffcios (10° células por orificico). As placas de cultura para cres-
cimento das células hibridas foram incubadas em estufa umidificada a
37°C, em atmosfera de 5% de CO2 em ar. No dia seguinte apds a fus%o, e
.depois duas vezes por semana, removia-se metade do volume contido em
cada orificio de cultura, e susbtituia-se por meio HAT fresco. Cerca
de 10 a 12 dias apds a fus3o, osg orificlos j& apresgentavam hibridos
com crescimento suficiente para serem testados quanto & presenga de

anticorpos especificos contra T.cruzi, através de reag8es de IFI.

Clonagem por diluigBo limitante.

Apds a identifica¢fo das culturas secretoras de anticorpos
especificos contra o T.cruzi, amostras destas células foram retiradas
para contagem e a seguir diluidas em meio HT (meio completo contendo
10% de SFB mals hipoxantina e timidina ) de modo a se obter suspenslies
contendo 100 e 50 células de cada cultura. Alfquotas de cada uma des-

tas suspensBes foram ent¥o distribuidas nos oriffcios de uma placa de
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86 oriffcios de modo a se ter 48 orificios com cerca de 2 células por
orificio e 48 orificios cerca de 1 célula por oriffcic. As placas de
clonagem foram incubadas em estufa umidificada a 37°C, em atmosfera de
gy  de CO2 em ar. De cada placa de clonagem foram selecionados, apds
crescimento, de 1 a 4 clones de células com base na capacidade secre-
tora de anticorpos anti-T.cruzi, medidos por IFl e na viabilidade ce-
lular. Quando se fez necessério, as células foram reclonadag, seguindo

o mesmo procedimento descrito, a partir de células do orificio origi-

nal da cultura ou de células congeladas.

Expans¥o dos hibridomas.

Clones celulares secretando anticorpos especificos antt~T,
cruzi foram expandidos em cultura ou pela inoculag3o em camundongos
Balb/c, para produc3c de lfquido ascitico.

Quando expandidos em cultura, os clones foram sucessivamente
transferidos do orificio da placa de 96 para placas de 24 orificios,
frascos de cultura de células e garrafas de Roux, todos contendo "fee-
der layer” de macrdfagos. 0 meio de cultura utilizado nos subcultivos
continha quantidades decreascentes de SFB, até % na dltima etapa de
crescimento. Antes de cada transfer@ncia, os sobrenadantes das culiu-
ras foram testados por IFI quanto a presenga de anticorpos eapecificos
para o T.cruzi.

Para a obtenc¥o dos anticorpos monoclonais a partir de lfqui-
do ascftico, cerca de 0,5 a 1,0 x 106 células de cada c¢lone, em nmelo
completo, foram inoculadas por via ip em camundongos Balb/c que haviam
recebido previamente (cerca de 7 dias antes) 0,5 ml de Nujol, pela

mesma via. Ao redor do 102 dia apés a inoculag¥o das células , os ani-



25

mais foram sacrificados para a obten¢Z%o do lfquido ascitico. O lfquido
colhido foi centrifugado inicialmente a 200 g por 10 min, a 4°C. D so-
brenadante obtido fo! novamente centrifugado a 4800 g por 20 min, a 4°

C e armazenado a -20°C até o uso.
Congelamento de células.

As células secretoras de anticorpos monoclonais anti-T,eruzi
cou as células de mieloma foram coletadas dos frascos de cultura e se~
dimentadas por cenirifugacﬁo a 200 g por 10 min, em temperatura am-
biente. Em seguida, foram ressuspensas em meio completo e ajustadas,
apds conﬁagem em cimara de Neubsuer, para a concentraglo de 2 106
células por ml. A suspens3o de células fol diluida, volume a volume,
com meto de congelamento, lentamente, sob agitag3o e transferida para
tubos de pléstico para criopreservacio (Sterelin - Inglaterral), em
alfquotas de 1,0 ml. As células foram mantidas por 24 horas em conge-
lador a -70°C e em seguida, os tubos foram transferidos para buliles
de criopreservag¢fco, contendo nitrogenio lfiqufde e estocadas indefini-

damente.
Descongelamento de células.

Para descongelamento, os tubos de criopreservagdo contendo as
células escolhidas foram retirados do nitregenio ifquido e imediata-
mente transferidos para o banho-maria a 37°C. Apds o completo descon-
gelamento das células, os tubos foram mergulhados em banho de gelo por
aproximadamente 3 min., A seguir as suspens@es foram transferidas para

tubos de centrifuga e o volume foi ajustado para 10 ml com meio com~
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pleto, gbta a gdta, sob agitagZo. A suspensdo foi deixada em repouso
por 5 min, em Lemperatura ambiente e ent%o centrifugada a 200 g por 10
min. As células foram lavadas mals uma vez em melo completo, resuspen-
sag no mesmo meio , colocadas em frascos de cultura contendo "feeder
layer” de macréfagos e incubadas conforme j& descrito acima.As cultu-
ras foram repicadas ou retiradas para inoculagdo em animals . apds

crescimento em semi-confluéneia.

Caracterizac3o dos isdétipos de imunoglobulinas dos anticorpos monoclo-

nais.

Os isétipos de lg dos anticorpos monoclonais anti-T,cruzi fo-
ram determinados por imunodifus3o em gel de agarose a 1% em SST, pH
7.2 (Ouchterlony, 1958). Foram utilizados nas rea¢les, os sobrenadan-—
tes dos hibridomas, originais ou concentrados por ultrafiltracio em
membrana PM 10 (Amicon) e soros monoespecificos anti-lg de camundongo,

preparados em nosso laboratdrio e ja referidos acima.

Purifica¢fo dos anticorpos monoclonais

Anticorpos monoclonais da classe IgG produzidos em cultura ou
obtidos de ascites, foram purificados através de cromatografia de afi-
nidade em Sepharose-Prot.A, segundo indicagBes de Ey e colaboradores

(1978).
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REACBES DE IMUNOFLUORECENCIA

ReacBes em bloco foram realizadas para a titulagio do conju-
gado anti—1g de camundongoc marcado com fluorescefna e para padroniza-
c%o de soro imune anti-T,cruzi (padr¥o positivo) e soro normal (padr3o
negativo) ,obtidos de camundongos F1(CBA x C57B1/10) imunizados e nor-
mais, respectivamente. As reagBes de IFI foram realizadas de acdrdo
com indicagBes de Camargo (19663, utilizando como antigenocs formas
tripomastigotas sanguicolas, formas tripomastigotas e amastigotas de-
rivadas de cultura de células e formas epimastigotas, preparadas como
descritas acima e a segulr fixadas em formol a 2% em SST pH 7.2. Apds
a titulac%o, ¢ conjugado fol utilizado nas reagfes na diluigfo final
de 1:160 e os soros padrSes positivo e negativo foram usados 2 1:80 e

1:10, respectivamente. As leituras das reagBes foram feitas em micros—

céplo de fluorescéncia (Zeiss - Alemanha)l.

LISE HEDIADA POR COMNPLEMENTO

A capacidade lftica de soros policlonais e anticorpos mono-
clonais anti-T.eruzi foi verificada através de técnica descrita por
Krettli e colaboradores (1979). Tripomastigotas sangufcolas foram ob— .
tidas de camundongos imunossuprimidos, infectados com a cepa Y do T.
.cruzi e preparadas como jid descrito . Para excluir o uso de tripomas-—
tigotas contendo imunoglobulinas ligadas & membrana, alfquotas de cada
preparacfc foram sempre pré-incubadas com complemento humano {CHu?
per 30 min a 37°C. Foram usadas nos experimentos apenas preparagdes do

T.crusl reslstentes & lise pelo CHu.
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Amostras de 200 M1 da suspens¥o contendo 4 x 107 tripomasti-
gotas por ml} foram misturadas a 200 ul de diferentes soros de camun-—
dongos, normais ou infectados ou sobrenadantes de cultura contendo an-
ticorpos monoclonais, incubadas a 37°C por 30 min e a seguir transfe-
ridas para banho de gelo. De cada amostra foram separadas quatro al -
quotas de 50 ul e a cada duas alfquotas fol adicionado igual volume de
CHu ou de CH!l (complemento humano inativado}), procedendo-se a2 segulr a
incubac®o a 37°C por 60 min. Apds este perfodo de incubagdo, os tubos
foram transferidos para banho de gelo e o numero de parasitas mévels
em cada tubo foi determinado por contagem em c@mara de HNeubauer. A

porcentagem de lise obtida em cada tratamento foi calculada atraves da

formaula abaixo:

% de lise = 100 - n2 de parasitas apds incubagZo com CHu x 100

n2 de parasitas apds incubag¥o com CHI

TESTES DE PROTEGZD PASSIVA EM CAMUNDONGOQS CBA

Camundongos CBA, machos e fé&meas com trés meses de tdade fo-
ram utilizados como recipientes nos testes de protegd3o passiva, em
grupos de sels animals por soro ou anticorpo monoclonal testado.Soros
de camundongos F1(CBA = C57B1/10), normais e cronicamente iInfectados
com o T.cruzt (soros de sexta semana pdés—infecgo), previamente testa—
dos, foram utilizados como controles negativos e positivos, respecti-
vamente. As ascites contendo anticorpos monoclonais anti-T.cruzi foram
empregadas separadamente ou em "pool” e os soros imunes anti-T.cruzl

foram usados diluidos ou n3o nos testes de proteg8o passiva. 0s nivels
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de I1gG2a ou 1gG2b das ascites foram previamente determinados por imu-
nodifus%o radial (Mancini et al.,1965) de tal forma que foram Inocu-
ladas quantidades compardveis dessas imunoglobulinas com-as encontra-
das nos soros de camundongos F1 cronicamente infectados (Britto,
13988) .

