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I - INTRODUCAO

A regulacao genética da resposta imunoldgica & feita a-
través de genes de atuagao especifica (genes Ir) e genes com atua

cao nao especifica (Benacerraf & Katz, 1975; Biozzi et al, 1975).

Os primeiros estudos do controle genético da resposta i
mune foram desenvolvidos em cobaias, linhagem Hartley, cruzadas
ao acaso, revelando que esses animais diferem individualmente na
sua capacidade de desenvolver Hipersensibilidade Retardada (HR) a
companhada de produgao de anticorpos contra Dinitrofenil-Poli-IL=-
Lisina (DNP-PLL) e que essa diferenga & herdada segundo padroes

mendelianos simples (Kantor et al, 1963).

Estudos posteriores revelaram que a capacidade de res-
ponder ao DNP-PLL & controlada por um {inico gene Ir dominante, o
qual & responsavel tanto pelo desenvolvimento de HR especifica co
mo pela produgao de anticorpos anti-DNP (Levine et al, 1963;

Levine & Benacerraf, 1965).

Através do emprego de diferentes polimeros, outros ge-



nes Ir com as mesmas caracteristicas foram identificados na co
baia, isto &, a resposta a cada um desses polimeros & controlada
por um gene autossomico dominante especifico (Benacerraf et al,

1971; Bluestein et al, 1971).

No camundongo, o uso de antigenos com heterogeneidade
restrita, tais como polimeros ramificados com niimerc limitado de
aminoacidos, demonstraram que a capacidade de responder a esses
antigenos estd sob o controle de genes autossdmicos dominantes,
situados na regiao I do complexo H-2 (McDevitt & Chinitz, 1969;

Benacerraf & McDevitt, 1972; Green, 1974; Benacerraf & Katz,1975).

O controle da resposta imunoldgica através dos genes
Ir especificos foi caracterizado como um fendmeno bioldgico ge-
ral através da identificagac de genes semelhantes ligados ao com
plexo principal de histocompatibilidade em virias outras espé-
cies de animais e pela determinag@o crescente de antigenos sob o
controle de genes Ir. Em todas as experiéncias, 0 uso de: a) an-
tigenos com poucos componentes ou de estrutura simples (polime-
ros sintéticos simples de aminodcidos); b) dose limite de antige
nos naturais complexos; e c¢) aloantigenos que diferem muito pou-
co dos componentes proprios do receptor; foi muito importante pa-~
ra a detecgao dos genes Ir. Todos esses antigenos tem em comum

a presenga de somente alguns epitopos distintos para o desencade




amento da resposta imune (Gunter et al, 1972; Armerding et al,

1974; Dorf et al, 1975).

A principal fungdo dos genes Ir especificos & regular a
interagao e diferenciacao das células que atuam na resposta imuno

16gica (Katz & Benacerraf, 1976; Rosenthal & shevach, 1973).

0 controle genético inespecifico da resposta imunoldégi~
ca, se faz ao nivel da produgéo guantitativa de anticorpos e vem
sendo estudado em linhagens de camundongos selecionados de acordo
com a resposta elevada ou baixa contra antigenos naturais comple-
xos. O emprego destes antigenos em dose imunogénica Otima permite
o seu reconhecimento por todos os individuos de uma populagao, evi
tando interferéncia de genes de acdo especifica (Biozzi et al,

1971).

Em 1943, Scheibel, utilizando CONO antigeno o toxdide
diftérico, conseguiu, apds cinco geracgoes de cruzamentos seleti-
vos onde animais bons e maus produtores de anticorpos foram cruzg
dos entre si, obter duas populagdes de cobaias boas e mas respon-
dedoras. Como a selegéo foi obtida em poucas geragaes, Scheibel
sugeriu gque poucos genes estivessem envolvidos no processo

(Scheibel, 1943).

Um fendmenc analogo foi observado no camundongo  por




Sobey e Magrath em 1965, gue selecionaram uma linhagem de camun-~
dongos que respondia mal a soro albumina bovina (BSA). Na sexta
geragao de selecdo, 88% dos camundongos haviam perdido quase to-
talmente a capacidade de sintetizar anticorpos anti~BSA. Pela a-
nalise genética, os autores sugerem um modelo de regulacido envol-

vendo 2 a 3 loci (Sobey & Magrath, 1965; Sobey et al, 1966).

Estudos feitos em camundongos da linhagem de Sobey,
mostraram que esses camundongos respondiam tao bem quanto ani-
mais normais, quando imunizados com BSA em doses menores do que
as utilizadas durante o processo seletivo. Por outro lado doses
superiores a 500 ;{g induziam tolerancia muito mais facilmente
nesses animais, indicando que a inducdo de tolerdncia & também

submetida & regulagdo genética (Hardy & Rowley, 1968).

Umn estudo mais aprofundado do controle da resposta
quantitativa de anticorpos a antigenos naturais complexos vem
sendo feitas nas linhagens de camundongos selecionados por
Biozzi e colaboradores (Biozzi et al, 1968), e em outras linha-
gens que surgiram posteriormente, todas elas obtidas através de
cruzamentos seletivos de camundongos bons (H) e maus (L) respon-
dedores contra antigenos naturais complexos (Siqueira et al,1976;

Passos et al, 1977).

