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Ag Antigeno

AgC Antigeno citoplasmatico
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1 INTRODUGAO



Este trabalho tem por objetivo analisar as variagbes no
nivel dos anticorpos naturais na doenga de Chagas e na
Paracoccidioidomicose.

A doenga de Chagas 6 um importante problema de saude
piblica na América do Sul e Central, calculando-se em 20
milhdes o numero de individuos infectados pelo Trypanosoma
cruzi {Kierzenbaum?79 1986). O estudo desta doenga mostrou
que pelc menos 10% dos individuos infectados desenvolvem
-um quadro croénico caracterizado por alteragdes inflamatorias
o fibroticas do miocardio, esdfago e colon (Petry & Eisen102
1989). Todavia, acredita-se que Um exame mais cuidadoso
podera revelar diferentes graus de anormalidade
aletrocardiografica em individuos infectados e  sem
sintornas clinicos (Carrasco et al. 29 1982).

A patogénese das manifestagoes tardias, ainda ndo ¢
bem compreendida, e a autoimunidade foi sugerida para
explicar 0 achado de lesdes em locais, onde o parasita ndo 6
prontamente observado (Hudson%9® 1985). Entretanto, esta
hip6tese nido é totalmente aceita (Kierzenbaum?0 1986).

Estudos sobre a participagdo de linfocitos citotoxicos
na patogénese das lesfes cardiacas foram realizados ja na
década de 70. Naguela época, no entanto, 0s experimentos
foram feitos num sistema alogénico (Teixeira et al.125 1978).
Assim, as respostas observadas podem ter sido devidas a

antigenos de histocompatibilidade.



Recentemente, utilizando um sistema singeénico, (Mortatti et
al.92 1990) analisaram a ligagdo de celulas T citotdxicas e de
macréfagos a tecido cardlaco de camundongos infectados. Os
resultados deste trabalho mostraram que, além do infiitrado
celular ser escasso, o0s linfocitos presentes ndo eram
especificos para 7. cruzl

A presencga de auto-anticorpos no S0ro de pacientes
chagasicos foi descrita ha alguns anos (Cossio et al. 33 1974)
o desde entdo, varios estudos foram realizados (Khoury et
al.69 1979; Szarfman et al.124 1982). A partir dai, tentou-se
identificar antigenos de reagéo cruzada entre o0s tecidos
humanos © o parasita. Estas investigacGes levaram a
caracterizagdo de um anticorpo monoclonal (CE5), que reagia
com tecido nervoso e com 7. cruzi (Wood et al, 141 1982).
Segundo Van Voorhis & Eisen136 (1989), tripomastigotas de T.
cruzi possuem uma glicoproteina de superficie de 160 kDa,
que mimetiza uma proteina de 48 kDa presente em axOnios de
nervos periféricos © no plexo mesentérico. 0' eplitopo de
reagdo cruzada foi identificado por Vvan Voorhis et at.137
(1991) como um peptideo de doze aminoacidos.

Nos ultimos anos o grupo de Travassos tem desenvolvido
estudos sobre os anticorpos anti-a-galactosil na doeng¢a de
Chagas. Estes anticorpos, descritos iniciaimente como
antilaminina de camundongo por Szarfman et al.124 (1982)
sdo especificos para estruturas terminais Galat,3Gal,

presentes nas cadeias oligossacaridicas daquela glicoproteina
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(Towbin et al.130 1987). Anticorpos antiGa! sdo considerados
naturais e estdo presentes principalmente na fragdao 1gG do
soro humano normal. Segundo Galili et al.47 {1984); Galili et
al.48 (1985) estes anticorpos estao envolvidos no mecanismo
de remogdo de eritrocitos senescentes da circulagdo, sendo
seu nivel modulado pelo estimulo constante exercido por
microrganismos da microbiota intestinal. Niveis aumentados
de anticorpos antiGal foram encontrados nas infecgdes
causadas por estreptococos, na artrite reumatdide juvenil
(Avila et al.t0 1987), nas infecgdes devidas a parasitas da
familia kinetoplastidea (Avila et al.ll 1984; Avila et al.8:9
1988a, 1988b) e na malaria causada pelo Plasmodium
falciparum  (Winograd et al.'40 1987; Ravidran et al.108
1988).

Travassos et al.131 (1988) e Almeida et al.2 (1991)
mostraram de forma conclusiva que os anticorpos antiGal da
fase cronica tém acgdo litica sobre as formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, envolvendo um mecanismo
dependente da via alternativa do complemento. Recentemente,
Gazzinelli et al.5¢ (1991) verificaram que anticorpos antiGal
gerados durante a fase aguda da infecgao chagdsica, lisam
dirotamente as formas sanguineas de T. cruzi, por um
mecanismo independente das vias classica e aiternativa do
Complemento. Estes achados, sugerem um pape! potencial para

os anticorpos antiGal na imunoterapia da infecgdo chagasica.
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Towbin et al.130 (1987) observaram uma expressao andmala de
epitopos Gala1,3Gal, em processos inflamatoérios e tumorais.
Este fendmeno poderia, também, estar associado a processos
de natureza auto-imune.

A PCM é outra doenga tropical de ocorréncia frequente na
América Latina. E causada pelo fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis e tem um carater granulomatoso
cronico (San Blasi13 (1985). No homem observa-se uma grande
variedade de quadros clinicos, que vao desde a forma pulmonar
localizada até a doencga disseminada em individuos jovens. Esta
micose profunda acomete principalmente trabalhadores rurais,
que estdo em [ntimo contato com a forma saprofitica do fungo
(Restropo107 1978). Nestas regides apenas uma pequena
porcentagem de individuos infectados desenvolve a doenca, que
pode ser considerada como resultado da reativagdo de uma
lesdo quiescente (Franco et al.46 1989).

Os fatores que determinam a suscetibilidade a PCM
ainda sdo desconhecidos, todavia a heterogeneidade bioldgica
das cepas de P. brasiliensis pode contribuir para a variedade de
quadros clinicos observados (Kashino et al.65 1985).

Pacientes com PCM apresentam graus variaveis de
depressio da resposta imune celular @ sua mensuragdo permite
classificar o doente entre dois polos da doencga: as formas
hiperérgicas, com resposia imune celular conservada e as

formas anérgicas, onde a resposia imune celular esta



seriamente comprometida e 0 prognéstico € desfavoravel
(Musatti et al.% 1976).

A resposta imune humoral nioc estd seriaments
comprometida na PCM e altos niveis de anticorpos especificos
podem ser detectados por diferentes técnicas sorologicas
(Siqueiral2! 1982; Camargo et al 25,26, 27 1988,1989,1991).
Bem caracterizados sdo os anticorpos da classe 1gG para a
gp43, um antigeno imunodominante do P. brasiliensis,
presentes em 100% dos soros de pacientes com a doenca ativa
(Puccia et al.'04 1986; Puccia & Travassos103 1991).

Qutras caracteristicas da resposta imune humoral na PCM
incluem a presenga de imunocomplexos circulantes (Arango et
al5 1982: Chequer-Bou-Habib et al.31 1889) e a hiperprodu¢ao
de IgE (Arango & VYarzabal® 1982). Nao obstante, ©
conhecimento sobre a resposta imune humoral nesta doenga

ainda 6 incompleto.



2 REVISAO DA LITERATURA
Anticorpos naturais



Os anticorpos naturais foram descritos, pela primeira
vez, por Landsteiner?3 (1947) que no inicio deste século
descobriu, no soro humano, anticorpos dirigidos contra
antigenos de eritrocitos, com 0s quais © individuo nao tinha
tido henhum contato anterior. Estes antigenos, de natureza
sacaridica foram denominados substancias de grupo sanguineo
A o B e os anticorpos dirigidos contra estas substancias de
hemagiutininas naturais. Os experimentos de Landsteiner
mostraram que individuos que apresentavam 0O antigeno A, em
seus eritrocitos, tinham anticorpos séricos antiB e que
individuos portadores de antigeno B sintetizavam anticorpos
antiA.

Em 1955, Jerne®0 volta a discutir a presenga destas
globulinas séricas © propde a existéncia no soro de anticorpos
dirigidos a todos 08 antigenos para 08 quais o individuo possa
responder. De acordo com Jerne o pape! do antigeno seria 0 de
selecionar seu anticorpo especlfico e, posteriormente, induzir
sua sintese. Anticorpos dirigidos para componentes proprios
seriam removidos apds ligagao com 0S auto-antigenos.

Assim, a possibilidade de responder contra
constituintes proprios fol considerada por muito tempo cOomo
um evento perigoso o, associada a certos estados patologicos
(doengas auto-imunes). Estes conceitos eram, em parte,
reforcados pelos trabalhos pioneiros de Erhlich43 (1900) que,
trabalhando com cabras, observou que ostes animais nao eram

capazes de responder as suas proprias hemacias, 0 que
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denominou de Horror gutotoxicus. Mais tarde, Burnet23 (1959),
em sua teoria da selecfo clonal, postula que clones celulares
capazes de responder contra antigenos proprios seriam
eliminados no timo, durante a ontogenia.

No decorrer dos ORimos anos, tornou-se clare, que a
aulo-reatividade é um fendémeno imunoidgico normal.
Descobriu-seé que o reconhecimento de antigenos estranhos
pelo receptor de coéiulas T implica num reconhecimento
simultaneo de antigenos do complexo principal de
histocompatibilidade (antigenos de classe 1 e Il). Desta forma,
a auto-reatividade passou a ser considerada como parte
integrante dos mMecanismos de regulagdo do sistema imune
(Shoenfeld & lsenberg 119 1989)

Em 1981, o grupo de Jﬂwr'.zlmeas13 comega a investigar de
forma sistematica a presenc¢a de auto-anticorpos em SOros
humanos normais. Sdo detectados anticorpos das classes 1gG,
igA e IgM, para varias protelinas, estruturalmente bem
conservadas, durante a evolugdo tais como. actina, miosing,
tubulina e mioglobina;, © também, contra proteinas
plasmaticas como: albumina, fetuina, tireoglobulina e
transterrina. Prosseguindo estes ostudos, Guilbert et al.5?
(1982) purificaram anticorpos sobre imunoadsorventes
preparados cOm ©SS6S antigenos. Foram analisadas trés
amostras de soros individuais @ um “pooi” de 800 soros de
doadores de sangue. Os anticorpos isolados foram estudados

por técnicas imunoenzimaticas do tipo competilivo e nao

16



competilivo e classificados em trés categorias. O primeiro
grupo era constituido por anticorpos antitubulina e
antitireoglobulina, inibidos somente pelos antigenos
homologos; o segundo grupo, representado pelos anticorpos
antiactina era inibide por actina e por dois ou tres antigenos
adicionais. E finalmente, o terceiro grupo, compreendendo 0s
anticorpos antialbumina, ndo era inibido pelos antigenos
homdlogos. Estes achados sugeriam a existéncia de uma
populagdo de anticorpos com caracteristicas especiais - 0s
anticorpos polirreativos, denominados "anticorpos naturais
elou auto-anticorpos naturais". A existéncia destes
anticorpos fol posteriormente confirmada pelo estudo de 62
imunoglobulinas monoclonais humanas de pacientes com
gamopatias, onde Sse observou uma alta incidéncia de
anticorpos mongoclonais reativos com diferentes antigenos e
varios  constituintes celulares  (Dighiero et al.40 1982).
Continuando nesta mesma linha de investigagdo Avrameas et
al.15 (1983) examinaram 600 imunogiobulinas monoclonais
humanas de individuos com doencas imunoproliferativas,
demonstrando que 5% desses anticorpos tinham
caracteristicas similares 2as dos auto-anticorpos naturais.
Resultados semelhantes, foram obtidos in vitro, pelo estudo
de linfocitos imortalizados pelo virus de Epstein-Baar
(Seigneurin et al.}17 1988). Linfocitos de individuos normais
e de doentes secretavam quantidades substanciais de

anticorpos monoclonais naturais. Utilizando teécnica
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imunocitoquimica, os autores demonstraram que estes
anticorpos reagiam com diferentes tecidos, tais como:
mucosa gastrica, pituitaria anterior e ilhotas do pancreas.
Nos ultimos anos, importantes informagdes foram
obtidas com a utilizagdo de modelos murinos. A pesquisa de
anticorpos naturais em camundongos confirmou as
observagdes iniciais realizadas no homem e sugeriu um papel
para estas imunoglobulinas nos mecanismos de regulagdo do
sistema imune. Dighiero et al.42 (1983) prepararam
hibridomas a partir de esplenécitos de camundongos Balb/c
adultos, ndo imunizados, e observaram que 0S hibridos
secretavam anticorpos polirreativos da classe IgM. Cento e
sessenta e um hibridos foram analisados e dois destes
propagados. Os dois anticorpos monoclonais resultantes eram
dirigidos um para DNA nativo e 0 outro reagia com diferentes
moiéculas estruturalmente nao relacionadas, ¢omo: miosina,
actina, tubulina, espectrina @ DNA.
Resultados similares foram obtidos com hibridos preparados
de Balb/c imunizados com varios antigenos, em adjuvante de
Freund completo (Guilbert et ai.53 1985). Dois a 5% dos
hibridos secretavam anticorpos monoclonais, reativos com
dois ou mais antigenos. Todos os anticorpos analisados
pertenciam & classe igM e possuiam cadeia leve do isotipo K.
Analise posterior de camundongos recém-nascidos indicou
uma alta propor¢cdo de células B, sintetizando anticorpos

naturais (20%), sugerindo que o0 reconhecimento de



componentes proprios seja uma fungdo primaria do sistema
imune, em fases precoces do desenvolvimento. Dighiero et
al.4! (1985) confirmaram estes achados e, Mahana et al.85.86
(1989) demonstraram que camundongos neonatos respondem
mais facilmente a imunizagdo com antigenos proprios.