U0 teste de protegdo consistiu em injetar 0,25 ml de sgoro ou
lfquide ascitico, por animal, por via ev. Uma hora depois da injeglo
do anticorpo, os animais receberam uma dose jip de 105 formas sangufco-~
las do T.cruzl. Foram realizados pelo menos trés tegtes para cada soro
ou ascites estudados e estes foram considerados protetores quando ca-
pazes de reduzir significativamente =2 parasitemia e/ou mortalidade dos
animals desafiados com o parasita, por um periodo de 30 dias de obser-

vaclo.

IQDIRACXO DE PROTE{INAS DE SUPERF{CIE DO T.eruzi

s parasitas, preparados como descrito acimzs, foram marcados
com iodo radicativo (HNa 131y, pela técnica do Jodogen (1,3,4,6-tetra-
cloro-3 ,6 difenilglicouril - Sigma), segundo indicagBes de Fraker e
Speck (1878). Os parasitas (2 - 5 % 108 células) foram incubados com
0,5 ml de solug¥o de Hanks contendo 500 Ci de Na %11 (IPEN - S%o
Paulo) em tubo pré-coberto com 20 ug de lodogen, por 10 min a 4°C, com
agitag¢¥o ocasional. Para interromper o processo de marca¢3o, a suspen-—
s¥o fol transferida para um tubo livre de lodeogen e lavada trés vezes
com meio de cultura simpleg, por centrifugag3oc a 1000 g por 20 min. O
sobrenadante fot descartado adequadamente e o= parasitas foram ressus-

pensos em 0,5 ml de tamp%o de lise contendo 1% de Nonidet-P40 (NP-40),
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10 mM de Tris-HCl, pH 7,5, 1,0 mM de TLCK (N- ~tosil-L-lisil~clorome-
tilcetona - Sigma) e 1,0 mM de PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto -
Sigma) e incubados a 37°C por 20 min. Os lisados foram centrifugados a

10000 g por 30 min a 4°C e os sobrenadantes foram usados para estudos

de imunopreclipitac¢io.

THUROPRECIPITACEO

Os experimentos de imunoprecipiitacio de antfgenos de T.cruzi
foram realizados segundo protocolo de Zingales e colaboradores (1982),
com algumas modificagBes. Volumes de 0,5 ml dos lisados contendo antf-
genos do T.eruzl marcados com 131l foram incubados, por 15 min em tem-
peratura ambiente, com 50 pl de uma suspens%o a 10% de Staphylococcus
aureus da linhagem Cowan I, mortos por aquecimento e fixados em formol
(Kessler, 1975), para excluir das prepara¢@es qualquer material que
pudesse se adsorver ao S.aureus. Apds centrifugaco a 10000 g por 30
min, o sobrenadante fol dividido em alfquotas, correspondendo a cerca
de 3 x 107 parasitas, que foram incubados com igual volume de soro
normal, soro imune ou !l{quido ascftico por 2 horas a 4°C, com agitacio
ocasional. Os complexos antfgeno-anticorpo foram precipitados da mis-
tura pela adicd3o de 200 1l da suspensHo de S.aureus a cada tubo. Apds
tncubag¢3o por 30 min em temperatura amblente, os imunocomplexcs foram
lavados duas vezes com tamp%o contendo 10 mM de Tris-HC1, pH 7,5,
©,3 M de cloreto de s&dio e 1,0 mM de EDTA e uma vez com tampBo con-~
tendo 10 mM de Trig-HCl, pH 8,7, 0,3 M de cloreto de sédic, 0,1% de
SDS (dodecil sulfato de sédio) e 0,05% de HP-40. Os tmunocomplexos fo-

ram ressuspensos em 75 ul de tamp¥o de amostra para eletroforese en
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gel de poliacrilamida (Tak&cs, 1979), aquecidos por 20 min a 37° C e
por 3 min a 100°C. Apds céntrifugac%o a 10000 g por 30 min, os sobre-
nadantes foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida

contendo S5DS.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

As andlises eletrofordéticas foram feitas de acordo com Indl-
cacBes de Laemli (1?70}, em gel de poliacrilamida a 10% contendo 0,1%
de SDS (SDS-PAGEY, 15 mdA, durante cerca de 4 horas ou até o corante
tragador (azul de bromofencl) atingir 1 cm do fundo do gel. Os seguin-
tes padrdes de peso molecular foram analisados em cada gel: miosina
(205 KDa); soro albumina bovina (68 KDa); cadeia pesada de 1gG humana
(55 KDa);: ovalbumina (43 KDa); cadela leve de IgG humana (25 KDa) e
mioglobina (16 KDal). A exce¢do da Igb humana e da mioglobina, purifi-
cadas em nossc Laboratdrio, as proteinas utilizadas como padr3o foram
procedentes da Sigma. Apds a eletroforese, os géis foram corados pelo
Coomasstie Brillitant Blue R-250 (BicRad Laboratories, Californtia, UEA),
sgecos & expostos ao filme para raio-X (Companhia Brasileira de Filmes
Sakura, Rio de Janeiro). Os géis foram expostos por periodos curtos
(24 =a 72 horas) ou longos (4 a 10 dias), a -70°C e revelados em pro-
cessadora automdtica para filmes de rajo-X (Kodak RP X-OMAT Proces-

sorl.
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7 TMMUNOBLOTTING”

Formas epimastigotas de meto LIT e tripomastigotas gangufco-
las, purificadas como jé descrito e sedimentadas por centrifugagHo,
foram lisadas pela ressuspens3o em tampZo contendo 10 mM de Tris-HCI,
pH 7.5, & mM de CHAPS (3-{(3-colamidopreopilldimetilamoniol}-1-propano-
sulfonato - Sigma), 1 mM de TLCK e 1 mM de PMSF. Apdés uma hora de in-
cubac%o a 37°C no tamp3o de lise, a solugBo fot centrifugada a 10000 o]
por 30 min a 4°C. Qs extraios contendo os antfgencos do parasita foram
misturados a igual-volume de tampBo de amostra para SDS-PAGE, duas ve-
zes concentrado, incubados por 20 min a 37°C e fracionados por eletro-
forese em gel de poliacrilamida, segundo procedimentos descritos aci-
ma. 0 material fracionado fol transferido do gel para membrana de ni-
trocelulose BA 83 (Schleicher & Schuel - Alemanha) por eletroforese
{30 mA por 18 horas), de acordo c¢om técnica descrita por Towbim e co-
laboradores (19739). Uma tira da nitrocelulose contendo osg padrBes de
peso molecular e também os antfgenos fracionados fol retirada para co-
loracio com "amido black” e © restante fo! tratado com 3% de BSA en
SST, pH 7,2 por 60 min em temperatura ambiente. Apds lavagem com SST,
pH 7,2, 2 membrana fol cortada em tiras e cada uma delas fol colocada
para incubag¥c em diluigBo apropriada do antissoro (1:20), soro normal
(1:20) ou anticorpo monoclonal (400 uwg/ml) em S5T contendo 1% de BSA e
2% de sgoro normal de carnefro (S5T-BSA~SHCY, por 120 min em temperatu-
ra ambiente. Apds seis lavagens de 5 min cada em SST, pH 7,2, cada ti-
ra fol incubada com 1gG e carneiro anti-1gG de camundongo conjugada a
peroxidase, dilulda 1:3000 em S5ST-BSA-SNC, durante 120 min em tempera-—
tura ambiente. As fitas foram lavadas como na etapa anterior e a se-

guir tratadas com a solug3o de substrato/revelador contendo 60 mg por
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cento de diaminobenzidina (Sigma) e 0,015 % de H202 (Merck) em 50 mM

de Tris-HCl1, pH 7,4.
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RESULTADOS

N{VEIS DE ANTICORPOS ANTI-T.cruzi EM CAMUNDONGOS INFECTADOS

Camundongos F1 (CBA x C57B1/10) foram infectados com 100 tri-
pomastigotas sangufcolas da cepa Y do T.cruzi. Entre os dias 112 e 12=
apds a inocul ag¥o dos parasitas, foi constatada a infecglo em 100 por
cento dos animats, através de exame microscépico 3 fresco do sangue
periférico. Parasitemlas da ordem de 1.5 a 3.0 x 103 parasitas por ml
de sangue foram observadas. Ha sexta gemana pdés~infecglo, a met ade dos
animais recebeu uma dose ey constitulda por 103 formas sangufcolas do
parasita mortas com formaldeido. A cinética de producgdo dos anticorpos
contra os trés estiglos do parasita fol acompanhada nos dols grupes
experimentais, através de reacBes de IF}, utilizando~se soros tsolados
dos animals em varios estdgios da infecgZo pelo T.cruzi. Considerando
ainda que durante a fase crdnica da infecg¥o chagasica camundongos
produzem anticorpos protetores, os soros thidoé de F1 entre a sexta e
a nona semanas pds-infec¢Ho foram também testados em experimentos de
protegfio passiva em animais susceptiveis (camundongos CBA).