Existem atualmente descritas cinco selecoes genéticas



independentes de camundongos (Selegoes I,II,IIT,IV e V), onde o
carater selecionador foi a quantidade de anticorpos produzida con
tra dose Otima dos antigenos naturais complexos. Em todas as gera
¢oes, animais que apresentavam altos titulos de anticorpos . foram
acasalados entre si para a produgao das linhagens boas respondedo
ras (linhagem H), bem como os que apresentavam titulos baixos de
anticorpos, para a produgac das linhagens mas respondedoras (li-

nhagem L) (Biozzi et al, 1971; Feingold et al, 1976; Siqueira et

al, 1976; Passos et al, 1977).

A Selegao I, iniciada em 1965 e a mais amplamente estu
dada, foi obtida usando como antigenos selecionadores eritrdcitos
heterdlogos (eritrdcitos de carneiro (SE) e pombo (PE)) (Biozzi

et al, 1971).

A Selegao II foi desenvolvida utilizando-se somente SE

(Feingold et al, 1976).

As Selegoes III e IV foram realizadas segundo a respos
ta contra antigenos flagelar (Selecdo III) e somitico (Selegao 1IV)
de Salmonella typhimurium e Salmonella oranienburg (Siqueira et

al, 1976).

A Selegao V foi obtida utilizando-se proteinas heterd-

logas, isto &, soro albumina bovina (BSA) e gamaglobulina de coe-




lho (RGG) (Passos et al, 1977).

As Selegoes I e II foram desenvolvidas no Departamento
de Imunogenética do Instituto Curie de Paris. As Selecdes III e
IV foram realizadas na Se¢ao de Imunologia do Instituto Biologico
de Sao Paulo. A Selegao V foi obtida no Departamento de Imunolo-
gia da Escola Paulista de Medicina, e atualmente estd sendo manti

da na Secao de Imunologia do Instituto Bioldgico.

Nas cinco selegoes estudadas, a resposta individual
contra dose Otima dos antigenos selecionadores, fol avaliada no
tempo da produgao maxima de anticorpos. Essas condigoes experimen
tais foram previamente estabelecidas em grupos de camundongos al-
binos, cruzados ao acaso (Biozzi et al, 1971; Siqueira et al, 1976

Passos et al, 1977).

Em cada selecao, o emprego alternado em geracgoes conse
cutivas de dois antigenos selecionadores com estrutura semelhante
e sem reatividade cruzada, teve comg finalidade evitar a interfe-
réncia especifica de anticorpos maternos passivamente transferi-

dos a progénie.

Foram bastante semelhantes os parametros imunogenéticos
obtidos nas Selecoes I,II,IIT e IV apesar das diversas origens de

suas populacoOes iniciais, da natureza dos antigenos selecionadores



e dos varios processos de imunizag3o e de determinacdo dos titu-

los de anticorpos.

Em cada uma das sele¢Oes, as linhagens boa e ma res-
pondedoras divergiram progressivamente e a separacao maxima entre
as linhagens, limite de sele¢dao, foi atingida entre as geragoes
FlB - Flﬁ' para as Selegaes I,I1,1II,e IV e na geragéo FG para a
Selegao V. Uma vez atingido o limite de selecdo, a continuidade
do processo seletivo nao alterou as diferencas entre as linhagens
indicando homozigose dos alelos "bons resposdedores” nas linha-
gens H e dos alelos "maus respondedores” nas linhagens I (Biozzi
et al, 1971; Feingold et al, 1976; Siqueira et al, 1976; Passos

et al, 1977).

Para as Selecoes I a IV, a diferenca maxima entre as
respostas das linhagens boas e mis respondedoras (RT) foi de 6,3
a 7,8 log,, o ganho por geragao (RG) foi de 0,40 a 0,49 e o dife-

rencial de selegao por geragcdao (SG) foi de 2,0 a 2,5.

Um pardmetro importante avaliado também foi a herdabi-
lidade (hz) que & proxima de 0,20 nas cinco selecoes, sugerindo
que esse valor € uma constante imunogenética da resposta de anti-

COrpos.

A herdabilidade de un cardter métrico & a proporcio da




varidncia fenotipica total (VP) que & atribuivel aos efeitos me-
dios dos genes (variancia aditiva). A funcao mais importante da
herdabilidade é ser uma medida da variabilidade genética disponi-
vel para ser é;ansmitida‘axsdescendentes, ou seja, ela expressa a
confiabilidade do valor fenotipico como indicagao do valor repro

dutivo.

A variancia genotipica (varidncia aditiva + variancia
de domindncia) e a variincia ambiental foram proximas de 50% nas
geragoes FO das Selecoes I a IV, enquanto que na,Selegéo V o con
ponente genético foi maior. Esses valores destacam .a importancia
da interacao dos fatores genéticos e ambientais na regulacao quan
titativa da resposta de anticorpos a todos 0s antigenos estudados

(Biozzi et al, 1980).