Outros estudos mostraram a sintese de anticorpos naturais
por linfécitos de camundongos nus, "germ-free” (Underwood et
al.133 1985) e mesmo por animais "antigen-free” (Pereira et
al. 101 1986).

Os anticorpos trazem, ao nivel de sua regido variavel,
determinantes antigénicos chamados idi6tipos, cuja estrutura
& codificada pelos genes das regides variaveis das
imunoglobulinas. Os idiotipos séo portanto marcadores
fenotipicos dos genes V (Hahn et al5% 1987). Nos dltimos
anos, 0 estudo dos determinantes idiotipicos dos anticorpos
tem despertado grande interesse, pela sua relevancia nos
mecanismos de regulagdo do sistema imune e por constituir a
primeira linha de investigacdo sobre a origem genética de um
anticorpo {Jerne®t 1974),

Com o objetivo de conhecer os ididtipos encontrados em
anticorpos naturais, Lymberi et al.83 (1985) prepararam soros
antiidiotipicos contra dois anticorpos monoclonais murinos,
poligspecificos, da classe IgM (D23 e E7). Os soros
antiidiotipicos foram utilizados para analisar 12

imunoglobulinas, de Balb/c neonatos e aduitos, com atividade
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de auto-anticorpo natural. QOito anticorpos foram reconhecidos
por antiD23 e 5 por antiE7. A reacao idi6tipo-antiidiotipo era
inibida pelo antigeno, sugerindo uma ligagdo dentro do sitio
combinatorio. Entretanto, a reagao entre antiD23 e anticorpos
antimiosina induzidos ndo era inibida por miosina, 0 que
sugeria uma ligagao fora do sitio combinatério.

Recentemente, Baccala et al.’® (1989) estudaram a
sequéncia nucleotlidica das regiGes variaveis © constantes das
cadeias pesadas e leves dos anticorpos D23 e E7. A analise
mostrou que estes anticorpos originavam-se da linhagem
germinativa, como sugerido pela aita homologia com genes VH
ndo rearranjados. Comparando-se o gene VH 1210.7 ao gene do
anticorpo E7, existia uma anica diferenca de nucleotideo na
posigdo 15, levando a uma mutagdo silenciosa. Ja © anticorpo
D23 parecia ser codificado por VH 101, com uma unica
diferenga de nucleotideo, causando a substituicdo de serina
84 por alanina. Assim, a alta frequéncia dos idiétipos D23 e
E7 em anticorpos naturais sugere uma origem, em genes da
linhagem germinativa.

Ultimamente, acumularam-se gvidéncias de que QS
anticorpos codificados pelos genes da linhagem germinativa
1ém a possibilidade de autocomplexar (Kaveri et al.67 1990).
Este fendomeno observado com 0S anticorpos antifosforilcolina
da famllia T15/8107, deve-se ao reconhecimento de uma
sequeéncia conservada na regiao variavel da cadeia pesada

destes anticorpos (CDR2/FR3). Este peptideo T15H(50-70)
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e/ou o hapteno fosforilcolina podem inibir a autoligagao
(formagdo de complexos anticorpo-anticorpo). O peptideo
Ti5H 6 um IDR e parece estar envolvido na regulagdo da
resposta imune a cerios organismos patogenicos. No soro
humano, j& foram identificados anticorpos para este peptideo,
porém ainda nao se conhece sua especificidade em termos de
ani!geno.

Os anticorpos poliespecificos s3o sintetizados pela
subpopulagao de celulas B, que trazem o antigeno de
superficie de células T CD5, células B CD5+ (Casali &
Notkins30 1989). As células B CD5+ compdem 0 repertorio
normal de células B e s&o abundantes no bago fetal (Antin et
al.4 1986) e no sangue do cordao umbelical (Hardy et al.56
1987). Embora estas células sintetizem quase exclusivamente
IigM, trabalho de Nawata et al.9% (1990) sugere que possa
ocorrer sintese limitada de outras classes de anticorpos,
especialmente de IgA ao nivel do trato intestinal. Células B
CD5+ estdo amplamente distribuidas na mucosa intestinal o
na cavidade peritonial, onde participam, juntamente com
células T com receptores do tipo v/8, do mecanismo de
imunidade natural (Nawata et al.9% 1990; O'Brien et al.96
1989). Trabalhos realizados nos ultimos anos sugerem que 03
anticorpos naturais representem a primeira linha de defesa
contra infecgdes, promovendo a fagocitose e a lise mediada
pelo complemento. Soménte infecges por organismos mais

virulentos exigiriam a proliferagdo de células T, com
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receptores do tipo o/f e de células B CD5-, com produgdo de
anticorpos de especificidade mais restrita. Além deste papel
no mecanismo de defesa contra infecgbes, os anticorpos
polirreativos parecem estar envolvidos nos fenOmenos de
auto-imunidade (Tron & Bach?32 1989) e nos mecanismos de
regulagdo do sistema imune (Rossi el al.111 1989; Rossi &
Kazatchkine112 1989). Anticorpos naturais antiidiotipicos
presentes em preparagdes de imunoglobulinas humanas, para
uso intravenoso, foram utilizados no tratamento de doengas
auto-imunes, produzindo diferentes graus de remissao neste
doentes (Rossi et al.111 1989).

O nivel dos anticorpos naturais sofre modificagbes no
decorrer da vida. Elevagdes transitérias sdo observadas nas
infecgdes por bactérias (Cunningham et al.37 1986) parasitas
(Ternynck et al.}26 1990; Ternynck et al.127 1991) e virus
(Matsiota et al.87 1987) com os nlveis retornando ao normal
ap6s a resolugéo do processo.

Anticorpos poliespeclficos também estao envolvidos na
patogénese do Lupus (Fadhel et al.#4 1987) e da artrite
reumatdide (Burastero et al.22 1990). No LES Matsiota et al.88
(1987) isolaram anticorpos poliespecificos de eluatos de
biépsias renais de pacientes com glomerulonefrite e na AR
Burastero et al.22 (1990) detectaram quantidades aumentadas
de células B CD5+, comprometidas com a sintese de fator

reumatdide polirreativo.
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3 PROPOSICAO



O presente frabalho tem por objetivo estudar 0s
anticorpos naturais em duas importantes doencgas tropicais: a
doenga de Chagas © a Paracoccidioidomicose.

Em relacdo a doenga de Chagas pretendemos fazer um
estudo comparativo de antigenos de procedé&ncia humana e
animal, com o objetivo de verificar se existe diferenga de
reatividade para estas proteinas, quando se analisa as
especificidades de anticorpo natural. Pretendemos, ainda
avaliar a reatividade dos soros chagasicos frente a dois
haptenos (TNP e FC) muito utilizados em estudos sobre a
resposta imune humoral, Também estamos interessados em
estudar mais profundamente, O anticorpo  natural
antilaminina, seu envolvimento na formacgao de
imunocompiexos € as correlagbes existentes entre
antilaminina e os anticorpos que reagem com a proteina de
panda 3 e seus produtos de degradacao.

Em relagio a PCM pretendemos verificar se existe
elevagdo dos niveis de anticorpos naturais nesta doenga, que
relagdo guardam estes anticorpos com 0§ especificos
antiP.brasiliensis e, quais sdo as especificidades mais
representadas nos.'soros de pacientes com a forma cronica e
juvenil. Também desejamos analisar se estes anticorpos
estdao envolvidos na formagéo dos imunocomplexos presentes

nesta micose.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 POPULAGCAO ESTUDADA

4.1.1 Individuos infectados pelo T. cruzi.

Foram analisados 80 soros de individuos adultos, de
ambos 0s sexos, infectados pelo T. cruzi. O diagnostico da
infecgdo chagdsica foi estabelecido por trés provas
sorolégicas: 1) Fixagdo de complemento, 2) Hemaglutinagao

passiva, 3) Imunofluorescéncia.

4.1.2 Pacientes com PCM

Foram estudados 30 soros de pacientes de ambos os
sexos com PCM crénica e 10 soros de pacientes com PCM
juvenil.

Os individuos incluidos neste estudo foram triados pela
clinica médica e o diagndstico da PCM confirmado por exame
micolégico direto e pelo teste de imunodifusdo, utilizando
como antigeno o filtrado de cultura de fase leveduriforme,

como descrito por Camargo et al.-26 {1988).

4.1.3 Grupo controle

Foram utilizades 40 soros de Iindividuos adultos,
saudaveis, de ambos 0s sexos, residentes no estado de Sao
Paulo. Todos os soros foram submetidos as provas sorologicas
para diagnostico de HIV, Slfilis, Hepatite B, Doenga de Chagas

e PCM com resultados negativos.



4.2 CONCENTRAQI\O SERICA DE lgG NOS GRUPOS

EM ESTUDO

A concentragio sérica de IgG foi determinada em 10
soros de individuos infectados pelo T. cruzi, pela técnica de
imunodifusdo radial simples (Mancini). Foram usadas placas
Nor-Partigen-lgG-Hc compradas do laboratdrio Behring. Os
soros escolhidos apresentavam diferentes niveis de
reatividade conira os antigenos do painsl.

Também foram analisados 10 soros de PCM, sendo 5 de

pacientes cronicos e 5 da forma juvenil.

4.3 ANTIGENOS UTILIZADOS

4.3.1 Antigeno de T. cruzi

T.cruzi, cepa Y (Silva & Nussenzweig!29 1953) foi
cultivada em meio LIT, adicionado de 10% de soro bovino fetal
(Camargo?* 1964). Ap6s o crescimento, as formas
epimastigotas foram separadas por centrifugagdo, lavadas
com PBS e lisadas no mesmo tampdo, adicionado de
inibidores de proteases. O lisado de células foi centrifugado e

o sobrenadante liofilizado e conservado a -20° C.

4.3.2 Antigeno citoplasmatico de P.brasiliensis
A cepa de P. brasiliensis B339 utilizada foi gentilmente

enviada pela Dra. Angela Restrepo e procedia de Medallin,



Colbmbia. A cepa era mantida no Ilaboratdrio, na forma
miceliana, em Sabouraud dextrose agar (Difco laboratories,
Detroit, Mich.) a temperatura ambiente. O fungo foi convertido
na forma leveduriforme em Sabouraud dextrose contendo 0,01%
de tiamina (Difco) e 0,14% de asparagina (Difco} a 35°C.

P. brasiliensis foi cultivado na forma leveduriforme em
meio de Negroni modificado (Siqueiral?? 1982). O indculo
utilizado foi de 2 X 105 células. A cultura era mantida por 7
dias a 35°C, em agitador giratoric (Etica, S. A. SP). e apés este
periodo as células eram mortas com mertiolate (0,2g/l),
separadas por filtragdo e lavadas trés vezes em tampao Tris
50mM, EDTA 2mM, PMSF 5mM, pH 8,0. _
Em seguida, procedia-se a ruptura das células em agitador
mecanico (250rpm) com pérolas de vidro, a 4°C, por 18 horas. O
lisado obtido era entio centrifugado a 10000 rpm, por 30
minutos para remover fragmentos da parede celular e células
ndo rompidas e depois a 100000g para separar fragmentos de
membrana.

O sobrenadante resultante era entdo liofiizado e conservado

a -20°C.

4.3.3 Auto-antigenos

Actina foi purificada de musculo estriado esqueletico
humano e de coelho de acordo com o método de Spudish &
watt?22 (1971), miosina humana e de vitelo como descrito

por Whalen et al.139 (1978) e tubulina de porco segundo
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Shelansky et al.118 (1973). Mioglobina @ DNA foram comprados
de Sigma (St. Louis, Mo, USA).