Os niveis de anticorpos circulantes contra o parasita em ca-
mundongos F1 durante o curso da infec¢do, medidos por iFl, s%o mostra-
dos na tabela I. Conforme pode-se observar, a presenga de anticorpos
dirigidos para as formas tripomastigotas do parasita comega a ser de-
tectada a partir da segunda semana pés-infec¢¥o. Ao redor da qguinta
gemana o tftulo para este estigio alcanga o nivel de 1:80, mantendo-se

estsvel até a décima segunda semana pds-—infec¢io. Soros obtldos de
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animals sacrificados apds este perfodo (soros de 16, 20 e 24 semanas
pos-infecg¥o) apresentaram uma elevagdo do tftulo de anticorpos contra
tripomastigotas (1:320). 0Os soros de animais que receberam uma dose
refor¢o na sexta semana pda-infecgBo apresentaram resultados semelhan-
tes aos obtidos com os grupos apenas infectados{dados n%Bo tabelados).
Os titulos encontrados para as formas epimastigotas do T.eruzi foram
frequentemente baixos (no maximo 1:40) em todos soros examinados. Ti-
tui&s maig elevados foram obtidos para as formas amastigotas do para-
sita (1:6403.

.Gs resultados encontrados nos testes de protegfo passiva de
soros imunes de camundongos Fi1 est¥o resumidos na tabela 11. Pode-se
observar que os sorog imunes obltidos na sétima e citava semanas pds~
infec¢do foram mais eflicientes em proteger camundongos CBA do desafio
com 10 T.cruzi, a julgar pela redu¢¥o dos niveis de parasitemia e
mortalidade nestes grupog, comparados aos controles. HNo experimento
resumido na tabela Il, fol observada uma gqueda no efeito protetor
quando se utilizou soros da nona semana de infecgBo. No entanto, em
repetigles de experimentos similares, a reduc3o da capacidade proteto-
ra de sorosg colhidos apds a ocitava semans n3c foi novamente observada.
Soros provenientes de camunéongos Fl que receberam uma dose-reforg¢o na
sexta semana pdés-infecgBo apresentaram a mesma eficiéncia nos testes
de prote¢3o passiva que os derivadeos de animais apenas infectados. Fo-
ram obgervados resultados negativos nos testes de protec¢fo passiva
quando se utilizou soros imunes diluidos. Apenas o soro da sexta sema-
na, guando administrado na diluig%o de 1:2 foi capaz de manter nivels
reduzidos de parasitemia. Estes resultados foram repettdamente encon-

trados em experimentos similares realizados.
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A capacidade protetora dos soros de camundongos F1 c¢ronica-
mente infectados foi abolida pela sua absorg3o com tripomastigotas
sangufcolas ou com tripomastigotas de cultura de células (8 x 106 pa-
rasitas /7 ml de soro), vivos ou mortos com formaldefdo. A absor¢%o dos
anticorpos protetores com eplimastigotas ou com amastigotas nZo fot ob-
tida, mesmo utilizando-se quantidades 10 vezes superiores de parasita

(dados n3o tabelados).

Tabela 1 - Imunoflucrescéncia de soros de camundongos Fl infectados

com 102 T.cruztl.

o <10 <10 <10
1 <10 <10 <10
> 20 10 <10
3 20 80 40
4 20 80 40
5 80 640 80

S 80 640 40
7 80 £40 40
8 80 640 40

12 80 320 40

16 320 640 40

20 320 640 40

24 320 640 40

(x)- Formas do parasita obtidas de cultura de células.
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Tabela 11 - Nfvels de parasitemia e de sobrevivéncia de camundongos
CBA imunizados passivamente com soro de camundongos F1 e desafiados

com 109 tripomastigotas sangufcolas do T.cruzi.

PARASITAS /ML DE SANGUE x 10% . i DE SOBREVIVENCIA
SOROS pIas ApOS A INFECCAQ DIAS APOS A INFECGARO
6e e 8¢ 109 15¢ 209 309
SN {al 5.20 (+ 1.96) §.10 (+ 0.91) 2.10 (+ ©.76) o - - -
sI 6% sem ()
1:1 0.25 (+ 0.19) 0.49 {+ 0,32) 0.51 (+ 0.40) 100 66 66 33
1:2 ©.67 {+ 0.26) 1,25 {+ 0.52) 0.56 (+ 0.61) 80 0 - -
1:4 1.20 (+ 0.78) 3.43 (+ 1.57) 1,13 (+ 0.2%) 66 0 - -
ST 72 sem
1:1 0.50 {+ 0.32) 1.76 (+ 1.15) 1.75 (+ 1.86} 100 50 S0 50
1:2 , 1.00 {+ 0.36) 2.60 {(+ 0.86) 0.65 (£ 0.18) 100 o - -
Y:4 Rb ND O 100 0 - -
8T 7% sem + "booster®™ ({(c) .
1:1 0.4% {(z 0.186) 1.06 (+ 0.62) 0.31 {+ 0.14) 100 66 33 33
1:2 1.40 {+ 8,51) 4.21 {+ 0.72) 1.10 {+ 0.52) 100 0 - -
“1:4 ND ND ¥ 100 0 - -
51 8% sem .
1:1 0.50 (+ 0.45) 1.11 ¢+ 0.96) 0.2% {+ 0.26) 100 66 66 66
1:2 3.44 (+ 0.8OD) 4.79 (+ 1.79) 0.97 {+ 0.78) 160 0 - -
51 8% sem + “booster® )
1:1 0.66 {+ ©.29) 1.68 (+ 0.50) 0.21 {(+ 0.08) 100 50 50 50
1:2 1.42 {+ 1.13) 3.85 {+ 2.26) 0.6) {(+ 0.4%) 40 0 - -
5T 9% sem
1:1 1.40 {+ 0.43) 4,00 {+ 1.50) 0.95 (+ 0.60) 160 33 0 -
1:2 2.82 (+ 1.37) £.22 (+ 1.19) 1.40 (¢ 1.20) go ) 0 -
SI 9% sem + "hooster*
i:1 1.52 {+ 1.10) 3.80 (+ 1.77) 1.55 {+ 0.93) 100 66 o -
1:2 4.24 (¢ 0.84) 4.74 {+ 0.51) 1.62 (+ 0.62) 100 o - -

Soro normal de camundongo F1 (CBA x C5E7BI/10) (a): goros imunes de ca-
mundongos Fl (b)), colhidos apds 6, 7, 8 e 9 semanas de infecglo com
100 tripomastigotas sangufcolas da cepa Y do T.eruzi. Soros imunes de

camundongos F1 que receberam um "booster,”constitufdo pela injec3o

i
<

de 10° tripomastigotas sangufcolas formolizados, seis semanas apés a
infecg¥do e colhidos na 72, 82 e 92 semanas de infecc¥o. HD - NZo de-
terminade. Os resultados representam a média de 5 a 6 camundongos por

grupo de animalis passivamente imunizados.



a8

 CARACTERIZACED DOS ANTIGENDS DO .T.epuzl RECONHECIDOS POR.SOROS..DE. CA-

MUNDONGOS CRONICAMENTE INFECTADROQS.

~As... . andlises elelroferdéticas de. antfgenos de szuperficie das
formas amastigotas, tripomastigotas e epimastigotas do T.cruzi, marca-

dos com Na1311 (131{}

e imunoprecipitados por soros de camundongos F1
cronicamente  infectados com o parasita (sexta semana pds-infecgald) sio

mostradas nas figuras 1 e 2.

A figura ! mosgtra os componentes radiocativos de amastigotas

- {A). e-de tripomastigotas (B) ligados pelos soros imunes. Conforme po-

de~ge observar, um polipeptidec de peso molecular aparente (Mr) de 50
KDa, comum 2as duas formas do parasita examinadas neste experimento,
foi precipitado por todos os soros imunes utilizados. Além deste com-
ponente, os antigenos de amastigotas com Hr situados entre 63 & 75 EDa
e o antfgenoc de 390 KDla foram também precipitados pelo soro de F1  (ca-
nal - c¢). Em tripomastigotas sanguficolas, além do antigeno de 50 KDa
mazis trés componentes com 75, 85 e 95 KDa, respectivamente foram 1i-
gados por soro imune de Fl{canal g). Resultados semelhantes foram en-—
~conbrades--com sorog imunes de camundmngsé CBA « C57B1/10, coletados na
42 semana pds-infecgso {(canais e,f).