A partir da andlise genética dos hibridos F, resultan-
tes dos cruzamentos das linhagens H e L homozigotas, assim como
dos segregantes F2 e dos retrocruzamentos, foi possivel estimar
o nimero médio de loci envolvido em cada selegao. Assim, para as
Selecdes I,II,III e IV o nimero de loci independentes foi de res-
pectivamente 10, 3, 6 e 3 e de 2 para a selegéo V (Biozzi et

al, 1980)}.

Um outro aspecto relevante, analisado nas. cinco sele-

coes, foi o de que o efeito seletivo nao se restringiu aos anti




genos selecionadores, operando também ao nivel da resposta de an~
ticorpos contra muitos imundgenos naturais nao relacionados aos
de selecao tais como: eritrdcitos heterdlogos, bactérias, wvirus,

aloantigencs, proteinas e haptenos (Biozzi et al, 1979).

O efeito inespecifico ndo foi uniforme, sendo dependen
te da selecao, da natureza do antigeno selecionador, do esquema
de imunizagao, do niimero dos loci envolvidos e ainda da natureza
dos antigenos testados. Assim, em alguns casos, a diferenga entre
0 comportamento das linhagens H e L foi semelhante 3 obtida com
os antigenos de selecao (efeito inespecifico total ou 100%), em
outros casos foi menor (efeito inespecifico parcial) e em alguns

casos nao houve mesmo diferenga (Biozzi et al, 1979).

A amplitude do efeito inespecifico foi muito grande pa
ra as Selegoes I e III, limitada para a Selegcao V e intermediiria

para as Selecgoes II e IV,

Nas Selecgoes III (obtida contra o antigeno flagelar
(£) de Salmonellae) e IV (obtida contra o antigenc somatico (s)
de Salmonellae), a modificacaoc da resposta imune ao antigeno de
selegao £ ou s foi acompanhada por efeito paralelo e equivalen-
te na.resposta ao antigeno associado s ou £ em ambas as selecoes

{(Siqueira et al, 1977).

O efeito inespecifico foi total em ambas as selegoes,




para os antigenos f e s de Salmonella anatum, e também para o hap

teno Dinitrofenol (DNP) quando conjugado a Salmonella typhimurium.

Varios outros antigenos, que tambdm nio apresentam re-
atividade cruzada com os antigenos de selegao, foram testados nas

duas selegoes (Selegdao III e Selecio IV).

Conforme mencionado anteriormente, a selegao III apre-

sentou um efeito inespecifico bastante acentuado para a maioria

dos antigenos testados. Para os antigenos gamaglobulina de coelho
(RGG) e gamaglobulina bovina (BGG}, a diferenca entre as linhagens
(H/f - L/f) foi equivalente 3quela observada para o antigeno sele
cionador. Essa diferenca foi intermediiria para soro albumina bo-
vina (BSA), gamaglobulina humana (HGG), eritrdcitos de carneiro

(SE) e eritrdcitos humanos (HuE). Uma diferen¢a menor, entre as 1li
nhagens foi observada contra fibrinogénio bovino (BF) (Biozzi et

al 1979; sant'Anna, 1979).

Dentre todos os antigenos testados, a resposta contra
eritrdcitos de pombo (PE), constituiu-se em uma importante exce-
géo, com as linhagens H/f e L/f apresentando niveis equivalentes

de anticorpos.

Na Selecao IV, onde o efeito inespecifico para a maio-

ria dos antigenos testados foi menos intenso do que na Selecao




III, a diferenga entre as linhagens H/s e L/s contra BGG e BSA
foi cerca de 50% daquela observada para o antigeno selecionador.

Para os antigenos HGG e BF, a diferenca nao foi significante.

Um comportamento atipico nesta selecao foi verifica
do nas respostas primirias e secundarias das linhagens H/s e L/s
contra RGG, sendo evidente uma inversao total, com quase comple-
ta auséncia de resposta dos animais H/s e niveis bastante eleva-

dos de anticorpos nas linhagens L/s.

Em relagao & resposta contra eritrdcitos heterdlogos,
a Selecac IV evidenciou uma pPequena separagao contra PE, enquan-
to que para HuE e SE, a linhagem mi respondedora apresentou niveis
de anticorpos semelhantes ou pouco mais altos do que os da linha-

gem boa respondedora.

A produgao de aglutininas anti~SE foi analisada em va
rios: estagios do processo seletivo da Selec¢aoc IV, Diferencas
nao significantes entre os titulos de aglutininas produzidas pe-

F

las linhagens H/s e L/s foram observadas nas geragSes F4, 12

F . = ,
14, enquanto que nas demais geracoes analisadas, observou-se u-

Ta pequena superioridade da linhagem L/s (Sant'Anna, 1979).

Este fato é intrigante quando comparado com O compor-

tamento da Selecao I, obtida pela resposta contra eritrdcitos he




terdlogos (SE e PE), cujas linhagens boa e ma respondedoras se di
ferenciam amplamente na resposta aos antigenos somatico (s) e fla

gelar (f) de Salmonella typhimuriunm.