Laminina de camundongo foi isolada do sarcoma de
Engelbreth Holm-Swarm e gentilmente doada pelo Dr. J. C.

Lissitzky, da Faculdade de Medicina de Marssille.

Tireoglobulina humana foi purificada de acordo com
Mclachlan et al.B8 (1982) e tireoglobulina de procedéncia
animal {tipo 1) comprada de Sigma (St Louis, Mo, USA).

Espectrina e banda 3 foram preparadas a partir de
eritrocitos  humanos, de acordo com 0s procedimentos
descritos, respectivamente, por Bennett & Brantonl? (1977) e

Kahlenberg,52 (1976) com pequenas modificagdes.

4.3.4 Puriticacdo do polipeptideo de 62kDa

O polipeptideo de 62 kDa foi preparado a partir de
eritrocitos humanos por tratamento com butanol, seguido por
cromatografia de afinidade em WGA, para retirar uma fragao

contaminante, com afinidade por esta lectina.

4.3.5 Conjugados TNP-OVA e FC-BSA
TNP foi conjugado a ovoalbumina, como descrito por
Little & Eisen’8 (1966) e FC, conjugada a soro albumina

bovina como proposto por Rifai & Wong108 (1986).



4.4 CONCENTRAGAO DOS ANTIGENOS PARA

SENSIBILIZAQAO DAS PLACAS

Actina, miosina, mioglobina, tubulina, TNP-OVA e FC

toram usados na concentragdo de 5 ug/ml. DNA 10 ug/ml,
Laminina 2,5 pg/mi, Banda-3 1 pg/ml, espectrina 1 pg/ml e
62 kDa 1pg/mi. Os extratos brutos de T. cruzi e de P.
brasiliensis foram utilizados a 5ug/ml e as fragdes de 43 kDa
e 70 kDa de P. brasiliensis a 500ng/ml.

As concentragbes otimas de cada antigeno foram
determinadas variando as quantidades de antigeno na fase

sélida de 10pg a 500ng/mil.

4.5 CONJUGADOS

Na técnica de ELISA foram utilizados conjugados
marcados com p-galactosidase (anticadeia pesada vy, a e u
humanos) preparados de acordo com Avrameas et al.14 (1978)
@ conjugados marcados com peroxidase (anti y, a e p humanos)

comprados de Sigma (St Louis, Mo, USA).

4.6 DETERMINACAO DOS ANTICORPOS ANTIGAL
UTILIZANDO ERITROCITOS DE COELHO

A determinacido de anticorpos antiGal nos soros dos

pacientes com PCM foi realizada de acordo com o método

proposto por Ravidran et al.105 (1988).
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4.7 TECNICA DE ELISA

Placas de polestireno, com 96 orificios (CML, Nemours,
France e Hemobag, S&o Paulo), foram sonsibilizadas com 100
ul de cada antigeno em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M,
pH 9,6 e incubadas 2 horas a 37°C e por 18 horas, a 4°C. Apos
sensibilizagdo as placas foram guardadas a 4°C até o uso.

Antes do uso, as placas eram lavadas uma vez com
salina tamponada com fosfato (PBS) e os sitios livres do
polestireno, blogueados com 0,5% de gelatina (G) em PBS,
por 30 minutos, a 37°C. Apods este periodo as placas eram
lavadas com PBS, contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T).

Todos 0s soros eram, entdo, diluidos a 1/100, em PBS-
T-G e adicionados aos orificios em duplicatas e as placas
incubadas a 37°C por 2 horas e a 4°C por toda noite. No dia
seguinte, as placas eram lavadas 5 vezes com PBS-T e o
conjugado adicionado numa concentragcdo de 1 pg/ml.

A atividade de B-galactosidase foi revelada pela adicao

de ONPG (Sigma) preparado diluindo-se 2 ml de ONPG (solugao
estoque 4 mg/ml em H20 destilada) em 8 ml de tampao
fosfato 0,1M, pH 7,4, adicionado de 70 ul de PME.

A reacdo com o substrato (100 ul) se processava por th
30min horas a 37°C. As densidades o¢ticas (DO) eram lidas a
414 nm, num leitor de ELISA (Titertek, Flow Laboratories)
equipado com um computador.

Quando a enzima utilizada era a peroxidase, o substrato

consistia de 6mg de OPD (Sigmé) preparado em 12 mi de
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tampao citrato-acido cltrico 0,1M, pH 5,5. A reagdo se
processava em 10 minutos e era bloqueada pela adicdo de 50!

de acido sulfurico 2,5N e sulfito de soédio 0,5%.

4.7.1 Determinagdo das subclasses de IgG

Utilizou-se a técnica de ELISA descrita anteriormente,
com pequenas modificagbes. Apoés a adigdo dos soros, na
diluigdo 1/100 e incubagdo por 1h 30min a 37°C e por toda a
noite a 4°C, as placas eram lavadas e 0s anlicorpos
monoclonais especificos de cada subclasse adicionados a
1/500 e incubados por 1h 30min a 37°C. As placas eram entao
lavadas e adicionado o conjugado antilgG de camundongo a
1ug/ml, marcado com B-galactosidase (ou antilgG de
camundongo marcada com peroxidase) Estes conjugados eram
previamente absorvidos em coluna de IgG humana. Foram
utilizados os seguintes monoclonais: NL16 para IgG1, GOM2
para IgG2, ZG4 para IgG3, RJ4 para IgG4. Todos comprados
de Oxoid ( Wade Road, Basingstoke, Hants, RG24, OPW).

4.8 PURIFICAGAO DE ANTICORPOS ANTIGAL EM
PROTEINA-A-SEPHAROSE

Soros normais e chagdasicos foram testados como se

segue: 500pul de soro diluido a 1/2 em PBS foi aplicado a uma
coluna de 1ml de Proteina-A-Sepharose comprada de Sigma

(St. Louis, Mo, USA), com fluxo lento. Em seguida, a coluna era



lavada, exaustivamente com PBS, até que a DO fosse inferior a
0,02. e eluida com galactose O,2M em PBS. Os anticorpos
eluidos eram dialisados por 48 horas contra 2 litros de PBS (2
trocas) @ em seguida concentrados em saco de dialise com
polietilenoglicol 6000. Apés a primeira eluigdo, a coluna era
novamente lavada com PBS e eluida com tampéao acido
(glicina-HC! 0,1M, pH 2,8). A segunda fragdo elulda era, entdo,
rapidamente neutralizada com TRIS 1M, pH 9,0 e dialisada
contra PBS e em seguida concentrada.

Depois de cada processo de purificagdo a coluna era lavada
com PBS-azida e conservada é 4°C.

Neste eoxperimento serviram como controle colunas
preparadas com Sepharose ativada pelo HC!, Sepharose
ativada pelo HCl e bloqueada com etanolamina 1M, Sepharose
nio ativada. Além disso, também se experimentou eluir a
coluna Proteina-A-Sepharose com glicose 0,2M. Finalimente,
submeteu-se 0s soros a uma pré-absorgdo com Sepharose nao

ativada como descritc por Hamilton & AdkinsondS (1985).

4.9 PURIFICAGAO DE ANTICORPOS ANTIGAL EM
DNA-SEPHAROSE
Utilizou-se uma coluna de DNA-Sepharose preparada de
acordo com o método proposto por Kubota et al.7! (1985). O
DNA foi comprado de Sigma (DNA de dupla fita de timo de

vitelo) e a Sepharose de Pharmacia. Os anticorpos foram



eluldos com tampdo carbonato de sdédio 20mM, pH 10,6
contendo 5% de DMSO.

4.10 ISOLAMENTO DE IMUNOCOMPLEXOS

Numa primeira fase foi utilizado o protocolo descrito
por Ohlson & Zetterstrand®7 (1985). Posteriormente,
modificou-se a concentragdo de PEG para 10% como descrito
no trabalho de Kaveri et al.67 (1990).

As amostras foram preparadas em tubos eppendorf,
acrescentando-se a 400 p! de soro diluido a 1/2, em PBS,
igual volume PEG 5% e/ou 20% (PM: 6000) em tampao fosfato
20mM e NaCl 150mM, pH 7,4, e incubadas por toda noite a 4°C.
No dia seguinte, as amostras eram centrifugadas (1500g, 20
minutos a 4°C) e lavadas 2 vezes com PEG 2,5% efou 10%,
preparado no tampdo acima descrito.

Os complexos obtidos eram dissolvidos em 200 pl de tampao
fosfato pH 7,4, 20mM, NaCl. 150mM, EDTA 10mM, Tween 20
0,05% e Timerosol 0,1%.

Para aumentar a quantidade de anticorpos fivres,
acrescentava-se a 100ul da preparagéo, 50ul de glicina-HCL
0,2M, pH 2,8 e incubava-se 15 minutos a 4°C. A seguir a
amostra era neutralizada com 25p! de K2HPO4 1M, diluida a

1/20 e analisada imediatamente.



4.11 SDS-PAGE

Foi usado o protocolo proposto por Laemmli’2 (1970)
que consiste na utilizagdo de um gel de separacao linear a
10% de acrilamida (dimensdes 10 ¢cm x 14 cm) e um gel de
concentragdo (dimensdes 4 cm X 14 cm), polimerizados entre
duas placas de vidro separadas por espagadores de 0,8 mm de
espessura. Os géis eram preparados a partir de solugdes
estoque contendo 30% de peso de acrilamida e 0,8% de peso de
N,N-bis-metilenoacrilamida.

No gel de separagdo a polimerizagdo foi feita em solucéo

contendo 0,375M de Tris-HCL pH 8,8 e 0,1% de SDS, em
presenga de Temed e persulfato de amonio. O gel de
concentragdo foi polimerizado em presenca de 0,125M de
Tris-HCL. pH 6,8 @ 0,1% de SDS, 0,1% de persulfato de amonio
8 0,05% VIV de Temed.
As amosiras foram preparados em tampao de amostra
(0,0625M de Tris-HCL pH 6,8, 20% sSDS, 10% Glicerol e
0,0005% de azul de bromofenol) adicionado de 5% de § 2-
mercaptoetanol, como agente redutor @ aquecidas a 100°C,
por 3 minutos.

paralelamente 4s amostras analisadas, em cada corrida
foi utilizada uma mistura de proteinas de tamanho molecular
conhecido, compradas de Sigma (St.Louis, MO, USA), que
sarviram como referéncia (marcadores de PM).

A corrida foi processada a 25mA em tampdo Tris 0,025M,
Glicina 0.192M e SDS 0,1%, pH 8,3. Para a visualizagao das



fragoes eletroforéticas, os géis foram corados pelo

"coomassie brilliant blue" e pela prata Ansorge3 (1983).

4.12 WESTERN-BLOTTING

A técnica de Waestern-blotting foi desenvolvida de
acordo com Towbin et al.129 (1979). Apés a eletroforese em
gel de poliacrilamida, obteve-se a réplica do gel em
nitrocelulose (Amersham, Schieicher-Schuell ref: BA85 ou
similar). Para isso o gel foi colocado em contato com a
nitrocelulose, entre quatro folhas de pape!l Whatman n°3 e
duas esponjas embebidas em tampdo de transferéncia (Tris
0,025M, Glicina 0,192M e metanol 20%].

A transferéncia eletroforética foi realizada por toda
noite a 150 mA e 50V. Para monitorar a transferéncia a
nitrocelulose foi corada pelo Ponceau S 0,05%, em TCA 3% (5
minutos) e descorada com dgua destilada. Os padrdes foram
marcados e os "slots" individualizados. A seguir os sitios
livres da nitrocelulose foram saturados com PBS pH 7.4,
contendo O,2% de NP40 e 2% de BSA (4 horas, a temperatura
'élmbiente), e em seguida incubadas por toda noite, com o soro
do paciente diluido a 1/40, no mesmo tampao. Apds a
incubagdo e uma etapa de lavagem em PBS-NP40, as fitas
foram incubadas com um conjugado antiigG humana ou antilg
humanas totais marcado com peroxidase (2 horas a

temperatura ambiente, sob agitagio). Apos este periodo, as



fitas foram lavadas e incubadas com © substrato DAB (Sigma)
0,01% em 0,1M de Tris-HCl,, pH 7,5 e 0,003% de H202.
Reveladas as fragdes, as fitas eram lJavadas em agua

destilada e a reagdo bloqueada com acido acético a 10% e

conservadas ao abrigo da luz.