Na figura 2 pode-ge obkservar os antigenos de epimastigotas
“tmunoprecipitados por diferentes lotes de soros de camundonges Fi cro-
nicamente infectados (soros de 62 semana). Todos os soros testados
precipitaram fracamente o componente de 90 KDa da superficie de epi-
‘mastigotas, "além de um complexo de protefnas com Mr enire 65 e 75 KDa -

e outro entre 43 e 50 KDa.
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Figura 1 - Andlise por SDS-PAGE de antigenos de superficie de amasti-

gotse de cultursas de

131
I e imunoprecipitados por soros de camundongos. Perfil

calulas (A) e de tripomastigotas sangufcolas (B,

marcados com

das protefnas de superficie de amastigotas marcados (canal a): ant fge-

nos de amastigotas precipitados por soro imune de camundongoe i {(canal
¢) e controle com soro normal de camundongo F1 (canal b). Perfil das
protefnas de superficie de tripomastigotas marcados (canal d); ant fge~

nos de tripomastigotas precipitados por soros imunes de camundongos

CBA, C57B1/10 e F1, respectivamente (canais e,f,g). Az setas indicam

os padres de peso molecular.
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Figura 2 - Andlise por SDS-PAGE de proteinas de superffcie de epimas-

tigotas, marcados com 1311 e imunoprecipitados por soros de camundon-

gos. Perflil das proteinas de superficie marcadas (canal a);antigencs
precipitados por diferentes soros imunes de camundongos F1 cronicamen-
te infectados (canais b-f). O "background” obtido com soro normal de

F1 foi semelhante ao mostrado na figura 3. As setas indicam os padrdes

de peso molecular.
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OBTERCEO E CARACTERIZACRO DOS ANTICORPOS HMONOCLONAIS ANTI-T.cruzt.

Com o objetivo de obter anticorpos monoclonais anti-T,ecruzi,
.representatlivos da fase crdnica da infec¢cfo pelo parasita, foram rea~
lizados dois experimentos de fuso celular. Nestes experimentos, foran
utilizadas células de mieloma SP2/0 e células esplénicas de camundon-
gos Fl, na sétima semana pds-infecclo com 102 tripomastigotas sangui-
colas da cepa Y do perasita, que receberam (experimento 1) ou n3o (ex-
perimento 113} um "booster”, 4 diass antes da fusBo. A deteccBo de cul-
turas de hibridomas secretoras de anticorpos contra o T.eruzi fol fel-
ta através de reagBes de IF] dos sobrenadantes, utilizando-se formas
tripomastigotas e amastigotas da cepa Y do parastta, obtidas em cultu-
‘ra de células, como preparagBes antigénicas.
Apds os procedimentos de fus%o, as células do experimento |
foram langadas em 2 placas de 96 orif{cios. Cerca de 12 dias apds o
langeamento das culturas, dois a cinco clones de hibridos puderam ser
observados em cada orificic. Entre os hibridomas obtidos apds esta fu-
sd0, 20 secretavam anlicorpos contrz o T.cruzi (tabela 111). ~ Apenas
dois orificios apresentaram contaminag¥o com o parasita neste experi-
mento, cerca de 30 dias apds o infeio da cultura. No experimento 11,
as células foram lancadas em 3 placas de 96 orificios, tendo sido ob-
servado crescimento em apenas 60% deles. Nesta fusBo foram obbtidas 11
culturas secretoras de anticorpos anti-T.cruzi (tabola 111). 2o longo
dos subecultivos para clonagem & congelamento, apenaz 8 das 20 culturas
obtidas na fus¥o ] e as 11 obtidas na fusfo I] se mantiveram estiveis
{secretoras). As 19 culturas obtidas foram clonadas por diluic¢Bo limi-
tante, tendo sldo selecionados de 1 & 4 clones de cada cultura de hi-

bridoma anti-T.cruzi. Pelo menos 1 clone de cada hibrido original foi
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axpandido para a obteng¥o de sobrenadantes contendo antlicorpos mono-
clonais. Estes sobrenadantes foram utilizados para: (i) a determinagioc
dos isdtipos das imunoglobulinas (lg) secretadas, através de reagdes
de imunodifusio (tabela 1V); (ii1) a caracteriza¢Bo da reatividade dos
anticorpos monoclonais com os diferentes estdglos do parasita, através
de reacBes de 1F1 (tabela 1V); (1ii) a verificag¢fo de atividade lftica

sobre formas tripomatigotas sangulicolas (tabela V).

Tabela 111 - Hibridomas obtidos em dois experimentos de fusfo celular.

Culturas

Experimento Dose-reforgo Positivas por
(a) IF1 (b
1 & 20
11 - 11

Experimentos de fus3o entre células 5P2/0 e células esplénicas de ca-
mundongos Fi1 (CBA x CH7B1/10), cronicamente infectados com a cepa Y do

T.cruzi.(2) Dose-reforge constituida por 10 tripomastigotas sanguico-

las mortas com formaldefdo, inoculada nos animais imunizados por via
ev, na sexta semana pds-infecgad; (b) ReagBes de Imunoflucrescéncia,
utilizando formas tripo e asmastigotas, obtidas de cultura de células e

sobrenadantes de cultura dos hibridomas.
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Isdtipo e Especificidade dos anticorpos monoclonals.

Entre os hibridomas anti-T,¢ruzi obtidos, foram detectados
por imunodifusfo 2 clones secretores de I1gM, 1 de 1gGl, 10 de iglGZ2a, 4
de 1gh2b e 2 de IgG3. Destes, 5 reagiram por IFI com as formas tripo e
amastigotas, B reagiram apenas com tripomastigotas, 3 anticorpos rea-
giram apenas com amastigotas e 2 reagiram com os tré&s estiagios do pa-
ragsita. Apenas 1 anticorpo monoclonal reagiu com epimastigotas, tendo
sido este dltimo selecionado casualmente pela sua reatividade com ceé-
lulaz VERO, contaminante eventual das preparagbes de antfgenos do pa-
rasita obtidos em cultura de cdélulas (tabela 1V). Os monoclonals que
reagiram por IFl com tripomastigotas derivados de cultura de células
reagiram também com tripomastigotas sanguicolas, embora mais fracamen-
te. Todos os sobrenadantes contendo anticorpos monoclonals anti-T.eru-
=1 apresentaram tlitulos baixos (»1:2 <1:16} por IFI, para os antigenos

do parasita reconhecidos (dados n%o tabelados).

Lise de tripomastigotas mediada pelo complemento.

A atividade 1ftica dos anticorpos monoclonais anti-T,cruzi,
pertencentes #s subclasses IgG2a e 1gG2b sobre tripomastigotas sanguf-
rolaz foi verificadas utilizando-ge sobrenadantes de cultura dos hibri-
domas {(tabela V). Quatro clones distintes (1D8, 5BG, BC3 e HC4), assim
come produtes derivados da subclonagem de 5B6& e 5C4 apresentaram re-
sultados positivos (superiores a 30%). Soros de camundongos Fl1 e

Diozzi, cronicamente infectados, apresentaram indices de 85-100% de

lise. Resultados negativos foram obtidos com soros normais de F1.
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Tabela IV - Especificidade dos antlcorpos monoclonals para os diferen~

tes estégios do T.cruzi, cepa Y.

lsétipos Clones Tripomastigotas Amastigotas Epimastigotas
USRS ¢ -9 SR ¢ - MR £.=5.
Tgh 1B8 + + +
1C4D6 - - +
1aGl 2C4 _ + + =
IgG2a 1D5 + - -
10na + + -
401 + + -
5A5 + - -
5REC1 - + -
5B& + - -
5C3 + + +
ez - + -
2B3 - A -
ZCHG3 + + -
IgG2b 1011 + + -
5C4 + - -
5C5 + - -
2C5D6 F - -
1963 2Dz + - -
2AR5 + - -
a,b - Formas tripomastigotas e amastigotas , respectivamente, obtidas

de cultura de células; ¢ - epimastigotas obtidas de meio de LIT.
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Tabela V - Atividade lftica, mediada por complemento,de soros e de an-—

ticorpos monoclonals sobre formas tripomastigotas sangufcolas do T.

cruzal.

Anticorpoes Porcentagem de
e e e A L BE_ K
Isctipo Ac¥o (a)
15062= 1D5 26

1083 40
4B1 22
5A5 | 29
5B6 37
BB6F9D2 33
SBeFSES 21
5B6I3B3 50
S5BRH3GI0 38
5C3 38
1gG2b 1D11 27
5C4 37
5C4B11F4 28
BO4BLIGT 39
Core imune (bl
1R 100
SiBioz=t 85

Hos testes de lise (k) foram utilizados sobrenadantes de hibridomas
anti-T.cruzi, como fonte de anticorpos monoclonals (a) e soros imunes

de camundongos (b) F1l e Diezzl, cronlicamente infectados com T.eruzi.
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TRANFERENCIA PASSIVA DE ANTICORPOS MONOCLONAIS PARA CAMUNDORGOS CBA.