Esse comportamento excepcional da Selegao IV possibili
ta o estudo do lote de genes envolvidos no controle inespecifico
da sintese de anticorpos. Durante a selec¢do através do antigeno
somatico de Salmonellae (Selegéo IV), aparentemente nao teriam si
do envolvidos os genes que interferem ao nivel da resposta contra

eritrdcitos de carneiro e humano.

No sentido de verificar se as pressoes seletivas indu-
zidas por diferentes antigenos podem envolver lotes génicos dife-
rentes e independentes, nos propuzemos a reallzar uma selegao de
linhagens boa e mi respondedoras contra eritrdcitos heterdlogos
(hte, carneiro e humano), usando como populacac inicial segregan-
tes F, interlinhagens H/s e L/s da Selegao IV.

Essas novas linhagens foram também analisadas contra
varios imundgenos nao relacionados com os de selegaoc, anteriormen

te analisados nas linhagens da Selegao IV.

Estudos comparativos destes resultados foram feitos,
buscando esclarecer os mecanismos genéticos gque atuam no controle
poligénico do cardter "sintese guantitativa de anticorpos” e que

podem ger diferentemente afetados segundo o antigeno selecionador.



OBJETIVOS

- Verificar a possibilidade de selecionar camundongos
bons e maus respondedores contra dose imunizante &6tima de eritro
citos heterdlogos (SE e HuE) , usando como populacao inicial se-

gregantes F, entre as linhagens H/s e L/s da Selecao IV,

- Fazer andlise genética do processo seletivo que a-

tuou nas novas linhagens selecionadas.

- Verificar o envolvimento dos genes selecionados, na
resposta das linhagens a imundgenos nao. relacionados imunoldgica-

mente com os de selecdo.

- Analisar comparativamente a atuagao inespecifica dos
genes envolvidos na presente selecao com aqueles envolvidos na Se
lecado 1V, que controlam a resposta contra o antigeno s de

Salmonellae.




II - MATERIAL E METODOS

II.1 - Populacao inicial e cruzamentos seletivos da selecao con=-

tra Eritrocitos Heterdlogos

A populacao inicial, constituida de segregantes F2 das
linhagens H/s e L/s da Selegao IV, foi obtida de acordo com o se

guinte esquema de cruzamento:

Oito camundongos da linhagem H/s /(4 & e 4 @) foram cruza-
dos com 8 camundongos da linhagem 1L/s {(animais da geragao Fzz).
Dos hibridos Fy resultantes foram feitos 20 acasalamentos ao aca

so, evitando consanguinidade, o que permitiu a constituicao de u

ma populacao inicial (geracgao F,) de 122 animais (57 d'e 65 @).

Os cruzamentos seletivos foram realizados levando em
consideracaoc o carater fenotipico "quantidade de aglutininas pro
duzidas" contra eritrdcitos heterdlogos, sendo cruzados entre si
0os animais que apresentavam os titulos mais altos de aglutininas
para a formacao da linhagem boa respondedora (H/hte) e aqueles

gue apresentavam os titulos mais baixos para obtencao da linha-



gem ma respondedora (L/hte).

Eritrécitos de carneiro (SE) e eritrdcitos humanos do
tipo A rh* (HuE) , antigenos selecionadores, foram alternados a ca
da geragao a fim de evitar a interferéncia especifica dos anticor
pos maternos transferidos passivamente. Esses dois antigenos nao

apresentam reatividade cruzada no camundongo.

Em cada geragao foram feitos aproximadamente sete aca-

salamentos por linhagem.

Os animais foram desmamados aos 25 dias de idade e a
imunizagao foi feita cerca de 30 a 40 dias apds o desmame. Duran
te todo processo seletivo foram evitados acasalamentos entre ir-

maos.

IT1.2 - ANTIGENOS E IMUNIZACAO

I1.2.1 - Eritrécitos Heterdlogos.

Eritrdcitos de carneiro (SE), humanos (HuE), pombo (PE)
e galinha (CE) foram colhidos assepticamente em solucao de Alsever.
Apbs trés lavagens em salina fisioldgica (NaCl 0,15 M), as sus

pensoes de SE e HuE foram estandartizadas espectrofotometrica
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mente (Coleman) em comprimento de onda de A 545 my , para uma

J SE e de 5 x 108 Hug,

concentragao final de 2,5 x 10
As concentragoes das suspenstes de PE e de CE, (5 x lOSL

foram determinadas por contagem das cé&lulas em camara de Malassez.

As doses de imunizacgao foram de 5 x 108 células para
5E, e 108 células para HuE, PE e CE. Os camundongos receberam uma
Ginica dose por via intravenosa, num volume de 0,2 ml em salina fi
sioldgica, sendo sangrados 5 e 14 dias apds a imunizacao, perio-
do de aparecimentc do maximo de anticorpos (Biozzi et al, 1971;

Siqueira et al, 1977).

IT.2.2 - Salmonella

A Salmonella utilizada foi Salmonella typhimurium

(I,IV,XITI - i; 1,2).