4.13 DOSAGEM BIOQUIMICA
As dosagens de proteina nas amostras foram realizadas

de acordo com o método de Schaffner 8 Weissmannt16 (1973).
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5 RESULTADOS



5.1 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Todas as amostras de soros (SHN, SCH, PCM) foram
testadas individualmente. Os resultados S350 exXpressos como
niveis de reatividade, considerando-se nivel 1 de reatividade
a média obtida em oito orificios da placa de ELISA, contendo o
soro controle {(pool de 40 soros normais). Esta conduta evita
erros devido a variaveis que podem interferir nas reagdes

imunoenzimaticas

Nos testes em que a reatividade dos soros normais
estava proxima de zero, como no ¢Caso da andlise de
subclasses, os resultados foram expressos como densidades
olicas. Neste caso todos os soros foram testados de uma SO
vez para evitar erros.

O teste " de "Student” para valores ndc pareados foi utilizado
para determinar os niveis de significancia. As diferengas
entre as médias foram consideradas significantes para
p<0,05.

Na tabela 1 foram considerados positivos os valores
superiores a média obtida nos soros normais (n=40), mais

dois desvios—-padrdo (M+2DP).

5.2 ANTICORPOS NATURAIS EM INDIVIDUOS
INFECTADOS PELO T. CRUZI

Os resultados deste trabalho indicam que altos niveis de

anticorpos naturais podem ser encontrados nos soros de

individuos infectados pelo T. cruzi.



Na figura 1 mostramos as médias de reatividade obtidas
para 0s anticorpos da classe IgG contra os antigenos do
painel. As médias mais altas foram observadas para OS
anticorpos antibanda3 (M=6,65, DP+4,53), antitubulina
(M=6,39, DP16,11) e antiactina (M=5,54, DP15,73). Uma grande
variabilidade de resposta foi encontrada para esles trés
antigenos, como pode ser observado, tendo-se em conta 0S
desvios-padrdo apresentados. A reatividade para laminina no
grupo SCH foi mais baixa, porém © grupo reagia de forma
homogénea (M=4,75. DP +1,88). Os aumentos observados para
os anticorpos naturais eram estatisticamente significantes
(p<0,01}). Nenhuma correlagdo foi notada entre estes
anticorpos e o0s anticorpos especlficos antiT.cruzi e
correlagbes negativas foram encontradas entre os anticorpos
antiactina, antitubulina e antiT.cruzi. Quando se considerou
apenas o0s anticorpos‘ naturais, correlagbes positivas foram
vistas entre antiespectrina e antimiosina (R=0,913); antiDNA
¢ antimiosina {R=0,865); antiDNA e antibanda3 (R=0,864).

Na figura 2 mostramos as médias de reatividéde para os
anticorpos da classe IgM. As médias mais altas foram
observadas para antibanda3 (M=2,87, DP+4,06), antiDNA
(M=2,42, DP+2,28), antilaminina (M=2,39, DP+2,23). Em IgM a
resposta do grupo SCH para laminina mostrou grande
variabilidade. Reatividades mais baixas foram vistas para
tubulina e mioglobina. A analise estatistica mostrou que oS

aumentos dos anticorpos igM antibanda3, antiespectrina e
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antilaminina eram significantes (p<0,01). Menos significantes
foram os aumentos verificados para miosina {p<0,02) e actina
(p<0,04). Estudamos as correlagdes destes anticorpos entre si
e com T.cruzi. As maiores correlagdes foram notadas entre
antilaminina e antiespectrina (R=0,936) e antilaminina e
antibanda 3 (R=0,912). Os anticorpos gque mais $6
correlacionavam com T. cruzi eram os antibanda3.

Na tabela 1 mostramos as porcentagens de individuos
positivos em IgG e IgM, para os antigenos do painel. Cerca de
91,2% do grupo estudado apresentava anticorpos 1gG
especificos para T. cruzi. A porcentagem de reatividade variou
de 11,2% para os anticorpos IgG antiTNP a 80% para os
anticorpos IgG antilaminina. Quanto aos anticorpos IgM
podemos verificar que apenas 38,7% dos individuos
examinados tinham IgM especifica para 7. cruzi. Encontramos
a mais baixa positividade para tubulina (6,2%) e a mais alta
para espectrina @ DNA (55%).

Verificamos que a auto-reatividade encontrada nestes
'soros ndo guardava, em muilos casos, uma relagdo direta com
as concentragbes séricas de imunoglobulinas. Observamos
alta reatividade para alguns antigenos do painel em pacientes
com concentragbes de IgG de 1,56g/di e baixa reatividade em
individuos com 3,5g/dl (Tabela 2).

Selecionamos 20 soros chagasicos e testamos frente a

trés antigenos de origem humana: actina, miosina e

tireoglobulina e comparamos estes resultados com aqueles
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obtidos com antigenos de procedéncia animal (Figura 3).
Nenhuma diferenca fol observada em relacdo a actina e
tireoglobulina, porém, observamos quée com miosina de origem
animal os resultados eram mais elevados. A diferenca
encontrada foi estatisticamente significante (p<0,01).

Também testamos a reatividade dos anticorpos IgG para
os haptenos TNP e FC (Figura 4). A elevacdo dos anticorpos
antiTNP, embora significante era inferior a de outros
anticorpos {(p<0,03). Porém, . o0s anticorpos antiTNP
apresentavam uma caracteristica interessante, pois podiam
sor detectados numa diluigdo de 1/100, por anticorpos
monoclonais especificos para as subclasses de IgG (Figura 5).
Os soros chagésicos apresemtavam um aumento de IgG4
antiTNP. Nenhum aumento foi observado em relagdo ao hapteno
FC.

Como alguns dos antigenos utilizados nesta andlise eram
componentes do citoesqueleto, decidimos investigar a
reatividade dos soros chagasicos frente a membranas de
eritrécitos humanos. Para isso utilizamos a técnica de
"Western-Blotting". A figura 6 mostra que oulros
componentes do citoesqueleto também s&0 reconhecidos.
Alguns destes polipetideos sao produtos de degradagac da
banda 3, como confirmado pela utilizagdo de um anti-soro
antibanda 3, gentiimente enviado por Lutz, H. (Dept® de
Bioquimica, Instituto de Tecnologia, Zurique, Suiga). Entre os

polipeptideos observados, detectamos um que apresentava
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uma forte reagdo com SCH. Este peptideo de 62 kDa foi
purificado por extragdo com butanol e testado na reagédo de
ELISA frente a 80 soros de individuos infectados. Cerca de
78,7% dos soros deram resultados positivos (Figura 7 a e b)
sendo a média de reatividade igual a 5,18. Os aumentos
observados em relagdo ao peptideo de 62 kDa
correlacionavam-se com os anticorpos antibanda 3 (R=0,722)
e antilaminina (R= 0,811). |

Na figura 8 apresentamos o perfil de reatividade dos
ahticorpos isolados de um soro chagasico, diretamente de
uma coluna de Proteina-A-Sepharose, com 0,2M de galactose
elou com 0,15M de melibiose. Foram recuperados 361ug de
anticorpos a partir de 0,5ml de soro. Estes anticorpos e
aqueles posteriormente eluidos da coluna com glicina-HCl
0,1M, pH 2,8 (59mg) foram testados a 10ug/ml frente aos
diferentes antigenos do painel. Anticorpos poliespecificos,
reativos com laminina, foram demonstrados no primeiro
eluato. A analise de subclasses mostrou que estes anticorpos
pertenciam, principaimente, a subclasse 1gG3. A pesquisa
nestes eluatos de igM e IgA reativas com os antigenos do
painel resultou negativa, 0 que nao exclui a presenc¢a destas
classes de imunoglobulinas, com outras especificidades , no
material eluido. Dosagens de IgG, igM e IgA totais nao foram

realizadas.
Os resultados obtidos com os controles mostraram que

anticorpos antiagarose estdo presentes nos SOros normais e
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chagasicos (dados ndc mostrados) e que podem ser retirados
da amostra, por uma pré-absorgao com Sepharose ndo ativada.
Amostras de soro pré-absorvidas ainda apresentam
anticorpos que podem ser eluldos com galactose da Proteina-
A-Sepharose. Estes anticorpos também reagiram com
eritrocitos de coelho (dados néo mostrados). Baixa
reatividade foi observada no eluato obtido com glicose.

Os soros que apresentavam niveis mais elevados de
anticorpos 1gG antiDNA foram utilizados para constituir um
"pool”. Este "pool" foi aplicado num imunoadsorvente de DNA,
ja utilizado para isolar anticorpos com esta especificidade de
soros de camundongos F1(NZB X NZW) com 6timos resultados.

A figura @ mostra que os anticorpos isolados a partir de
soros de individuos chagasicos sobre este imunocadsorvents,
reagiam, quase exclusivamente, com laminina. A reagdo fol
revelada com um conjugado anticadeia y humana, marcado com
p galactosidase.

Na figura 10, sdo apresentados 0S resultados obtidos na
analise dos imunocomplexos Ccirculantes, precipitados com
2 5% de PEG, a partir de cinco soros chagdsicos. Aqui também,

destacam-se 0s anticorpos antilaminina.

5.3 ANTICORPOS NATURAIS NA PCM
Inicialmente, utilizando a enzima p galactosidase,

analisamos 20 soros de PCM crbnica e 10 casos de PCM juvenil.

Nio encontramos grandes alteragdes nos niveis de anticorpos
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naturais, nos primeiros casos analisados de PCM cronica e
detectamos algumas altéracﬁes na PCM juvenil.
Posteriormente, utilizando a enzima peroxidase estudamos
mais 10 soros de PCM cronica, acrescentando ao painel de
antigenos: mioglobina, o conjugado FC-BSA e eritrocitos de
coelho. Também isolamos os imunocomplexos presentes em 20
soros de PCM cronica e estudamos a reatividade dos anticorpos
envolvidos na sua formagéo..

A figura 11 mostra os niveis de reatividade apresentados
pelos soros de PCM cronica. Todos 0s SOros normais (n=20) e os
de PCM (n=20) foram testados individualmente. Foram
considerados positivos os soros com nlveis de reatividade
superiores a meédia obtida em vinte soros normais mais dois
desvios-padrao (M+ 2DP).

Na figura 12 mostramos as médias de reatividade e 0s
desvios-padrdo obtidos na andlise dos anticorpos da classe IgM
presentes Nos sOros NoOMMmais © nos Soros de PCM cronica. Nao se
observou nenhuma diferenga estatisticamente significante
entre 0s grupos estudados.

Na figura 13 apresentamos a mesma analise para o0s
anticorpos da classe IgA. Aqui também nao se observa qualquer
diferenca significativa.

Na figura 14 sao apreseritados os resultados obtidos por
ELISA no grupo de PCM juvenil. Sete soros foram positivos para

actina, um para DNA e um para miosina. Um soro ficou no limite



de normalidade em relagZio a tubulina. Finalmente nove foram
positivos para o AgC de P. brasiliensis.

No teste "I" apenas antiactina (M=2,42, DP£1,35) apresentava
diferanga estatisticamente significante em relago ao grupo
normal (p<0,03).

Observamos uma redugdo nos nlveis de anticorpos
naturais, da classe IgM, para DNA e TNP na forma juvenil. O
teste "t" mostrou que esta diferenca era ostatisticamente
significante (DNA p<0,02 e TNP p<0,01).

Na figura 15 mostramos a distribuicdo dos anticorpos
especificos antiP. brasiliensis nas diferentes subclasses de
igG. Foram anaiisados S0ros do PCM cronica (n=20). Os
resultados sao apresentados como densidades oticas obtidas a
492nm (médias das duplicatas). Os anticorpos especificos
concentravam-se principaimente em IgG{, com uma média de
0,7 de densidade 6tica. Cinco pacientes tinham um nivel
aumentado de igG2 e, aumento de igG3 sO foi demonstrado em
um caso.

IgG4 podia ser detectada em 6 pacientes, sendo 4 casos
correlacionados com altos niveis de 19G1.

A figura 16 apresenta uma segunda andlise de anticorpos
naturais, utilizando um painel de antigenos ampliado. Foram
analisados dez soros de pacientes com PCM cronica. Os niveis
de anticorpos naturais para actina estic - aumentados em
relacdo a populagéo norma! (p<0,02). Tambem encontram-se

elevados os niveis de antimiosina © antigal (p<0,01) no soro de
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alguns destes pacientes. Uma correlagao razoavel foi
observada entre antiactina e antimiosina (R=0,754). Nenhuma
correlagio foi encontrada entre 0s aumenios dos anticorpos
naturais o dos anticorpos especificos antiP.brasiliensis. IgG
especifica antiP. brasiliensis, estava aumentada (p<0,01).