Considerando que o efeito protetor do soro imune de camundon-
gos em fase crdnica da infecgHo & devido a Imunoglobulinas das sub-
classes 1gGZa e 1gG2b, ascites de onze hibridomas, predominantemente
das subclasses referidas, que reagiram com tripomastigotas e/ou  amas-
tigotas por IT'l, foram produzidas para utilizag¥o nos experimentos de
prote¢3o passiva de camundongos CBA.

Na tabela V1 estd representado o conjunto de resultados obti-
dos em tré&s experimentos de prote¢Zc. Nenhuma das ascites utilizadas
foi capaz de conferir protegio passiva #os animais reciplentes, contra
um desaflc com 10% formas sangufcolas do T.erugi , conforme verificado
pelo alto grau de parasitemia e aus&ncia de sobreviventes neste grupo
experimental ., O animaig passivamente imunizados com soro de camundon-
gos F1 c¢ronicamente Infectados, ao contririo, apresentaram niveils re-
duzidos de parasitemia e 50% dos animals deste grupo sobreviveu ao pe-

r{odo de 30 dias de observagad.
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Tabela VI - Niveis de parasitemia e de sobrevivéncia de camundongos
CRE imunizados passivamente com soros ou anticorpos nonoclonais e de-

safiados com 10° formas sangufcolas do T.cru=zil.

Soro ou Aclo _Parasites/ml_de_sangue x 108 % _de_sobrevivéncia
72 dia pds~infecscio ' dias apds a infecglo
OSSOSOy 1. S ¥-- SO 3C_
SNF1 (&) 7.66 (X 3.98) 6.7 0.0 0
SIFL (b) 0.70 (¥ o0.23) 100.0 50.0 50.0

Aacites de AcHo (&)

1961 oc4 4.91 (T 2.89 50.0 0.0 o
1gG2a SBGF9 3.90 (2 1.22) 16.6 0.0 o
SREH3 5.24 (I 1.90) 16.6 0.0 0
SBSC1 4.93 (¥ 1.57) 23.2 0.0 o
20503 7.05 (X 2.0 50 .0 0.0 o
2B3 5.09 (% 2.47) 0.0 0.0 0
1gG2b 2CEDE 4.9 (= 2.99) 33.3 0.0 o
504811 5.73 (T 2.55) 16.6 0.0 )
HCH 4,79 (= 3.11 8.5 | 0.0 0
1gG2 PASCT 4.64 (T 2.08) 16.6 0.0 0
PASCE 3.96 (- 1.79) 50.0 0.0 o
Pool de ascites (&) 5.84 {i 4.10) 16.6 0.0 O

Pool de soros normais de camundongos F1 (CBA x C57B1/10) (a); pool de
soros imunes de camundonges F1, colhidos & semanas apds a infecglo com
10 formas sangufcolas da cepa ¥ do T.cruzl (b); ascites contendo an-
ticorpes monoclonais anti-T.cruzi (¢) (tsétipos discriminados 2 es-—

gquerda);: pool das ascites relacionadas acima (d4).
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CARACTERIZACKD DE ANTYIGEHOS DO T,epuxt RECONHECIDOS PELOS ANTICORPOGS

HONOCLOHNAILS.

Tara a caracterizagfo dos antigenos detectados pelos anticor-
pos monoclonats foram realizados experimentos de imunoprecipitagZo e
"immunoblotting”.

Q0s resultados das andlises eletroforéticas dog antigenos de

superficie de epimastigotas e amastigotas, cepa Y, marcados com 131

I e
imunoprecipitados pelos anticorpos monoclonais anti-T,eruzi est¥o re-
sumidos na tabela VII e nas figuras 3, 4 e 5

Apenas os monoclonais BC4R11, 5BSBC1, 5C5, OHBEH3, 5SBEFS e
ZCSD6 dos onze analisados foram capazes de precipitar fortemente com-
ponentes de membrana da forma epimastigota do parasita (figura 3). To-
dos os monoclonals precipitantes reagiram com determinante contido nos
componentes de 160, &6 e 50 KDa do parasita. Este resultado pode =ser
visto com mais clareza na figura 4, onde se encontram repetidas as
anal izes eletroforéticas dos antigenos precipitados pelos anticorpos
manocionais 5C4B11, BRBCL, 5BCH, 5B5R6H3 e 2C5D&.

Na figura 5 sHo apresgentados og resultados obtidos apds 5DS-
PAGCE dos antigenos de superficie de amastigotas do T.cruzi imunopreci-
pitadeos pelos anticorpos monoclonais. Conforme pode-se observar, ape-
nas os anticorpos monoclonais ZB3 e 2C4 n%o reagiram com gualquer com-—
ponente deste estidgio do parasita. Os demais reagiram com o componente
de 50KEDz, sendo gque Lré&s deles (5C40B11, 5B6(H3 e FI) e 2C5D&) reagiram
também com um polipeptideo duplo de 23-27 KDa.

Resultados obtidos com antigencos de tripomastigotas sangufco-
lag {(n%o mostrados) indicam que os monoclonals 2C5D6, BBEHZ, 5C4BL1,
5p5C1 e 2ZA5CE, imunoprecipitam também o componente de 50 KDa presente

neste estégio do parasita.
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Em todos oz experimentos foram sempre obtidos resultados ne-
gativos quando se utilizou soro normal de camundongos F1l como contro-

le na imunoprecipitag¢iic de antigencs de T.cruzi.

Tabela VII - Polipeptideos reconhecidos pelos anticorpos monoclonals
nos trés estigios do T.cruzi.

Polipeptideos discriminados em

Epimastigotas Amastigotas Tripomastigeotas
AcMo 16066 50 Xk 8Q._.23ze7%x . SOk
SBOH3 + + + + r D
5REFS + + + + + +
5C4B11 + + + + + +
2C5DE6 + + + + + +
2Cs + + + + - ' ND
SELCL + * -+ + - +
2ABCT + + + + - ND
2ALCE + + + + - +
2C5G3 + + + + - ND
2C4 - - - - - RD
2B3 - - - - - ND
* - Valores de pesoc molecular aparente em KDa, obttdos em experimentos
de imunoprecipitagdo . ND - N%o determinado. AcMo - Anticorpos monoclo-

nais anti-T.cruzl.
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Figura 3 - Analise por SD5-FPACE de proteinas de superficie de epimas-—
]
tigotas marcadas com 311 e iImunoprecipitadas por anticorpos monoclo-
nais. Perfil das glicoproteinas de superficie marcadas (canal a); an-
ti{genos imunoprecipitados perlos anticorpos monoclonais 2B3, 5C4B11,

2A5C7, 2A5C8, B5B5C1, 204, 5C5, 2C563, 5B6H3, 5B6F9, 2C5D6 (canais

b-13. Controle negativo com =oro normal de F1 no canal m. As setas in-

dicam os padrBes de PH.
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Figura 4 - Andlize por SDE-PAGE de glicoproteinss de  superficls de
epimastigotas marcados com 1311 e imunoprecipitadas por soro imune e

anticorpos monoclonais. Perfil das protefnas de superficie marcadas
(canal a); antigenos imunoprecipitados por soro de camundongos Fl cro-
nicamente infectados (canal b) e pelos anticorpos monoclonais anti-T.
“efuz{ 5C4B11, 5B5C1, 5C5, 5B6H3 e 2C5D6, respectivamente (canais c-g).
"Background” com soro normal de Fl1 foi semelhante ao da figura 3. As

indicam padr8es de PM.
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Figura 5 - Andlise por SDS-PAGE de protefnas de superficie de amasti-

131
1 e imunoprecipitadas por

gotas de cultura de células marcadas con
soro imune e por anticorpos monoclonais. Perfil das protefnas de su-—

perficie marcadas (canal a): antfgenos imunoprecipitados por soro de

camundongos F1 cronicamente infectados (canal c) e pelos anticorpos

monoclonais anti-T.cruzi 2B3, 5C4B11, 2A5C7, 2A5C8, 5B5C1, 2C4, ©5C5,

oC5G3, 5B6H3, 5B6FI e 2C5D6, respectivamente (canais d-nlb. Controle

negativo com soro normal de F1 no canal b. As setas indicam padr@es de

M.
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A reatividade dos antifcorpos monoclonais frente a lisados to-
tais das formas epimastigétas e tripomastigotas do T.ecruzi, apds tra-
tamento dos parasitas com o detergente CHAPS, foi verificado atravds
da técnica de "immunoblotting”.

Na figura 6 pode-se observar os resultados obtidos com os an-
ticorpos monoclonais 5C5, 5B5C1 e 5B6H3 frente a lisados de epimasti-
gotas e de tripomastigotas da cepa Y do T.cruzi. Lstes anticorpos de-
senvolveram reag3o com os componentes de 72 e 65 KDa das formas tripo-
mast igotas. Dutras bandas foram reveladas pelos anticorpos monoclonais
citados, porém muito fracamente, mesnmo quando as fitas de nitrocelulo-~
se foram deixadas por tempo prolongado (5min) na solucio contendo
substrato/revelador. Em epimastigotas os resultados foram considerados
negativos. Os demais anticorpos testados nZ%o apresentaram reacBes com
os lisados do parasita, & exce¢Zo do monoclonal! 5B6FS que apresentou o
mesmo perfil de reag¢%o descrito (dado n%o mostrado).