Amostra de Salmonella, estocada a 49C em meio agar-
peptona, foi plaqueada em agar simples e incubada a 379C por 48
horas. Uma coldnia lisa foi entdo transferida para tubo em U con
tendo meio semi-sOlidog a fim de isolar microorganismos mdveis.
Egsses microorganismos foram transferidos para caldo simples, e

posteriormente para garrafa de Roux. Apds 20 horas de crescimen-—



to, as bactérias foram ressuspensas em salina fisiolbdgica e mor-
tas pela adigao de formalina a 1,5% ou pela adigao de 4 volumes
de etanol, e assim mantidas por trés dias para obtengao de anti
genos flagelar (f) e soml@tico (s) respectivamente (Edwards &

Ewing, 1964).

Apbs a comprovagao da esterilidade, pela auséncia de
crescimento de bactérias em placa de agar simples por 7 dias a
379C, as suspensoces foram centrifugadas e lavadas uma vez em sa-
lina, em seguida ressuspensas em salina formolada a 1% ou em sa-

lina contendo 20% de etanol.

Testes de toxicidade foram feitos, inoculando-se 6 ca
mundongos, por via intraperitoneal, com o dobro da dose utiliza-
da nas imunizagoes. Os animais foram observados durante uma sema

na.

As suspensces . dos antigenos f e s, utilizados para
a dosagem de anticorpos, foram estandartizadas espectrofotometri
camente (Coleman), em comprimento de onda de ALSSOmK_, usando cu
bas de vidro de 19 x 50 mm, de acordo com o padrio de referdncia

previamente estabelecido (Siqueira et al,1976).

A dose de antigenoc Stima foi de 3,3 x 108 germes para

Salmonella typhimurium, inoculados duas vezes, com oito dias de
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intervalo, num volume de 0,5 ml de salina fisioldgica, por via
intraperitoneal. Os animais foran sangrados pelo plexo venoso re
tro-orbital 13 dias apds a Gltima inoculagao, tempo de apareci-

mento do maximo de anticorpos (Siqueira et al, 1976).

IT1.2.3 -~ Proteinas Heterdlogas

IT.2.3.1 - Gamablobulina Bovina

Gamaglobulina bovina (BGG) foi purificada a partir de
soro normal, por precipitagao com sulfato de s6dio na concentra-
¢ao de 18%, seguida de cromatografia em DEAE-Celulose em tampao
fosfato 0,01M pH 8,0. A pureza do conteiido proteico foi verifica

do por Imunoceletroforese.

Os animais receberam trés injec¢des de 1 mg de protei~
na precipitada com 1% de alumen de potassio , em um volume de
0,2 ml de salina (Kabat & Mayer, 1961). A primeira inoculacgao
foli por via intravenosa, e as duas seguintes por via intraperi-
toneal, com um intervalb de 4 dias entre as injecoes. As sangri-

as foram feitas pelo plexo venoso retro-orbital 5 e 10 dias apOs

a Gltima inoculacio.
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IT.2.3.2 - Gamaglobulina de Coelho

Gamaglobulina de coelho (RGG), purificada de acordo
com a técnica descrita no item anterior, foi diluida em salina
na concentracaoc de 50 mg/ml e aquecida a 709C, por uma hora.
O material agregado foi separado por centrifugacao, lavado 3.
vezes em salina fisioldgica e o sedimento ressuspenso em'3 ml
de salina. O conteldo proteico foi determinado pelo método do
biureto (Weichselbaum, 1946), onde 0,1 ml do agregado foi dis-
solvido em 0,9 ml de NaCH 0,1M. A concentracdo final de protei

nas foi ajustada para 10 mg/ml.

Cada camundongo recebeu duas doses de 1 mg de protei
na em um volume de 0,1 ml de salina por via intraperitoneal ,
com um intervalo de 8 dias entre as injecgoes. Os animais foram
sangrados 7 e 12 dias apbs a Gltima inoculacido, pelo plexo veno

$0 retro-orbital (Passos et al, 1977).

II.3 -~ DETERMINACAO DO TITULO DE AGLUTININAS

II.3.1 - Determinagao do titulo de aglutininas contra

eritrocitos heterdlogos.

O titulo de aglutininas anti-SE, anti-HuE, anti-PE e

anti-CE, fol determinado pela técnica de microhemaglutinacao,
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A 0,025 ml das diluigoes em série de soro foram adicio
nados 0,025 ml da suspensdes de eritrdcitos diluidos a 1/200. Co-
mo diluente foi utilizada salina tamponada (PBS) pH 7,2, conten-

do 0,1% de gelatina.

Os titulos de anticorpos foram expressos como log2 da
reciproca da maior diluigao do soro, que dd uma aglutinacao posi
tiva. A leitura da reacao foi feita apds 24 horas de incubacao,

a 49cC.

II1.3.2 ~ Determinagao do titulec de aglutininas contra

anticenos f e s de Salmonella typhimurium.