Uma andlise dos anticorpos presentes nos
imunocomplexos precipitados com 10% de PEG é mostrada na
figura 17. Foram analisados 10 soros. Anticorpos naturais da
classe IgG para alguns dos antigenos do painel foram
observados. Dois complexos foram positivos para actina, um
para DNA, dois para Gala1,3Gal, quatro para mioglobina e
miosina, um para TNP e tubulina. No teste "t" foram
significantes as diferengas observadas para Gala1,3Gai
(p<0,01), mioglobina (p<0,03) e miosina (p<0,02). Correlagdo
entre 0os aumentos observados nos soros € nos
imunocomplexos isolados foi demonstrada no caso dos
anticorpos antiGal (R=0,930). Também investigamos a
presencga de anticorpos especificos, antigp43 e anti7OkDa. Os
resultados estdo nas figuras 18 e 19.

Finalmente, 0 exame da tabela 3 mostra que existe uma
correlagdo (R=0,887) entre o0s aumentios observados nas
concentragbes séricas de IgG e os anticorpos antiactina. Esta
correlagdo 6 bem menos evidente em relagdo a antiGal

(R=0,586) o, esta abaixo de 0,1 em relagio a antiDNA.
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NIVEL DE REATIVIDADE

FIGURA 1 - Reatividade média de anticorpos da classe 1gG
contra os antigenos do painel. SCH (n=80), SHN (n=40). Qs soros
foram testados individualimente © a reagdo de ELISA revelada
com um conjugado anticadeia y humana marcado com f
galactosidase. A reatividade dos soros humanos normais situa-
se em torno de 1.
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ACT B3 DNA ESP LA MG MS TUuB Tc

FIGURA 2 - Reatlvidade média de anticorpos da classe IgM
contra os antigenos do painel. SCH (n=80), SHN (n=40). Os
soros foram testados individuaimente e a reagdo de ELISA
revelada com um conjugade anticadeia y humana marcado com f
galactosidase. A reatividade média dos soros humanos normais
situa-se em torno de 1.
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Tabelal

PORCENTA GEM DE SOROS POSITIVOS NO GRUPO SCH
(80 soros) PARA OS ANTIGENOS DO PAINEL

ACT B3 DNA ESP LA MG MS TNP TUB Tc
IgG 55 687 737 587 g0 537 21,2 11,2 387 912

igM 2 35 55 55 31,2 187 275 112 62 38,7

Os soros foram considerados positivos quando seus valores
foram iguais ou superiores a Media + 2 Desvios Padrao de 40
soros de Individuos sadios, calculado para cada antigeno.
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Tabela 2
Hipergamaglobulinemia e anticorpos naturais na doenga de Chagas.
IgG ACT DNA MS Tc
(%) (y)
1 15,6 12,3 83 2,46 12,55
2 12,5 38 9.4 0,76 12,75
3 15,6 8,5 24,6 0,82 8,49
4 22,6 13,6 1,9 1,44 15,30
5 19,0 6,5 0,8 0,73 6,54
¢ 35,0 1.6 0,8 0,41 8,46
7 26,5 40 33 3,09 7,74
8 22,6 2,5 3,1 3,12 7.42
9 26,5 1,6 1,6 1,20 2,71
R (XWy) -0,381 -0,595 0,002 -0,402

Valores normais:igG

y) Nivel de reatividade na reagao

niveis séricos de Ig

= 8,02 a 17,69/, X) Concentragdo sérica de 19G,
de ELISA, R) Correlagédo enire 0S
G e oS anticorpos naturais.
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FIGURA 3 - Reatividade de SCH (n=20) para os antigenos
actina, miosina e tireoglobulina de procedéncia humana (hu) e
animal (an). A reacgfo foi revelada com um conjugado anticadeia
y humana marcado com f galactosidase. Controle da reagao:

"pool"de 20 soros humanos normais.
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FIGURA 4 - Reatividade média de SHN (n=40) e SCH (n=80)

para os haptenos TNP e FC com
albumina bovina, respectivament

plexados a ovalbumina e soro
a. Os soros foram tastados

individualmente e a reagao de ELISA revelada com um
conjugado anticadsia v humana marcado com p galactosidase.



1,0
1a
A
0,8 -
£ &
&
= .- Fy
L~ 0,6
L
= A
- 'y
0,4 - A A
Q ] s
(] A A
'
0,2 -1 “. ) A &
] . & .
F 3 &
1 8 » 4 A & AM ad L
0,0 -
0 20 40 60 a0
NUMERO DE SOROS

FIGURA 5 - 1gG4 antiTNP no grupo SCH (n=80). Os soros foram
testados a 1/100 e processados em bloco. Na reagdo de ELISA
foi utilizado anticorpo monoclonal aspecifico para 1gG4
humana @ um conjugado antilgG de camundonge marcado com f

galactosidase. Serviu como controle um "pooi® de 40 SHN.
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FIGURA 6 -~ Membranas de eritrocilos humanos foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) e as fragdes eletroforéticas transferidas para papel de
nitrocelulose. A} Padrio de peso molecular, B) Perfil de
protelnas reativas com antibanda 3 humana, C) Reaclo do
peptideo de 62 kDa com antibanda 3 humana. A reacdo foi
ravelada com um conjugado antilmunoglobulina humana
marcado com peroxidase. '
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FIGURA 7 - @) Reatividade de SHN (n=40) e b) SCH {n=80) para
o polipeptideo de 62 kDa de eritrocitos humanos. Os soros
foram testados individualmente com a fragdo purificada. A
reagao de ELISA fol revelada com um conjugado anticadeia v
humana marcadoe com f galactosidase.
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FIGURA 8 - Reatividade dos anticorpos da classe !gG de SCH
eluidos com galactose 0,2M de uma coluna de Proteina-A-
Sepharose. A reagio de ELISA foi revelada com anticadeia Y

humana marcado com f galactosidase. 1¢) Anticorpos eluidos
com galactose; 2°) Anticorpos sluidos com tampdo &cido, apos

a primeira etapa.
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FIGURA 9 - Reatividade de anticorpos isolados de SCH sobre ©
imunoadsorvente DNA. Resulados apresentados como DO a 414
nm. A reagio foi revelada com um conjugado anticadeia Y

humana marcado com p galactosidase.

58



0.8 Actina
DHNA
Laminina
06 Mioaloblina
' Miosina

Tubulina
T.cruzl

0,4

PO a 414nm

0,2

SCH1 SCH2 SCH3 SCH4 SCH5

FIGURA 10 - Reatividade dos anticorpos presentes nas ICC
apos dissociagdo com acido. SCH (n=5). Os ICC foram isolados
com PEG 2,5%. Resultados apresentados como DO a 414 nm. A
reacdo foi revelada com um conjugado anticadeia y humana

marcado com {# galactosidase.
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FIGURA 11 - PCM cronica (n=20). Os soros foram testados
individuaimente e a reagio de ELISA revelada com um conjugado
anticadeia y humana marcado com § galactosidase. A barra indica
a média obtida em 20 SHN mais dois desvios-padrdo. Sao
positivos os soros cujos valores estao acima da barra.
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FIGURA 12 - Reatividade média desvios—padrdo dos
anticorpos naturais da classe igM para 0 antigenos do painel.
e PCM cronica (n=20) o SHN (n=20). A reagdo de ELISA fol
revelada com um conjugado anticadeia u humana marcado com p

galactosidase.
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FIGURA 13 - Reatividade média e desvios-padrao dos
anticorpos naturais da classe igA para 0s antigenos do painel.
e PCM cronica (n=20) o SHN (n=20). A reagdo de ELISA foi
revelada com um conjugado anticadela a humana marcado com

galactosidase.
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FIGURA 14 - PCM juvenil '(n=10). Qs* soros foram testados
individualmente e a rea¢do de ELISA revelada com um conjugado
anticadeia y hurnana marcado com § galactosidase. A barra indica

a média obtida em 20 SHN mais dois desvios-padrao. Sao
positivos 0s soros cujos valores estao acima da barra.
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FIGURA 15 - Distribuigdo dos anticorpos igG antiP.
brasiliensis  nas diferentes subclasses de 1gG. Os soros foram
testados individualmente e processados em bhloco. Na reagdo de
ELISA foram utilizados anticorpos monoclonais especificos para
as subclasses de 1gG humana e um conjugado antiigG de
camundongo marcado com peroxidase. Serviu como controle um
"pool™ de 20 SHN.
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FIGURA 16 - PCM cronica (n=10). Reatividade dos anticorpos da
classe IgG contra os antigenos do painel. 0s soros foram
testados individualmente e a reagdo de ELISA revelada com um
conjugado antilgG humana marcado com peroxidase. A barra

representa a média de reatividade de 10 soros humanos normais
mais dois desvios-padrao

69



NIVEL DE REATIVIDADE

ra

FIGURA 17 - PCM crénica (n=10). Reatividade dos anticorpos
presentes nos ICC ap6s dissociagdio com acido. Os anticorpos
foram testados numa diluicio 1/60 e a reagdo de ELISA revelada
com um conjugado antiigG humana marcado com peroxidase. A
barra representa a média de reatividade de 10 soros humanos
normais mais dois desvios padrao
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FIGURA 18 - PCM cronica. Reatividade dos anticorpos
presentes nos ICC para a glicoproteina de 43 kDa, apds
dissociagdo com dcido. SHN (1 a 10), PCM (11 a 20). A reagéo de
ELISA foi revelada com um conjugado antilgG humana marcado

com peroxidase.
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FIGURA 19 - Reatividade dos anticorpos presentes nos ICC
para a glicoprotefna de 70 kDa, ap¢s dissociagdo com &cido.
SHN (1 a 10), PCM (11 a 20). A reacdo de ELISA foi revelada
com um conjugado antilgG humana marcado com peroxidase.
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Tabela 3
Hipergamagiobulinemia e anticorpos naturais na
Paracoccidioidomicose

lgGg/! ACT DNA GAL Pb
(x) v)

1 9.0 1,0 1,5 1,2 3,3
2 10.2 1,0 1,4 1,4 3,2
3 11.9 0,9 0,3 0,8 1,6
4 377 3,2 1,0 2,0 1,9
5 12.5 1,8 0,2 1,1 2,5
6 11.3 1,3 0,2 0,9 3,7
7 11.3 1,4 0,7 1,8 2,3
8  22.6 2,7 0,8 1,8 3,7
9 16.9 1,7 0,7 1,9 4,0
10 13.7 0,7 1,1 1,9 2,9
R (x/y) 0,887 0,064 0,586 0,224

Valores normais:igG = 8,02 a 17,6g/l, X) Concentrécao sérica de 1gG,
y) Nivel de auto-reatividade na rea¢do de ELISA, R) Correlacdo

69



6 DISCUSSAO



O soroc humano normal contém anticorpos
poliespecificos conhecidos como anticorpos naturais e/ou
auto-anticorpos naturals (Avrameas et al.13 1981; Guilbert et
al.52 1982; Lutz & Wipf8! 1982; Galili et al.4748 1984, 1985;
Lutz et al.82 1987). Estas imunoglobulinas, aparentemente
sintetizadas sem qualquer estimulo antigénico, estao
presentes nos soros de diferentes espécies animais como
coelhos, camundongos, ratos e peixes e apresentam uma
propriedade particular de reagiv com antigenos exogencs e
com contituintes do proprio organismo (Karsenti et al.b4
1977; Avrameas et al.'? 1991; Gonzalez et al.5! 1988).
Cunningham & Swerlick3 (1986) estudando anticorpos
monoclonais anti-Streptococcus pyogenes observaram que
eram poliespecificos. Um destes anticorpos reagia com
miosina, DNA e polinucleotideos sintéticos e o outro com
miosina, gqueratina e“ actina, uma famflia de proteinas com
estrutura o helicoidal.

Neste irabalho examinamos o nivel dos anticorpos
naturais presentes nos soros de individuos cronicamente
infectados pelo Trypanosoma cruzi e pelo Paracoccidioides
brasiliensis.,/ Para isso, utilizamos um painel de antigenos,
comumente empregado no estudo de doengas auto-imunes.
Nossos resultados, em relagdo a doenga de Chagas, mostram

um nitido aumento dos niveis dos anticorpos naturais das

classes IgG e !gM dirigidos contra oS antigenos do painel; -

achado que confirma as o_bsarvacées feitas por Ternynck et
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al.126 (1990) em camundongos hibridos (C57BL/6 x BALB/C)
infectados pela cepa CL de T. cruzi. Carlier et al.28 (1987)
também observaram fendOmeno idéntico em camundongos

Balb/c infectados pelo mesmo parasita. Os autores

detectaram altos niveis de anticorpos anti-ssDNA, fatores

reumatoides e imunocomplexos circulantes.