Na parte D da figura 6 pode-se observar ainda a reag¢do entre
soro de camundongos C57B1/10 imunizado com uma enzima isolada do T.
cruzi (fragHo F3.2) e lisados de epimastigotas, lisados de tripomasti-
gotas e a fraglo F3.2 do parasita. Este soro reconheceu dois componen-
tes distintos na frac¢3o enzimatica F3.2, um deles com Mr de 45-50 EKDa
e outro situado entre 26-34 KDa. No lisado total de epimastigotas, o=
anticorpos presentes no soro imune anti-F3.2 detectaram apenas o com-
ponente de Mr 45-50 KDa. Os resultzdos obtidos com o lisado total de
tripomastigotas, mostraram uma reatividade do sorc anti-F3.2 com com-

ponentes de Mr de 47, 55, 65 e 72 KDa, respectivamente.
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Figura 6 ~ Andlise por ”"immunoblotting” de antigence de T.ecruzt liza-

dos com CHAPS. Antfgenos de tripomastigotas de cultura de células (T)

e epimasbtigotas (L)
=1 5HC5 (A, 5B5BC1
contidos na fracdo
foram rewvelados com

de PH.

revelados pelos anticorpos monoclonais anti-T.eru-
(B)Y e 5BBH3 (C). Na parte D da figura, antfigenos
enzimdtica F3.2 e nos lisados do parasita (E e T)

soro imune anti-F3.2. As setas indicam os padr8es
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DISCUSSKO

Durante os estdglos agudo e crdnico das infecgBes humana e
experimental - com o T.cruzi sBo-produzidos anticorpes contra as dife-
rentes formas do ciclo de vida do parasita, detectados através de nu-
merosos testes soroldgicos (Kretlli, 1982). A intensidade deassas rea-
gﬁes'nOMentanto;”varia”de”acordo“com”as“caracteristicas do hospedeiro,
da cepa do parasita responsidvel pela infecgio e dos testes real izados
para a detec¢Bo da resposta imune zo T,eruzi.

W“'“““HO‘”preé@ﬁte”traba]ho,“a'cinét%ca de produgdo de anticorpos
dirigidos #&s formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas do
T.oruzi no curso da infecclo de camundongos F1 (CBA x C57B1/10) com @
“cepa Y do parasita, fol acompanhada através de reagBes de IFI. Testes
de protecBo passiva pera a detecg¥o de anticorpos protetores, utili-
—ando soros ocbtidos entre a sexta e nona semanas pdés—infeccho, foram
também realizados

Anticorpos anti-tripomastigotas foram detectados maig preco-
cemente do que para os demais estdgios do parasita. No dacorrer da in-
fecc3o foram observados dois platds nos niveis de anticorpos anti-tri-
pomastigotas. O primeiro entre a 52 e a 122 semanas pds-infec¢Bo, com
o titulo estéavel de 1:80 & o seqgundo entre a 162 e 242 semanas pos-in-
feccdo, com © titulo de 1:320. Us titulos mais elevados de anticorpos
no  entento, foram observados para as formas amastigotas do parasita
(1:640), desde a quinta semana pds—-infecgio até o final da observagio.
inticorpos contra as formas epimastigotas foram detectados nos soros

imunes desde a terceira semans, sempre em titulos meieg baixos (1:40)

que parsz os demale estégios do parasita.



0 papel desempenhado pelos anticorpos naz resisténcia ao T,
cruzl tem sido investigado por diversos autores. Culbertszon e Kolodny
(1938 e Kolodny (1940) apresentaram os primeiros resultados demong~
trando a importincia daé anticorpos na resisténcla & infecgio pelo pa-
rasita. Nesteg trabalhos, os sutores verificaram gue a transferéncia
passiva de soro imune de animals que sobreviveram & fase aguda da in-
fecgdo pelo T.eruzi para animais normais induzia nos recipientes, de-
safiados com cepa virulenta do parasita, redug¥o acentuada da parasi-
temia e da mortalidade. No entanto, soros imunes transferidos passiva-
mente sd tem efeibto protetor se administrados antes do estabelecimento
de infecg¥o patente nos animals reciplentes (Voller & Shaw, 1965; Lou-
reiro, 1985). Véartos autores tem demonstirade ainda diferencas na capa-—
cidade protetora de soros imunes anti-T.cruzl contra o desafio com ce-
pas homdlogas e heterdlogas do parasita (Kretlli & Brener, 1976:
McHardy, 1977) sugerindo diferencas no comportamento de estogues do
T.cruzi.

Kierszenbaum e Howard (1976) mostraram que camundongos Biozzi
bons respondedores (Ab/H) eram mais reststentez 3 infecglo pelo T,eru-
zi que camundongos maus respondedores (Ab/L). A transferéncia passiva
de =oro Imune de camundongos BAb/H para camundongos Ab/lL, desafiados
com © parasita, permitiu uma reduc¢¥c nas taxas de parasitemia e morta-—
lidade dos animais suceptivels. Os autores sugerem qgue a susceptibili-
dade dosg camundongos Ab/L ao T.,eruzil pode estar relactonada com a de-
ficiéncia na produgio de anticorpos gue estes animais apresentam. Nes-
te sentide, Britito (1988) verificou que linhagens de camundongos sen-—
siveis (CBA) e resistentes (C57B1/10 e F1 (CBA % CB57B1/10) ) azoc T.cru—
zi, apresentam diferenc¢as significativas nos niveis dos véariocs isdsti-

pos de imunoglobulinas, no curso da infec¢¥o pelo parasita.imunoglobu-
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linas das subclasses 1gG2a e 1gG2b, descritas por Takehara e colabora-
dores (1981) e por Scott e Gross-Sampson (1984) como o8 componentes
responsavelis pela prote¢¥o nos soros imunes anti-T.cruzi, foram encon-—
trados em niveis mais elevados nos soros de fase crdnica de camundon-—
gos resistentes ao T.coruzi.

Ho presente trabkbalho, verificou-se da mesma forma gue Gavino
(1885) e Britto (19088), que soros de camundongos F1 (CBA % CB7B1/10)Y,
obtidos @ partir da 62 semana pds~infecgio, protegem © parental sus-
ceptivel, camundongos CBA, de um desafioc com a cepa Y do T.eruzi. A
detecg3o de atividade protetora em soros de camundongos F1 infectados
com © parasita foi por ndés utilizada como cr&téria para determinar o
infcio da fase crdnica da Infecg¥o chagdsica nestes animais.

A despeito de terem sido encontrados titulos mais elevados de
anticorpos contra as formas amastigotas do parasita nos soros de F1
cronicamente infectados, foi verificado no presente trabalho que ape-
nas tripomastigotas sangufcolas ou de cutltura de células, vidvels ou
formolados, foram capazes de absorver os anticorpos protetores presen-—
tes nos soros imunes de F1 . Estes resultados reforgam as sugestBes
feitas por outros autores (Zingales & Colli, 1985%) de gue estruturas
especi{flcas, ou pelo menos mais abundantes, das formas tripomastigolas
=%o as responsavels pela indu¢ald de anticorpos com at.ividade importan-
te na fase crénica da infecclo chagdsica experimental e humana.

Dutro  aspecto observado no presente trabalho diz regpeito &
dose de soro a ser administrado para se obter protegZo. Soros imunes
dilufdos (1:2) perderam seu efeito protetor, indicando que a protegido
conferida pelos soros de fase crénica deve estar na dependéncia de
concentracBes equilibradas de anticorpos contra um conjunto de especi-

ficidades antigénicas.
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Os fendmenos de ativacg¥o policlonal e imunossupressio obser-
. .vados na fase aguda da doenga _de Chagas experimental, parecem ser  de-
terminantes da qualidade da resposta imune ao parasita na fase crdnica

da infec¢¥o (Corsini & Stellini, 1981; Minoprio et al., 1986 a,b:; Tar-

nog camundongos Fl apds a 62 semana de infecgBo, nfo fol capaz de al-
terar, conforme esperado, © nivel de anticorpos protetores produzidos
por estes animails.