A determinagao do titulo de aglutininas, contra antige
nos £ e s de Salmonella typhimurium dos soros individuais, foil
feita por aglutinacaoc em tubos de vidro (2 x 20), num veolume fi-
nal de 0,2 ml, sendo 0,1 ml de diluigSes seriadas do soro em sa~-
lina e 0,1 ml de antigeno f ou s de Salmonella. As concentracgoes
6timas de Salmonella para as reagOes foram determinadas, empre-
gando-se diluigoes seriadas do soro hiperimune de camundongo,
sendo de 1,4 x 109 germes/ml para o antigeno flagelar e de 0,9 x

10? germes/ml para o antigeno somdtico (Bandieri, 1973).

As leituras das reacoes foram feitas apbs 2 e 48 horas
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a 37C, para as aglutinagbes flagelar e somdtica respectivamente.

II.3.3 - Determinagao do titulo de aglutininas contra

proteinas heterdlogas.

O titulo de aglutininas dos soros individuais foi de~
terminado por hemaglutinacao passiva, com eritrdcitos de carnei-

ro ov camundongos tratados ‘com-glutaraldeidos e sensibilizados

com BGG ou RGG respectivamente (Avrameas et al, 1969).

As reacgoes foram feitas pela técnica de microhemaglu-~
tinagao em placas, onde a 0,025 ml de diluicoes em série dos so
ros adicionou-se igual volume de uma suspensao de eritrocitos,
sensibilizados com BGG ou RGG, numa diluicdo de 1/250. Como di-
luente foi empregado PBS, contendo 0,1% de gelatina. As reacces

foram lidas apds 24 de incubacao. a 49C.

IT.4 ~ ANALISE GENETICA

A Resposta de Selegao (R) & uma funcido do Diferencial
de Selegao (S). Em cada linhagem, R & a diferenga entre a média

dos titulos de aglutininas produzidas por duas geracoes consecu

tivas, e S & a diferenca entre a m&dia dos titulos de aglutininas
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dos pais selecionados e a média global da geragdo da qual eles

provieram (Falconer, 1960).

A fim de balancear a contribuicao de cada casal para
a.geragao seguihte, os valores de S foram ponderados de acordo

con ¢ numero de filhotes de cada casal, pela equagao:

_ 2(Xp x NF)
NT

MP

onde MP € a média ponderada dos pais selecionados, XP & a média
dos titulos de cada casal, NF & o seu nimero de filhos e NT, o

nimero total de animais produzidos por todos os pares seleciona
dos. Os valores de R e S das geracgoes sucessivas foram acumula-
dos e a herdabilidade do carater investigado(hz) foi medida pe~

la razao de R/S (Falconer, 1960),

No sentido de eliminar os efeitos ambientais, que afe
tam paralelamente as linhagens boa (H) e md (L) respondedoras,
a Resposta de Selegcao (R) foi também calculada através da diver-
géncia entre as linhagens (XH - XL), em cada geracdo. O valor de
S foi entao calculado como a soma dos valores de S das geragoes
correspondentes das duas linhagens, H/hte e L/hte. O valor médio

de hz, obtido durante as cinco geracoes de acasalamentos seleti-
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vos, fol medido pela inclinagao da regressao linear, calculada

pelos quadrados minimos de R/S.

O significado de h2 calculado desta forma, corresponde
d "herdabilidade realizada" segundo Falconer, ou ao "hz en senso
estrito”, segundo Bodmer e Cavalli-Sforza (Falconer, 1960; Bodmer

& Cavalli-sSforza, 1976).

II.5 - ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das médias (X), desvios padrio (s) e va-

ridncia (V) se acham expressos como log2 da diluwicao do soro.

Nos testes de significlncia, os valores de probabili-
dade foram determinados pela distribuicdo de "t" de Student, e
estabeleceu-se como estatisticamente significativos os niveis

de P 0,05,

A correlagao entre as respostas aos diferentes imund-
genos foi estabelecida. pela regressao linear dos quadrados mi=-

nimos .dos valores da resposta de anticorpos do mesmo animal a

dois antigenos diferentes.




ITT - RESULTADOS

III.1 - Cinética da resposta de anticorpos contra virias doses

de eritrxocitos de carneiro em camundongos' da Selecao Iv

Em varias geracdes do processo seletivo, camundongos
bons (H/s) e maus {(L/s) respondedores da Selecao IV, imunizados
com 5 x 108 eritrocitos de carneiro, dose Otima previamente es-
tabelecida (Biozzi. et &l 1971), apresentaram niveis sem&lhanteg

de .aglutininas.

A fim de verificar se este comportamento seria devi-
do d@s condigdes experimentais utilizadas, como dose do antigeno
€ tempo de determinacao dos anticorpos, foram realizados ensaios

variando—se esses elementos.

biferentes grupos de 10 camundongos das linhagens H/s
e L/s foram imunizados endovenosamente, com doses crescentes de
104 a 107 SE, em volume de 0,2 ml de salina. Os animais foram
sangrados aos 5, 8, 13 e 20 dias apbs a imunizacao, Os resulta-

dos constam da tabela I.