Elevacgao trarisitéria dos anticorpos naturais também foi
observada na maléria murina, onde eritrécitos normais
induziram uma resposta anamnéstica em camundongos
infectados e, posteriormente, tratados pela cloraquina
(Ternynck et al.127 1991). Este aumento secundario dos niveis
de anticorpos natprais era acompanhado por uma elevagéo dos
anticorpos especificos antiP. chabaudil.

Nossos achados também -'cpnfirmam trabalhos anteriores que
demonstraram a presenga de auto-anticorpos na doenga de
~ Chagas (Cossio et al.3% 1974; Khoury et al.t® 1979, Wood et
al.141 1982). Quassi et al.9% (1988) identificaram um auto-
anticorpo com atividade antiacetilcolinesterase, enfatizando
que a enzima em questdo e 7. cruzi compartiihavam um
epitopo de natureza sacaridica. Sterin-Borda et al.123 (1988)
detectaram anticorpos contra receptoraé f adrenérgicos,
mostrando que se tratava de um auto-anticorpo distinto
daquele dirigido contra endocdrdio, vasos e tecido intersticial

(sistema EVI).
Nosso objetivo principal, ao iniciar este trabalho, era

tracar um perfil das especificidades presentes nos Soros
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chagasicos e identificar uma especificidade que fosse
predeminantemente reconhecida pela maioria dos SOros.
Entretanto, uma notavel variabilidade de resposia foi
observada no grupo experimental. Alguns soros reagiam com
diferentes especificidades, enquanto outros apresentavam um
padrio de reatividade mais restrito.
Analisando a reatividade dos soros chagasicos para antigenos
homoélogos e heterologos verificamos, que uma
superestimagdo de anticorpos antimiosina podia ocorrer,
quando se utilizava miosina de procedéncia animal, o mesmo
nio acontecendo em relagdo aos outros antigenos. Nenhuma
andlise deste género foi realizada anteriormente.

Hipergamaglobulinemia estava presente em alguns soOros
chagasicos analisa{dos, mas ndo houve uma correlagao entre
niveis elevados de imunoglobulinas e a auto-reatividade.
Individuos c¢om alveis normais ou pouco elevados
apresentavam, muitas vezes uma reatividade exacerbada
contra os antigenos do painel. Achados semelhantes foram
encontrados por Argov et al.7 (1989) na leishmaniose, onde
anticorpos para antigenos nucleares, tais como, Sm, RNP, SS-
A e SS-B foram demonstrados na forma cutanea, onde a
hipergamagiobulinemia nao ¢ um achado caracteristico.

O achado de niveis elevados de anticorpos naturais na
fase cronica da infecgo pelo T. -cruzl sugere uma ativagao
policlonal, persistente, de células B, que pode represeniar o

passo inicial para a desregulagdo do sistema, induzindo
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fendmenos de auto-imunidade. Minoprio et al.8t (1987)
mostraram que esta ativagdo policlonal depende de células T
auxiliares, pois o anticorpo monoclonal GK¥1.5 (antiL3T4) foi
capaz de abolir completamente a sintese de imunoglobulinas
pelas células B esplénicas, dos camundongos C578BL/6
infoctados pela cepa CL de 7. cruzi. Soma-se a esla
observagao, a recente descoberta de uma citocina, denominada
ETA-1, que se liga a macrofagos e coélulas B, mantendo estas
células em estado de constante ativagdo. A citocina ETA-1 é
sintetizada por células T com o fenotipo CD1+CD45R+CD4-
CD8-. Estas células possuem receptores de antigeno do tipo
o/p @ se originam tarde na ontogenia dos precursores CD4+, A
citocina ETA-1 foi caracterizada em camundongos MRL/I, um
modelo murino que desenvolve uma doenca auto-imune
sistémica, com caracteristicas de LES e AR (Patarca el al 100
1990; Lampe st al.74 1991).

O aumento dos anticorpos naturais observado em certas
doengas infecciosas pode estar associado a presenca de
ativadores policlonais de células B, presentes no
microrganismo, mas também a um certo grau de mimetismo
molecular (Oldstone®8 1987). E provavel que agentes
infecciosos que compartilham antigenos em comum com 0
hospedeiro induzam uma elevacio persistente destes
anticorpos, que se manteria dufante a fase crbonica da
infeccao (Bretana et al.191986; Winograd et al.'401987). Ao

contrario, organismos antigepicamente distintos do
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hospedeiro, acarretariam uma elevagao transitéria dos
anticorpos naturais, como parte de uma resposta imune
especifica (Guilbert et 21,53 1985; Casali & Notkins30 1989).
Entretanto, estes niveis ndo se manteriam elevados durante a
fase crénica da infecgao.

Neste irabatho, 80% dos individuos infectados pelo T.
cruzi apresentavam anticorpos para laminina de camundongo.
Laminina 6 uma glicoproteina que promove a ligagdo de
céluias endoteliais © epiteliais ao colageno tipo V. E
diterente de fibronectina e nidogen © contém muitas unidades
terminais de Gala1,3Gal (Timpl ot al.128 1979; Towbin et
al.129 1987). Anticorpos para esta glicoproteina foram
descritos pela primeira vez por Szarfman ot al.124 (1982) nos
soros de pacientes chagasicos de macacos infectados pelo T.
cruzi. Segundo Szarfman et al.124 (1982) estes anticorpos nao
s3o encontrados em SOfOS de camundongos, sendo
caracteristicos de primatas. De fato, examinamos trinta
soros de camundongos F1(C57BL/6 X BALB/C), cronicamente
infectados pelo T. cruz/, & em nenhuma amostra detectamos
ostas anticorpos (dados néo mostrados).

O mimetismo molecular pode ser evocado em relacao aos
anticorpos antilaminina, gragas a identificacdo de uma
proteina "como faminina” sm tripo_mastigotas de T. cruzi e em

amastigotas © promastigotas de {eishmania spp por Bretand

ot al.19 (1986). Utilizando uma técnica de imunocitoquimica
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aliada a microscopia eletrOnica, estes autores mostraram gue
esta proteina ¢ estagio-especiiica nagueles parasitas.
Anticorpos para determinantes cripticos da banda 3
estdc envolvidos na remoc¢do de eritrocitos senescentes da
circulagio (Lutz et al.80 1984; Lutz et al.82 1987; KayS8
1984). Estes anticorpos estao presentes na fragao IgG do soro
humano normal e possuem segundo Galili et al.47.48 (1984 e
1985) especificidade para residuos de Gala1,3Gal.
Em nossa casulstica 68,7% dos SCH tinham anticorpos da
classe lgG para a banda 3, e 35% tinham anticorpos IgM.
Quando testamos o polipeptideo de 62 kDa, derivédo da Banda
3, 78,7% dos soros deram resultados positivos. A andlise dos
aumentos observados para estas duas especificidades
mostrou gque existia uma correlagdo razoavel, entre 0s
anticorpos antibanda3 e anti-62 kDa (R=0,711). A falta de
100% de correlagdo entre os anticorpos estudados nao ¢
surpreendente, pois diferentes eplitopos podem estar
presentes nas moléculas de banda 3 e 62 kDa. Alem disso, &
degradagio da molécula de banda 3, por proteinases endogenas
pode expor determinantes, que ndo aparecem na molécula
intacta. Lipham et al.77 (1991) demonstraram Qque peptideos
cripticos, imunopatogénicos, do interfotoreceptor da retina,
nio podiam ser gerados "in vitro", por células apresentadoras
de antigenos. Isto significa que a degradagdo in vivo por

endoproteinases produz fragmentos peptidicos diferentes.



A natureza quimica dos epitopos reconhecidos pelos
anticorpos antibanda 3 ndo foi estabelecida, mas 6 bem
provavel que se trate em parte do residuos de carboidrato,
pois a ligagdo destes anticorpos a fase stlida foi inibida, em
25%, por melibiose (dados ndo mostrados). Portanto, se parte
dos anticorpos reativos com a banda 3 sdo dirigidos a
epitopos de galactose, uma correlagio deveria ser esperada
com laminina, como de fato observamos (R=0,811). Niveis
elevados de anticorpos antiGal também foram relatados na
malaria humana, onde Ravidran et al.195 (1988) observaram
uma predominancia da subclasse IgG3 em individuos
infectados, enguanto os controles, de regido nao endémica,
tinham principalmente, 1gG2. Segundo Winograd et al 140
(1987) eritrécitos infectados pelo P. falciparum expressam o
antigeno de eritrécitos senescentes e, ligam-se a anticorpos
igG presentes no soro humano normal.

O polipeptideo de 62 kDa isolado neste trabalho tem o mesmo
peso molecular que o antigeno de eritrocitos senescentes,
descrito por Kay 68 (1984) e reage com anticorpos especificos
para a banda 3.

Anticorpos 1gG antitubulina foram encontrados em
38,75% do grupo examinado e IgM antitubulina em apenas
6,25%. Estes resultados diferem daqueles obtidos no modelo
murino, onde Ternynck et al.126 (1990) observaram altos
nlveis de anticorpos antitubulina um ano apos a infecgao

inicial. Os anticorpos derivados de camundongos infectados
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apresentavam uma constante de afinidade superior a dos
anticorpos antitubulina naturais. Além disso, os anticorpos
induzidos, pela infecgdo chagasica, reconheciam epitopos
diferentes daqueles reconhecidos pelos anticorpos
antitubulina presentes em SOros murinos normais. Estes
achados, aliados as nossas observagdes, indicam que embora o
modelo muring seja extremamente Gtil no estudo da infecgao
chagasica, ndo deve ser tomado como referéncia quando 0
objetivo é estudar o repertdrio de especificidades expressas
pelas células B humanas.

Anticorpos lgG antidfDNA foram detectados em 73,75%

dos individuos do grupo SCH. Esta espacificidade também fol
uma das mais representadas entre 0S anticorpos 1gM,
juntamente com antiespectrina (55%).
Anticorpos antidfDNA podem  ser frequentemente
demonstrados em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico
(Fadhel et al.44 1987; Matsiota et al.88 1987) e em
camundongos auto-imunes ( Hentati et al.57 1991).

Neste trabalho, utilizando um imunoadsorvente
comprovadamente eficiente na purificagdo de anticorpos
antidiDNA e soros com altos titulos destes anticorpos, nao
fomos capazes de demonstrar uma alta reatividade antiDNA na
fragao eluida da coluna. Os anticorpos isolados reagiam
fracamente com DNA e fortementé com laminina.

Segundo Mackworth-Young & Schwartz84 (1988)

anticorpos antiDNA reconhecem trés tipos de epltopos na
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molécula de DNA: o arcabougo, as bases © porgdes do
arcabougo mais bases. Os anticorpos antidfDNA nao
reconhecem bases individuais, mas epitopos mais compiexos
compostos pelo arcabougo mais bases. A reatividade cruzada
de anticorpos antiDNA com fosfolipideos e proteoglucanos,
sugere a participagéo de grupamentos fosfato na formacdo de
cerios determinantes (grupos fosfodiester). A polirreatividade
é uma caracteristica marcante de anticorpos antidiDNA,
derivados do soro ou de sobrenadantes de hibridomas. O
espectro do ligagdo destas imunoglobulinas inclul, proteinas
do citoesqueleto, fosfolipideos, imunoglobulinas, plaquetas,
polissacarideos e componentes da matrix extracelular, tais
como fibronectina (Mackworth-Young & Schwartz® 1988).
Matsiota et al 88 (1987) estudando anticorpos eluidos de
' biopsias renais de pacientes com glomerulonefrite ldpica
observaram reatividade cruzada entre DNA e TNP.
Hentati trabalhando com anticorpos eluidos de rins de
camundongos F1(NZB X NZW), observaram ao lado da
especificidade antiDNA, forte reatividade com laminina
(comunicagéo pessoal). Este fonébmeno ¢ curioso, pois, como
discutido anteriormente, anticorpos antilaminina nao s&o
encontrados nos soros de camundongos.

Para Brikman et al.2' (1989) a polirreatividade de
anticorpos antiDNA sdo artefatos devidos a complexos de

DNA-antiDNA nas preparagdes analisadas.
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Nao concordamos com esta afirmativa, pois trabalhando com
anticorpos antiDNA e diferentes procedimentos, como O
preconizado por Kanai et al.63 (1989) para dissociar
imunocomplexos, ndo observamos aiteragbes de reatividade
(dados ndo mostrados). Todavia, acreditamos que somenie O
tratamento com DNAase poderia esclarecer definitivamente
aste ponto.