A despeito da complexidade do ciclo de vida do T.cruzi € pos-

sivel obter os varios estagios do parasita relativamente livres de ma-

. -terial.. do.hospedeiro. ou das .células de..linhagem onde . sg%o. -cultivados
(ludzko & Kierszenbaum, 1974; Schmatz & Hurray, 1981:; Zanolli, 19863 .
Assim, preparagBes enriguecidas dos tré&s estigios do parasita foram
~.--usadas-para a identificag¢do dos antfgenos de superficile, marcados com-
iodo radicativo, reconhecidos pelos soros protetores obtidos de camun-
dongos F1, através da técnica de imunoprecipitagdo (Kessler, 1974),

- -zeguida pela snédlise des componentes precipitados, através de SDS-PAGE
Proteinas de 90-85, 75 e 50 KDa foram precipitadas por todos os soros
imunes de Fl testados, nas trés formas do ciclo evolutivo do parasita.
--Entre-- os-- estégias~ep&ma%ﬁigotaﬁwe-amastiéﬁtag-ocmrreu-a ecincldéncla
de reconhecimento de mais um componente de mesmo peso molecular, isto

& o de £3-05 KDa. Componentes excluslivos de amastigotas, reconhecidos
por-soros--de Fl na fase crénica da infecgfo pelo T.eruzi, ndo puderam:
ser identificados por este método. 0O componente de superficie com peso
molecular de 85 KDa foi detectado apenas em tripomastigotas. 0 comple-

- -xo-de-protefnas com peso moltecular-entre 43-50 KDa também sd-pode emer
detectado nas formas epimastigotas. Emborsa oz soros imunes de Fl1  pre-

cipitem componentes com pesos moleculares idénticos nos trés estiglos
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do parasita, estes antigenocs devem conter determinantes antigé&nicos
distintos pois os soros n¥So puderam ser eficientemente sbsorvidos pe-

los antigenos heterdlogos, excec¢Zo felta ao ant{geno de 50 KDa (dados

ndo mostrados).

InvestigacBes sobre os antfgencs do parasita reconhecidos por
gsoros imunes anti-T.cruzi tem sido realizadas por diversos autores (A-
radjo & Remington, 1981; Zingales et al., 1982; Andrews et al,,b1984;
Marting et al., 1985; Grolg & Kuhn, 1985). Entretanto, ndo fot possi-~
vel estsbelecer um parszlelismo entre os nossos resultados e aqueles
relatados na literatura em func¢®o das diferencas de (i) metodologia de
marcagio, (11) origem dos sorog imunes e (iii) preparacBes antigéni-
cas, utilizados por nds e pelos autores citados. Quando houve ¢oinci-
déncia no Lipo de preparaco antigénica efou técnica de marcagio dos
antfgenos de superficie houveram discrepincias com relac¢¥o a origem do
ant.issoro, ou vice-versa. Com respeito a estes aspeclos, os nossos re-
sultados se assemelham mais aos obtidos por Marting e colaboradores
{1985). Ebstes autoreeg caracterizaram a reatividade de soros imunes de-
rivados de camundongos cronjcamente Infectados frente aocs estéglos
tripo e smastigotas do parasita, buscando comparar o reconhecimento de
ant fgenos imunoprecipitados por scros com ou sem atividade lftica para
tripomastigotas. O perfil dos antigenos imunoprecipttados por soros de
fase crdnica encontrado por Martins e colaboradores (19853 &€ muito se-—
melhante ao encontrado no presente trabalho, exceto gue os nossos 80—
ros, mesmo os liticos, n¥3o foram capazes de definir antigenos em tri-
pomastigotas com pesos moleculares superiores a 95 KDa,

Qutro pontoe de concordincia entre os nossos resultadeos e
aqueles descritos na literatura diz respelto ao(s) antfgenc(s) de B85

KDA de tripomastigotas. Conforme observado anteriormente por Zingales
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e colaboradores (1982) e aqul constatado por nds, este componente pa-

‘rece -ser-exclusivo de-tripomastigotas. Existem  evidéncias mostrando

que o antfgeno detectado na regifio de 85 XDa se constituil na verdade
de um conjunto de protefnas com mesmo peso molecular mas, pontos isoce-
létricos (pl) distintos (Andrews et al.,1984). Através de clonagem de
gens de tripomastigotas, foram identificasdas até o presente selis pro-
tefnas distintas, sem homologia de sequéncia, com peso molecular de
85 KDa,  reconhecidas por soros de pacientes chagésicos c¢rdnicos
(Frasch et al., 1987). A proteina de Mr 85 KDa e pl entre 6.3 & 7.5,
denominada Tc 85, tem sido associada aos fendmencs de interiorizacio
do parasita em células hospedeiras e anticorpos dirigidos contra este
componente 830 capazes de bloguear a infeccHo dessas células pelo

T.cruzi (Andrews et al., 1984;: Zingales et al., 1985; Alves et al.,

1986). Um receptor para fibronectina (Ouaissi et al., 1986 a,b), una
proteina de checgue térmico (Dragon et al., 1887) e uma proteina com
atividade de DAF {(Dias de Silva et al., 1987) iftambém foram associados

a componentes de tripomastigotas com peso molecular de 85 KDa.

Os resgultados discutidos até aqui expressam a cinética da
regpogta  imune humoral especifica de camundongos F1 (CBA = CBE7FBL/1O)
infectados com & cepa Y do T.eruzi, os quais permitiram determinar a
ocasidoc em que as celulas esplénicas destes animals poderiam ser uti-
lizadas na fusBo celular para a obten¢ad® de anticorpos monoclonals,
representativos da fase crdnica da infecgfo. Desta forma, optamos pela
coleta de células esplénicas de camundongos na sétima semana pdés-in-
fecgdo, gue haviam ou n%o recebido uma dose-reforgo constituida por
tripomastigotas formolados, guatro dias antes da fus%o. A dose-reforco
foi mantida no esquema de imunizagfo paras a fusfo por duas razles fun-

damentais: (1) porqué&, conforme pudemos observar, a resposta imune dos
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animalis infectados n3o fol alterada significativamente pelo “booster”
e (1i) devido ao fato de ser ampl amente recomendada uma dose-reforco
alguns dlas antes da fus¥o para estimular a proliferag¢fo de linfoblag-
tos especificos ao antfgeno, os quais apresentam major eficiéneia de
fusdo que os plamdcitos (Fasekas de St Groth & Schetdeger, 13980: Koh-
ler, 1381). A despeito do numero reduzido de experimentos de hibridi-
zagdo realizados no presente trabalho, os resultados obtidos mostraram
gque celulas esplénicas coletadas de animais que receberam o “booster”
foram mais eficientes no sentido de liberar hfbridos secretores de an-—
ticorpos anti*T.Grﬁzl-

Das 452 culturas lancadas apos as duas fusBes, 31 continham
anticorpos que reagiram com tripomastigotas e/ou amastigotas por IFI].
Ao longo dos subcultivos para congelamento e clonagem, apenas 19 cul-
turas se mantiveram estdvels, secretando anticorpos monoclonals anti-
T.cruzi. Os titulos de anticorpos encontrados nos sobrenadantes destes
hibridomas foram sempre muito baixos {(no méximo 1:8). As ascites pro-
duzidas também alcagaram tftulos de no miaximo 1:1000, por reactea de
IF1  contra os antfgenos do parasita, apesar de terem sido detectadas
concentracBes elevadas das gsubclasses de g dos anticorpos monoclo-
nzig, atraveés de reacBes de imunodifusio radial.,

As andlises dos ant{genos de superficie do T,eruzl reconheci-
dos por estes anticorpos monoclonais revelaram apenas duas especifici-
dades antigénicas entre eles. Um grupo de anticorpos ligou um polipep-
tideo duplo de 23-27 KDa de amastigotas enquanto que o outro grupo de
anticorpos n#3o se ligou a este componente. Por outro lado, todos os
anticorpos monoclonalg precipitantes ase ligaram aoz polipeptidess de
30 KDa de amasztigotas e de epimastigotas bem como aos componentes de

S e 160 KDa de epimastigotas, indistintamente. Todos os anticorpos
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que puderam ser testados por imunoprecipitacZo. revelaram o componente
de 50 KDa de tripcmastigotas.

A eliminac3o do parasita através dos anticorpes originados -
durante a fase crdnica da infecg%o chagsasica tem sido atribufda a uma
série de fenbmenos, dependentes (Kretili et al., 1979; Kretili & Bre-
ner, 1982) ou n%o da presenga de complemento (Madeira et al., 1979,
Okabe et al., 1980; Kierszenbaum et al., 138%1; Kipnis et al., 1981a,b:
Scott & Snary, 1882: Lages-Silva et al., 1983; Kierszenbaum et al.,
198%5;. Lima Martins et al., 1985; Umekita et al., 1982). 3 lise de for-
mas tripomastigotas sangufcolas do T.cruzi por anticorpo e complemento
(Krettli_et al., 1973; Kretilt & Brener, 1982) tem sido considerada
como um mecanismo importante de controle do parasitismo na fase créni-
ca da infecgBo pelo T.cruzt.

A atividade litica de soros de fase crénica da infecgBo cha-
gésica tem sido relacionada & presenca de anticorpos dirtgidos 3 pro-—
tefna de 160 KDa de tripomastigotas sangufcolas (Martins et al., 1985)>
€ as protefnas de 77, 82 e 88 KDa de tripomastigotas metacfclicos
{Yoshida, 1986) do T.eruxi. Anticorpos monoclonais com atividade 11t~
ca  sobre formass metacfclicas do parasita foram obtidos recentemente
{Teixeira & Yoshida, 198&). Um desses monoclonais, denominado 1G7, 11—
tico para as formas metaciclicos de 5 linhagens de F,eruzi entre as
onze testadas, detectou a proteina de supreficie de 90 KDa nesse ests-
gio do parasita (Mortara et zl1., 1388).