TABELA I - Cinética da resposta de aglutininas de camundongos da

Selegéo IV (linhagens H/s e L/s), contra doses crescen

tes de eritrocitos de carneiro (8SE).

Dose

TITULO DE AGLUTININAS (logz)*

LINHAGEM de Dias Apds a Imunizacgao
SE** 5 8 13 20 .
10% 2,44 + 1,13 2,44 + 1,00 1,11 +0,33 1,78 + 0,67
10° 2,56 + 2,30 3,89 +2,09 2,5 + 1,67 2,78 + 1,20
H/s
10° 2,11 + 1,27 5,67 +0,8 3,22 +1,99 2,33 + 1,50
10 5,90 + 1,60 6,40 + 0,70 4,80 + 2,39 4,20 + 2,35
10% 2,25+ 1,16 2,88 + 1,25 2,38 + 1,06 2,13 + 0,64
10° 2,88 + 0,99 2,88+ 1,13 3,00 + 1,41 2,88 + 1,36
L/s
10° 3,66 +1,30 4,50 + 1,93 4,25 + 2,12 3,63 + 1,77
10 5,88 + 1,13 4,63+ 1,41 5,13 +2,59 5,25 + 3,33

* Média do titulo de aglutininas de 10 animais por grupo.

**Uma Gnica injegao intravenosa, no volume de 0,2 ml.
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FIGURA 1 - Resposta maxima de aglutininas contra doses cres-

centes de eritrdecitos de carneiro dos camundongos

das linhagens H/s e L/s.
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A figura 1 mostra as curvas de resposta maxima das li-
nhageﬁs H/s e L/s contra as diferentes doses, indicando um compor
tamento semelhante destas duas linhagens contra as doses de lO4 a

107 eritrocitos.

Afastada a possibilidade das condi¢oes experimentais
estarem interferindo no comportamento das linhagens H/s e /s em
relagao a SE, foi entao iniciada uma nova selecao de camundongos
contra eritrécitos heterdlogos (SE e HuE), tomando como FO uma po
pulagdo de segregantes F, (H/s X L/s, Selecao IV), obtidos confor

me descrito em material e métodos.

TII . 2 - Populacao inicial da Seleg50"¢cntra‘Eritrécitos Hetero-

logos.
II1.2.1 Geragao F,

122 camundongos, segregantes F2 de H/s x L/s, foram imu

o
nizados com 5 x 10° SE dose 8tima de imunizagao (Biozzi et al, 1971).
0s titulos de aglutininas foram determinados 5 e 14 dias apbs a i-

munizagao.

A figura 2 ilustra a distribuicao de frequéncia dos ti-
tulos maximos de aglutininas da populacao e as respostas maximas

individuais da geragao F,
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O0s titulos de aglutininas da populacao Fy se distribul
ram no intervalo de 3 a 12 log2 (X = 7,9Bi1,64 Vv=2,7). Os wvalores
da variancia (V) nos indicam uma heterogeneéidade da resposta dos

animais a eritrdcitos de carneiro, possibilitando a escolha dos a

nimais com fendtipos extremos.

Dezessels dias apbs a imunizagao com SE, esses mesmos
animais receberam 2 injecoes intraperitoneais, com 8 dias de inter
valo, de Salmonella typhimurium (3,3 x 10° germes, dose Otima de
imunizacado). Os animais foram sangrados 13 dias apbs a Gltima ino

culagao.

A resposta aos antigenos de Salmonella (f e s) foi acom
panhada durante todo processo seletivo, nao sendo levada em consi-
deracao na escolha dos animais com fendtipos extremos, que constitu

- »
iram os cruzamentos seletivos.

A distribuicao de frequéncia dos titulos de aglutininas
contra os antigenos flagelar e somdtico de Salmonella typhimurium
da populacao For e as resposta individuais estao representadas nas

figuras 3 e 4 respectivamente.

Os titulos de aglutininas da populacao F, se distribui-~

ram no intervalo de 7 a 14 log2 (X=10,734£1,29 V=1,70), para o an

tigeno f,e de 4 & 1Z log? (X= 7,8821,87 v=3,81), para o antigeno s.
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III.2.2 - Avaliacao da resposta de aglutininas contra eritrdcitos

. crpt geracie b
humanos do tipo A Rh", na -geracao E,.

A populagao Fl, resultante dos cruzamentos seletivos da

geragao F_ da Selegdo contra Eritrdcitos Heterdlogos, constituida

0
de 114 camundongos (72 da linhagem boa (H/hte) e 42 da linhagem méa
(L/hte) respondedoras), foi imunizada com 108 HuE (dose Otima de i-

munizagao. Os animais foram sangrados 5 e 14 dias apds a imunizagao

e as aglutininas determinadas por microhemaglutinacao.

0 titulo médio de aglutininas anti HuE foi de 7,84 logz

para a linhagem boa produtora e de 7,04 para a linhagem ma produto

ra (0,1 <P ¢ 0,05).

A alternancia de antigenos durante o processo seletivo
& necessaria, para evitar a interferéncia dos anticorpos maternos
transferidos passivamente. Entretanto, para gue os dados obtidos
nas vdrias geragOes possam ser comparados, & necessario que haja

uma equivaléncia de resposta aos dois antigenos.