Reatividade cruzada de anticorpos IgG antiDNA com TNP
ndo pode ser evocada neste trabalho pois, como ja discutido, a
reatividade para este hapteno foi baixa na amostra analisada
(11,25%). Curiosamente, 0S anticorpos antiTNP foram
detectados por anticorpos monoclonais especificos para
subclasses de 1gG, enquanto outras especificidades (excegao
de antiT. cruz/ e antilaminina) ndo eram detectadas a menos
que s& procedesse ao isolamento da fragdo IgG em Proteina-
A-Sepharose.
Neste trabalho, 1gG antiTNP pertencia, principalmente, a
subclasse 1gG4. IgG4 representa cerca de 4% da fracdo de IgG
total, todavia a contribuicdo de lgG4 na resposta de 1gG total
varia consideravelmente para alguns antigenos (Van der Zee
ot al. 13 1986). Titulos significantes sfio encontrados apos
estimulacdo antigdnica persistente e ap6s terapia de
hipossensibilizacdo (Aalberse ot al.' 1983). Concentragdes
dez vezes superiores aos valores_normais foram encontradas
por Boctor & Peter'® (1990) em pacientes com

gsquistossomose cronica. 1gG4 ndo ativa 0 sistema
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complemento e pode Inibir a precipitacio e a ativagao
induzida por 1gG1,

Ainda n3o sabemos qual a importancia dos niveis elovados de
IgG4 aniTNP no grupo SCH, mas a presenca de 1gG4 nos
imunocomplexos circulantes poderia proteger contra a agado de
outras subclasses, capazes de ativar o complemento 6 de
induzir lestes teciduais. Isto poderia explicar, porgue as
glomerulopatias ndo sao frequentes em individuos
cronicamente infectados pelo T.cruzi. Em camundongos (C3H-
HeJ), cronicamente infectados pelo mesmo parasita, Costa et
al.34 (1991) descreveram uma glomerulopatia mesangial,
induzida por complexos imunes contendo antigenos do
parasita e fatores reumatoides, do tipo IgG.

A alta porcentagem de soros positivos para laminina e, ©
frequente encontro desta especificidade nos ICC, levou-nos a
suspeitar da existéncia de complexos imunes contituldos por
anticorpos antilaminina.

Para esclarecer este ponto utilizamos a cromatografia de
afinidade em Proteina-A-Sepharose, procedendo a uma eluigao
prévia com galactose e/ou melibiose. Este procedimento
mostrou que anticorpos 1gG reativos com laminina, podiam ser
eluldos, com o carboidrato da Proteina A, a partir de soros
normais e de chagasicos. A andlise de subclasses mostrou que
nos soros chagasicos estes‘ anticorpos pertenciam,

principalmente a subclasse 19G3.
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O achado de anticorpos antilaminina na fragdo eluida com
carboidrato deve ser interpretado com muito cuidado, pois
anticorpos antiagarose estdo presentes em Soros humanos
normais e poderiam reagir com a matriz da coluna. A
Sepharose & um pollmero constituido por unidades repetitivas
de D-Gal3.6-anidro-L-Gal. Segundo Hamilton & Adkinson: *°
(1985) anticorpos antiagarose podem ser induzidos por
componentes da dieta (algas) e por polissacarldeos de
microrganismos da microbiota intestinai, e representam um
sério problema para 0s ensaios imunoquimicos utilizando
agarose eo/ou celulose como fase solida. Para contornar este
problema fizemos diterentes controles, entre 0s quais, uma
pré-absorgdo com Sepharose. Os anticorpos eluldos com
carboidrato, ap6s esta pré-absorgdo, tambem reagiram com
laminina. Assim, sugerimos trés possibilidades para explicar
este achado. Em primeiro lugar estes anticorpos poderiam
estar complexados pelo seu Fab a um outro anticorpo ligado a
Proteina A (via regido Fc de IgG, ou via sitio combinatério). O
primeiro tipo de ligagdo pode ocorrer com anticorpos
apresentando atividade de FR, e o segundo com anticorpos
antiidiotipicos.

Anticorpos da classe IgG, com atividade de FR, ja foram
demonstrados nos rins de camundongos infectados pelo T.
cruzi (Costa et al.3%4 1991) e anticorpos antiidiotipicos
também foram caracterizados em $Oros mMurinos, de

tripanosomlase africana @ em SOr0S humanos normais (Rose et
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al.110 1982; Rossi & Kazatchkine ''2

- 1989). Outra explicagao
possivel seria a liga¢do direta destes anticorpos pelo seu Fab
4 Proteina A. Segundo Sasso et al.115 (1990) a Proteina A de
S. aureus possui, além de sua bem conhecida afinidade pelo
fragmento F¢ y , dois ou mais sitios alternativos de ligagao
com afinidade para a regidc Fab de certas IgM, IgA, 1gG, IgE.
Esta afinidade ¢ altamente restrita a moleculas de
imunoglobulinas contendo cadeias pesadas do subgrupo VHu,
codificadas pelos genes da linhagem germinativa. Como o0s
anticorpos naturais também sdo codificados pelos genes da
linhagem germinativa, existe uma boa possibilidade daqueles
anticorpos de pertencerem ao subgrupo VHy,

Complexos imunes circulantes aparecem numa variedade
de condigdes patolégicas e numa grande maioria dos casos nac
guardam uma relagdo ¢bvia com um antigeno (doencas auto-
imunes, mononucleose infecciosa, tripanosomiase) (Rose et
al.110 1982). A persisténcia destes complexos na circulagao
esta frequentemente associada a uma intensa ativagao
policlonal de células B.

Nossos achados sugerem que a ativagdo policlonal de
células B, induzida por T. cruzi, leve a proliferacdo de clones
produzinde anticorpos antiGal natural e provavelmente de seu
antiidiotipo; e, que estas duas pqpulacées possam, entio,
interagir formando complexos imunes. O achado de

antilaminina como principal especificidade dos 1CC reforga

gsta hipoOlese.
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QO estudo dos anticorpos naturais na PCM sugere um
padrdo mais restrito de especificidades, com um predominio
dos anticorpos especificos antiP. brasiliensis. A elevagao de
antiGal nos soros de alguns destes pacientes era esperada,
pois este anticorpo natural 6 o mais representado, em termos
quantitativos, nos soros humanos normais (Galili et al.47
1984). Assim, uma ativagdo policlonal de células B se traduz
automaticamente em elevagido dos niveis de IgG antiGal
natural { Avrameas'2 1991; Unterkircher et al.134 1993).

Os niveis pouco elevados de anticorpos naturais nos primeiros
vinte casos de PCM crbnica estudados, podem ser atribuidos a
amostra analisada (forma clinica?). E possivel que alguns dos
pacientes da segunda amostra sejam portadores de formas
clinicas mais graves. Tambem, ndo podemos excluir a
possibilidade, que o tratamento quimioterapico possa ter
influenciado nossos resultados. O achado mais frequente de
niveis elevados de anticorpos naturais na PCM juvenil associa
este padrdo de resposta a doenga disseminada. E provavel que
0 exame de pacientes, virgens ‘de tratamento, e com a forma
sovera de PCM cronica também revele ¢ mesmo pertil
sorologico.

Outro fato que nos chamou a ateng¢do foram 0s aumentos pouco
expressivos dos anticorpos naturais encontrados na forma
cronica PCM, quando comparados com aqueles detectados na

doenca de Chagas.
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Na amostra tota! analisada (n=40), ndo detectamos
anticorpos antidfDNA, resultado que estd de acordo com Argov
et al.7(1989) que também nidoc detectaram esta especificidade,
em pacientes com leishmaniose mucocutanea crdnica.
Anticorpos para ssDNA, frequentemente observados na
malaria, na tripanosomiase e na leishmaniosé, ndo foram
pesquisados neste trabalho. Também 6 importante frisar que
os resultados observados na analise dos anticorpos antidfDNA
por ELISA, ndo podem ser comparados aos de outros autores,
utilizando a imunofluorescéncia com Crithidia lucilae, pois 0s
resultados obtidos pelas duas técnicas, ndo se correlacionam
(Fadhel et al.44 1987).

O alto contetido de carboidratos presentes na parede de P
brasiliensis, deve ter um papel decisivo na resposta imune
humoral observada nesta micose. A intensa glicosilagdo das
proteinas de superficie deve exigir uma resposla mais
elaborada por parte das células B CD5-, que sintetizam
principalmente anticorpos monoespecificos (Nawata et al.9s
1990).

O achado de niveis normais e/ou pouco elevados de
anticorpos antifosforilcolina na doenga de Chagas e na PCM
pode significar que esta especificidade de anticorpo natural,
nao & tao importante no homem quanto no camundongo, onde
protege contra infecgdes causadas por pneumococos (Briles et

al.20 1992).
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A presenga de ICC nos soros de pacientes com PCM foi
descrita por Arango et al.® (1982). Posteriormente, Arango &
Yarzabal® (1982) demonstraram a presenga nesles soros de
Hiperimunogiobulinemia E. Recentemente, Chequer-Bou-Habib
et al.3' (1989) utilizando duas técnicas diferentes
evidenciaram grande quantidade de imunocomplexos
circulantes em 53,6% dos soros de PCM examinados.

Creighton et al.35(1973) foram Os primeiros a observar
que o PEG precipitava as proteinas séricas sem desnatura-las,
mas foram Digeon et al.39 (1977) que estabeleceram as
principais diretizes a serem seguidas para se obter uma
precipitagdo seletiva de ICC. Depois, Olson & Zetterstrand®7
(1985) associaram a reagdo de ELISA, com a finalidade de
estudar os anticorpos presentes e finalmente Louzir et al.79
(1988) demonstraram que a dissociagdo com Acido, seguida de
neutralizagdo poderia aumentar a quantidade de anticorpos
livres, intensificando desta forma a sensibilidade do metcdo.

Ndo conseguimos isolar os ICC, utilizando a técnica de
precipitagdo com PEG 2,5%, preconizada por Ohlson &
Zetterstrand®? (1985). Provavelmente, porque os complexos,
na PCM, t8m caracteristicas fisico-quimicas diferentes
daquelas encontradas nos ICC observados nas infecgdes
causadas por parasitas e nas doengas auto-imunes. A
auséncia, na literatura, de trabalhbs sobre lesdes teciduais
devidas a ICC na PCM, apoiam esta premissa. A indugédo de

lesdes teciduais esta relacionada a possibilidade de
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deposi¢do dos IC em certos locais, como no glomérulo renal e

nas articulagbes. De acordo com Gauthier & Mannik43 (1990) a

deposicdo depende da presenga ou ndo no IC de uma certa

porcentagem de anticorpos cationticos, sugerindo que no
decorrer de uma doenga crénica, como no LES, os ICC
modificam-se em termos qualitativos.
A formagio de IC In situ, também foi demostrada nas
glomérulonefrites, onde anticorpos antiDNA de alta afinidade
ligam-se ao DNA retidoc na membrana basal glomerular e/ou a
antigenos presentes neste local, induzindo diferentes graus
de distungio (Devey et al.38 1988, Raz et al.19® 1989).
Elevacdo transitéria dos anticorpos soricos antiDNA, com
alteragdo de sua afinidade funcional podem antecipar um
agravamento de doenga renal (Devey et al.38 1988).

Neste trabalho utilizamos uma concentrag@o de 10% de
PEG, para isolar os ICC. Esta mesma concentragdo foi usada,
num outro protocolo, por Kaveri et al.67 (1990), para a
caracterizagdo de anticorpos que se autocomplexam
“autobodies”. Os anticorpos murinos antifosforilcolina (T15),
codificados pelo gene V1 de cadeia pesada da familia $107,
tem uma propriedade uUnica de autocomplexar. A formagao
destes complexos envolve o Fab destas imunoglobulinas.
Segundo Kaveri et al.66 (1990) um peptideo derivado da regido
V destes anticorpos inibe esta autdligacao. Uma sequéncia de
23 aminoacidos dentro do CDR2/FR3 est4 implicada na

formagio destes homodimeros. Anticorpos especificos para
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este peptideo ja foram identificados no soro humano, embora
ndo se conhega sua especificidade em termos de antigeno.
Estas imunoglobulinas humanas também formam homodimeros
e apresentam um ididtipo de rea¢do cruzada com 0S
anticorpos murinos antifosforilcolina (T15). Kaveri et al.67
(1990) mostraram ainda, que 0 meio sérice ndo interferia na
precipitacdo destes complexos com PEG 10%.