No presente trabalho, foram obtidos quatro anticorpos mono-
clonais (1D8, 5B&, BC3 e 5C4) com atividade litica sobre tripomastigo-
tas sanguicolas da cepa Y do T.cruzi, apresentando rndices que wvaria—
ram entre 30 a 50% de lise. Soros de camundongos F1 c¢ronicamente in-

fectados lisaram 100% dos tripomastigotas presentes nas preparacBes.
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_Os_anticorpos monoclonais. 5B6 e 5C4 detectaram a protefna de superff-
cie de 50 KDa das formas sangufcolas do T.cruzi, por imunoprecipitacfo -
(tabela VII>.

-A lise parcial dos parasitas. observada apés - seu tratamento
com os anticorpos monoclonais ora obtidos parece indicar que a popula-—
¢#c de tripomastigotas sangufcolas da cepa Y do T.,cruzi € heterogénes
-quanto . a. express¥oc de compoenentes da sua superficie. HNeste sentido,

Cavallesco e Pereira (1988) mostraram que apenas 30 a 40% dos tripo-
mastigotas da cepa Y contidos em prepara¢Bes do parasita derivados de
~cultura. de ¢élulas eram susceptivelis 3-lise por anticorpos especi{ficos
para a neuraminiase do T.cruzi. Estes autores observaram ainda que os
tripomanosomas remanescentes do tratamento com o referide soro mals
complemento eram destituidos de atividade de neuraminidase, caracteri-
zando a exigléncia de pelo menos duas popul acBes de tripomastigotas na
preparac8o utilizada. A atividade de neuraminidasze de tripomastigotas
~foi-detectadz em proteina com peso molecular entre 160 e 200 KDa.

A atividade litica de soros de camundongos F1 cronicamente
infectados com o T.cruzi e dos anticorpos moncclonais aqui  estudados,
-assectada aos resultados encontrados nos experimentos de imunocprecipi-
tagHe de componentes da superffcie de tripomastigotas por esses rea
gentes, =ugerem que outros antfgenos além do de 160 KDa, particular-
mente o de 50 KDa, s¥%o também capazes de induzir anticorpos littcos
paras o estagio infective do parasita.

0 anticorpo monoclonal 5B6, com atividade lftica sobre tripo-
mastigotas , revelou por ”"immunoblotting”, os componentes de 65 ¢ 72
KDa em lisados deste estédgio do parasita. Além desse anticorpo, og mo-
noclonaias 5C5 & 5B5BC1, ainda n%o testados guanto a sua atividade 17ti-

ca, tembém detectarem os mesmos componentes. Os demais anticorpos mo-
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noclonais testados nZ%o interagiram com qualquer componente de tripo-
mastigotag por esta tégnica.

Os polipeptideos de 50, 55, 65 e 72 KDa de tripomastigotas
foram cos componentes Principais deste estidgio do parasita reconhecidos
por soros de camundongos imunizados com uma protease do T.eruzi, deno-
minada F3.2, isolada de eplimastigotas por Rangel e colaboradores (1981
a). Nos lisados de epimastigotas, o soro anti-F3,2 detectou um dnico
componente, com 45-50 KDa. ObservacBes preliminares indicam que a imu-
nizacdo de camundongos CS7B1/10 com a enzima F3.2 resulta enm protegio
contra o desaflo com a cepa Y do T.cruzi {Sakurada, comunicacZo peg-
scall). Entretanto, a transferéncia passiva dos anticorpos monoclonais
anti-T,¢ruzf obtidos no presente trabalho, mesmo daqueles especificos
para os componentes de 65 e 72 KDa de iripomastigotas, n%o resultou em
protegfio contra o desafio com cepa virulenta do parasita. A despetito
de ter sido utilizada uma dnica dose de parasitas para o desafio nos
experimentos de prote¢o por tranferéncia passiva, estes resultados
parecem indicar que virias especificidades s3o necessarias para se ob-

ter resultados positivos neste sistema.
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RESUMO E CORCLUSBES

0 presente trabalho teve tré&s objetivos principais: (1) estu-~
dar a resposta imune humoral especifica de camundongos F1 (CBA xC57
B1/10Y infectados com a cepa Y do T.cruzt, ?ii) produzir anticorpos
monoclonais anti-T.cruzi, através da tecnologia de hibridomas, utili-
zando-se para as fusBes células de mieloma SP2/0 e células esplénicas
de camundongos Fl cronicamente infectados com o parasita, (1ii) carac~
terizar os anlicorpos monoclonais obtidos quanto a sua restividade pa-
ra os antigencs expressos nos diferentes estagtos do T.cruzi.

Para o primeiro objetivo, camundongos Fl, resistentes 3a in-
fecgdo pelo T.cruzi, foram infectados com 100 formas sangufcolas do
parasita. Lotes destes animais foram sacrificados semanalmente para a
cbten¢Bo de soro imune. A reatividade dos soros imunes contra antige-
nos  doe  tré&e estidgices do T,erust fol verificads stravées de testes de
IF1. Anticorpos anti-tripomastigotas e anti-amastigotas foram detecta-
dos & partir da segunda semana pés-infeccZo. A reatividade com as for-
mas epimastigotas foi observadas & partir da terceira semana. No decur-
so da infecc¢Ho foram encontrados titulos de anticorpos mais elevados-
para as formas amasstigotas e tripomasstigotas, respectivamente.

A presencga de anticorpos protetores fol também investigada
nos soros de camundongos Fl1 infectados. A detecg%o deste tipo de anti-
corpo fol utilizada como critério para determinar o estabelecimento da
fase c¢rbnica da infec¢¥o chagdsica nos animale infectados. Verificou-
se desta forma que, 3 partir da sexta semana apds a injec¥o do para-

sita, o camnundongos F1 jd se encontravam em fase crdénica da infecgio
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c¢hagdsica, produzindo anticorpos capazes de proteger camundongos CBA,
susceptiveis & infec¢¥Bo pelo T.cruzi, de um desafic com o parasita.
Através de experimentos de absorc¢io dos soros protetores, fol verifi-
cado que a2ntigencs expressos pelo estédgio tripomastigota eram os prin-
cipaie reponsdvels pela indugBo dos anticorpos protetores nos animais
infectados. Através de experimentos de imunoprecipita¢¥o e andlise por
SDS-PAGE, o componente de superficie com Mr B5 KEDa foi detectado pe-—
los soros imunes de camundongos F!1  exclusivamente em tripomastigo-
tas. Os demals antigenos detectados neste estédgio do parasita o foram
também nas formas epi e amastigotas.

Ha segunda etapa deste trabalho, células provenientes de ca-
mundongos F1 cronicamente infectados com a cepa Y do T.cruzi foram
utilizadas nos experimentos de hibridizac%o com células de mieloma
5P2/0. Dezenove clones de hibridomas estiavels, secretando anticorpos
monoclonais (AcMo) anti-T.eruzi, foram selecionados em dois experimen-
tos de fus@o, através de testes de IF]. Estes anticorpos reagiram com
as formas  tripomastigotas e/ou amastigotas do parasita. Apenag um
AcMo reagiu com os trés estagios do T.cruzi por IFl. Testes de imu-
nodifus¥e dos sobrenadantes dos hibridomas anti-T.eruzi, reslizados
para caracterizar os isdtipos dos AcHo, detectaram 2 IgM, 1 IgGi, 10
1gG2a, 4 1gG2b e 2 1¢G3.

Unze anticorpos monoclonais tiveram sua reatividade aos anti-
genos do T.cruzi analisada no presente trabalho. Através de experimen-
tos de iwuncoprecipitacfio verificou-se que, nove dos AcMo estudados re-
conheceram um epftopo presente nos antfgenos de epimastigotas com Mr
de 160, &5 e DO KDa. Em amastigotas, os nove anticorpos precipitaram a
protefna de 50 KDa e entre eiés, apenas tr&s anticorpos (5C4B11, SRt e

2C5D6)Y reagiram com a proteina dupla de 23-27 KDa deste estiagio, Trés
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AcMo (5C5, 5B5CLl e 5B6) foram capazes de interagir com componentes de
&5 e 72 KDa das formas tripomastigotas, por Pimmunoblotting”.

Entre os hibridomas obtidos no presente trabalho, quatro clo-
nes distintos (1D8&, 5B6&6, 5C3 e 5C4) secretaram anticorpos com ativida-
de lftica sobre tripomastigotas sanguicolas, mediada por complemento.
Indices de 30 a 50 % de lise foram observados nos testes com os anti-
corpos monoclonais, o gque sugere a existéncia de subpopulacles em
preparagBes de tripomastigotas sanguicolasz obtidas de camundongos in-~
fectados com a cepa Y do parasita.

Henhum dos‘antiaorpos monoclonais estudados apresentou resul-
tado pesitivo nos testes de protecfo passiva de animais susceptiveis,

contra um desafio com 10° tripomastigotas sanguicolas do T.eruzt.
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