Nossos resultados, utilizando esta concentragdo de PEG,
mostraram que esta técnica pode ser adaptada para a pesquisa
de imunocomplexos em soros humanos, embora nao se possa
fazer qualquer referéncia a respeito de autoligagao. Se
anticorpos com estas caracteristicas estdo presentes nos
soros estudados, outros experimentos serdo necessarios para
caracteriza-los.

Na nossa amostra encontramos soros com sorologia
negativa e ICC positivos, todavia nenhuma analise astatistica
foi realizada quanto a este aspecto. Esta observagdo
apoia a tese de precipitagdo seletiva e sugere que uma
sorologia negativa possa realmente refletir a presenga de
complexos, contendo aquela especificidade de anticorpo.
Yamashita 142 (1992) utilizando a precipitacdo com PEG a
2,5% caracterizou ICC nos soros de pacientes com banseniase.
As formas multibacilares continham quantidades maiores de
complexos, formados com anticorpos das classes IgG e IgM

contra dois antigenos de natureza lipldica: um
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glicofosfolipldeo e um sulfolipldeo. JA4 nas formas
paucibacilares, os resultados desta prova foram varidveis.

O achado de uma correlagdo positiva entre o antiGal sérico e
antiGal nos ICC, apenas coloca esta especificidade em posigdo
de destaque entre os anticorpos naturais.

Como ndo pesquisamos a presen¢a de ICC na PCM juvenil, a
redugdo observada nos niveis de IgM antiTNP continuam’ sem
explicagdo. Diminuigcdo dos niveis de anticorpos naturais
também foi observada ém algumas doengas psiquidtricas,
como na esquizofrenia e na anorexia nervosa (Avrameas,
comunicacdo pessoal).

Detectamos nos ICC, anticorpos da classe IgG para
antigenos soluveis de P. brasiliensis, gp43 e fragao de 70 kDa.
De acordo com Heyman58 (1990) complexos desta natureza
estimulam a slntese de IgG especifica ou por estimulo direto
de células B, via receptoras CR1 e CR2, ou por localizarem de
forma adequada o antigeno sobre as células foliculares
dendriticas dos centros germinativos. O achado de
imunocomplexos, contendo anticorpos para antigenos soluveis
de P. brasiliensis, mostra porque os titulos de anticorpos
especificos mantém-se elevados durante os periodos de
atividade da doenga (Vaz et al.138 1992), Como ja foi
demonstrado por Mendes-Gianini et al.80 (1988), durante os
periodos de atividade da doehqa, a gp43 encontra-se

disponivel na circulagdo, facilitando assim a formagao de

imunocomplexos.

89



Os anticorpos especificos antiP.brasiliensis foram
encontrados, principalmente na subclasse !gG1. 1IgG1 também
@ a principal subclasse dos anticorpos antivirus. Na fase
precoce da infecgdo pelo citomegalovirus, os anticorpos
antivirais pertencem a subclasse |gG3, mas esta distribuigio
modifica-se mais tarde, durante o perlodo de convalescenga,
quando sdo encontrados, principaimente na subclasse 1gG1
(Linde et al.7> 1983). Em pacientes com imunodeficiéncia
variavel comum a administragdo de imunoglobulinas, por via
intramuscular e/ou venosa, eleva os tltulos de igG1
especifica para os herpes virus; enquanto 0s niveis de 1gG3
caem ou permanecem inalterados (Linde et al.”® 1988).

Neste estudo anticorpos da subclasse lgG3 foram raramente
enconirados entre os anticorpos especificos, enquanto !gG4
aparecia num numero maior de casos, e se correlacionava com
0s niveis de 1gG1.

IgG4, alem de refletir uma imunizagdo de longa duragido, €
uma das principais subclasses entre os anticorpos
bloqueadores, que impedem a ligagdo de IgE a seus receptores
aspecificos em mastécitos e basdfilos. Assim, IgG4 exerce
uma agdo protetora, impedindo reag¢des de hipersensibilidade
do tipo L

Na esquitossomose cronica, Boctor et al.1® (1990) detectaram
altos nlveis de IgE e igG4. 1gG4 tinha aumentado de 3% para

30% nestes pacientes e apenas 4,7% deste total era

especifica para S. mansoni.
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A expressdo das subclasses de IgG esta, em parte,
associada com a localizagiio @ com a sequéncia de transcri¢ao
dos genes CH de imunoglobulinas no DNA (5'y3-y1-yel-al-
y2-y4-e-a2) (Flanagan & Rabbitts4S 1982). Todavia,
trabalhos recentes demonstram que a expressdo dos
diferentes isotipos © subclasses de imunoglobulinas €
fortemente influenciada pelas interleucinas derivadas de
células T auxiliares (TH1 e TH2) (Mossman & Coffman93
1987). Células B murinas estimuladas pelo LPS sintetizam IgE
o IgG1 na presenga de IL4 (Coffman et al.32 1988). No homem,
IL4 estimula a sintese de IgE, que estd como vimos
anteriormente, altamente ligada & expressao de 1gG4
(Romagnanii®® 1991). v

Neste estudo hipergamaglobulinemia foi encontrada em
alguns soros, resultados que estdo de acordo com Arango &
Yarzarbal® (1982) e Sassine et al.114 (1985).

Uma correlagdo importante foi observada entre as
concentragbes séricas de imunoglobulinas e 0s niveis dos
anticorpos antiactina, sugerindo a necessidade de estudar
melhor esta relacdo em pacientes com a forma juvenil.

Na esquistossomose crbnica as concentragdes de IgG
variam consideravelmente de 1,15g/dl a 4,4g/dl (Boctor &
Poter'8 1990). Na leishmaniose, 0s niveis de imunoglobulinas
variam de normais, na forma cuténea, a elevados, na forma

visceral (Argov et al.7 1989).
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O achado de niveis aumentados de anticorpos naturais,
em alguns pacientes com PCM crdnica e na forma juvenil,
sugere uma associagac com © guadro cllnico, que devera ser
melhor investigada. Além disso,. sera necessario analisar
futuramente, um numero maior de pacientes, virgens de
tratamento, para poder estabelecer de forma definitiva, se 0S
aumentos observados neste trabalho sdo de fato devidos a
infecgdo pelo P. brasiliensis. Acreditamos, que a pesquisa de
anticorpos naturais na PCM, possa dar uma informacao atil

sobre o estado de ativagdo do sistema imune, em pacientes

com formas graves da doenga.
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O estudo dos anticorpos naturais na doenca de Chagas
mostrou que individuos cronicamente infectados pelo T. cruzi
apresentam altos niveis de anticorpos naturais. Na pesquisa
destes anticorpos proteinas de procedéncia animal podem ser
utilizadas, desde que se leve em conta que superestimagoes
podem ocorrer em relagdo a miosina animal.

Na doenca de Chagas a principal especificidade de
anticorpo natural era IgG antilaminina, que também estava
envolvida na formagdo de imunocomplexos nos SCH. Os niveis
slevados de 1gG antilaminina correlacionavam-se, de forma
marcante, com |gG antibanda 3 e anti-62 kDa, sugerindo a
expansdo de clones de células B sintetizando anticorpos
naturais, alguns dos quais devem estar envolvidos na remocao
de eritrocitos senescentes da circulagao.

A especificidade antilaminina estudada deve envolver, ao
que tudo indica, epitopos de carboidrato que podem ser
terminagbes do tipo Gala1,3Gal, presentes em grandes
quantidades na molécula de laminina de camundongo. Em IgM,
todas as especificidades aumantadas estavam correlacionadas
com antilaminina.

Elevagdo dos anticorpos naturais também foi observada
na PCM, onde estava principalmente associada a quadros
clinicos de natureza disseminada, como na forma juvenil da
doenga. IgG antiactina era a principal especificidade nestes

casos.



A forma cronica de PCM ndo estava "Iigada a uma
especificidade em particular. Anticorpos naturais reativos com
actina, epitopos Gala1,3Gal, miosina © mioglobina foram
observados em alguns soros.

Anticorpos naturais foram raramente observados nos
complexos imunes da PCM, onde predominavam o0s anticorpos
agspecificos antiP.brasﬂiensis, que pertenciam principaimente

a subclasse 1gG1.
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RESUMO

UNTERKIRCHER,C.S. Anticorpos naturais e infec¢do. Anticorpos
_naturais na doenga de Chagas e na Paracoccidioidomicose.
Sio José dos Campos, 1993. 127 p. Tese (Livre-Docéncia) -
Faculdade de Odontologia de Sido José dos Campos,

Universidade Estaduai "Julio de Mesquita Filho.”

Anticorpos naturais para antigenos proprios e exogenos foram
analisados pela técnica de ELISA, em 80 soros de pacientes
cronicamente infectados pelo T. cruzi e, em 40 soros de
individuos sofrendo de uma micose profunda, frequentemente
encontrada na América Latina (Paracoccidioimicose). Cerca de
80% dos individuos do primeiro grupo tinham niveis
significativamente elevados de anticorpos antilaminina
(M=4,75, DP+1,88) quando comparados com os controles
saudaveis e, diferentes especificidades de anticorpos estavam
associadas com antilaminina nos soros chagdasicos. Foram
observados anticorpos reativos com as proteinas do
citoesqueleto, especialmente com a banda 3 e seus peptideos,
como o de 62 kDa. Por meio de cromatografia, em Proteina-A-
Sepharose, mostramos que uma parte significante do antiGal
natural pode estar ligada por sua regido Fab a outra molécula
de imunoglobulina e/ou a sitios: alternativos de ligagdo na
Proteina A. O achado de IgG antiGal nos imunocomplexos
reforcam a primeira hipdtese. Todavia, é possivel que algumas

IgG antiGal pertengam ao subgrupo VHy; de imunoglobulinas.
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Entre 0s 40 soros de PCM examinados, a maioria tinha niveis
normais de anticorpos naturais. Todavia, 30% dos pacientes
crOnicos apresentavam aumentos de pelo menos uma
especificidade de anticorpo natural, tal como antiactina,
antimiosina e antiGal. Na forma juvenil os anticorpos
antiactina estavam aumentados de 2,4 vezes (1,9 a 5,3 vezes),
sugerindo uma associagdo com a doenga disseminada.
Imunocomplexos foram pesquisados nos soros de PCM
utilizando a técnica de precipitagdo com polietileno glicol
6000. Nos imunocomplexos isolados foram encontrados
principalments anticorpos especificos para antigenos sollveis

de P. brasiliensis.

Palavras-chave: anticorpo antiGal, laminina, doenc¢a de Chagas,

Paracoccidioidomicose, imunocomplexos
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ABSTRACT

Unterkircher,C.S. Natural antibodies and Infection. Natural
antibodies in Chagas'disease and in Paracoccidioidomycosis.
Sao José dos Campos, 1993.127 p. Thesis (Livre-Docéncia) -
Facuidade de Odontologia Ide Sdo José dos Campos,

Universidade Estadual "Julio de Mesquita Filho.”

Using ELISA technique, natural antibodies against self
and non self antigens were determined in 80 patients
chronically infected by 7. cruzi and 40 individuals suffering
from a deep mycosis frequentely found in Latin America
(Paracoccidioidomycosis - PCM). Two forms of PCM were
investigated: adult forms and juvenil type of disease. Eighty
percent (80%) of the former group had significantly elevated
anti-laminin antibody levels (M=4.7,S8D+1.8) compared with
healthy controls and different specificities of antibody were
associated with anti-laminin in pathological sera. A notable
binding to cytoskeletal proteins was observed, specially with
band 3 and their peptides derivates, such as 62 kDa peptide.

By means of Protein A chromatography we were able © show that
natural anti-Gal antibodies may be bound by their Fab region to
other immunoglobulins and/or to Protein A by alternative sites
of binding. The finding of IgG anti-Gal antibodies in circulating
immune complexes isolated from chagasic sera supported the

first alternative. However, it is possible that some of IgG
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anti-Gal antibodies, belong to VHj subgroup of
immunoglobulins, that bind directly to Protein A. Among the 40
sera from PCM examined, the majority was considered as not
exhibiting a significantly higher binding than normal sera to
antigens tested. However thirty percent (30%) of the chronic
patients had an increased levels of natural antibodies at least
for one specificity such as actyn, myosin and Gala1l,3Gal
epitopes. In juvenil type of PCM the mean value found for actyn
was also increased 2,42 (range 1,0 to 5,3). Utilizing the
polyethylene glicol precipitation the presence of circulating
immune complexes was investigated in PCM sera. Specific
antibodies for soluble antigens from P. brasiliensis and natural

antibodies against myoglobin, myosin and Gala1,3Gal epitopes

were characterized.

Key Words: Anti-Gal antibodies, laminin, Chagas'disease,

Paracoccidioidomycosis, Immune complexes
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