Para essa verificagao, a avaliacadc da resposta inicial

contra HuE foi feita pela anidlise dos resultados combinados das

duas linhagens (H/hte e L/hte), da geracao Fl‘
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A distribuigao de frequéncia dos titulos de aglutini-
nas da populagao total Fl (H/hte + L/hte) e as respostas individu
ais,constam da figura 5. Os titulos de aglutininas se distribui-

ram no intervalo de 2 a 11 log, (X = 7,55%1,92 V=2,65).

IIT.3 - Divergéncia entre as linhagens produzidas-pelos acasalamen

tos seletivos contra eritrOcitos heterdlogos.

A separacao das linhagens produzidas pelos acasalamen
tos seletivos de animais bons e maus produtores de anticorpos, con
tra eritrdcitos heterblogos (SE e HuE), estd representada na figu-
ra 6, onde se expressam as médias dos titulos miximos de aglutini-

nas de cada uma das linhagens, nas cinco geragoes estudadas.

O efeito de selecdo j& & evidente em F,, e torna-se
altamente significante a partir de FZ' onde a diferenca entre as
linhagens & de 2,41 1og2, apresentando pequenas variagoes nas de-

mais geragoes até Fe.

Na tabela II estao representados os valores médios
dos titulos de aglutininas (lagz) nas geracoes sucessivas (Fl a

FS).
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Média dos titulos méximos de aglutininas em cin-
co geracbes consecutivas de acasalamento seleti
vo para boa(H) e md (L) resposta contra doses O-
timas de SE (geracoes pares) e Hub (aeracoes 1m-
r 40,001

pares. a partir de 5.




TABELA II - Valores médios dos titulos de aglutininas das linha-
gens boa (H/hte) e ma& (L/hte) produtoras de anticor-
pos, contra eritrdcitos heterdlogos (SE e HuE) {1og2)

TITULOS MEDIOS

Nivel
GERAGAOQ * _ _ de
H/hte L/hte XH - XL Significancia
Fl 7,84 7,04 0,80 0,1<P<¢0,05
F2 9,07 6,66 2,41 <0,001
Fa 8,59 6,26 2,33 <0,001
F4 9,57 7,33 2,24 <0,001
FS 9,12 6,21 2,91 <0,001

* As geragoes pares foram imunizadas com eritrdcitos de carneiro, e

~ . . . s . ' +
as geragoes impares foram imunizadas com eritrdcitos humanos A Rh
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Uma pequena superioridade na resposta da fémeas foi ve
rificada, porém, este efeito foi corrigido usando como média final

a média aritmética dos valores médios dos machos e das fémeas.

III.3.1 - Geragao F,

A geragao F,, constituida de 93 camundongos (39 H/hte

4!
e 54 L/hte), foi imunizada com eritrocitos de carneiro. A distribui
cao de frequéncia dos titulos maximos de aglutininas para as linha-

gens H e L, esta representada na-figura 7.

Os titulos de aglutininas distribuiram-se no intervalo
de 5 a 11 log, (X= 7,33+1,54) na linhagem L/hte, e de 7 a 12 log,
(¥X= 9,57+ 1,18) na linhagem H/hte. A diferenca entre as linhagens

foi de 2,24 1og2.

Esses animais foram também imunizados com Salmonella
typhimurium, 16 dias apO0s a imunizagao com SE. A distribuicao de
frequéncia dos titulos de aglutininas nas duas linhagens, contra os
antigenos f e s de Salmonella, estd representada nas figuras 8 e 9

respectivamente.

Os titulos de aglutininas das linhagens H e L distri-
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racao F4 }, imunizadas com eritrocitos de car

neiro.
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aglutininas das linhagens H/hte e L/hte
(geracao F,) contra o antigeno s de

Salmonella typhimurium.
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buiram-se no intervalo de 6 a 10 log, (X=8,7240,80, linhagem H), e

7 a 10 log, (X =8,28+ 1,04, linhagem L) para o antigeno f.

Os titulos de aglutininas para o antigenoc s se distri
buiram no intervalo de 5 a 12 log, (X=8,07+1,50, linhagen H), e de

6 a 12 log, (X= 8,26+1,55, linhagem L).

A diferenga de resposta-entre as linhagens H/hte e

L/hte, para os dois antigenos (f e s), nio foi significante.

III.3.2 - Geracgao Fe

Constituida de 143 camundongos (90 H/hte e 53 L/hte),
a geragao Fe foi imunizada com eritrScitos humanos. A distribuicao
de frequéncia dos titulos méximos de aglutininas, para as duas li-

nhagens, esta representada na figqura 10,

Os titulos de aglutininas distribufram-se no interva-
lo de 5 a 12 log, (X =9,12#1,34) na linhagem H/hte, e de 2 a 10 log,
(X= 6,21+1,61) na linhagem L/hte. A diferenga entre as linhagens foi

de 2,91 log,.
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FIGURA 10 - Distribuicdo de frequéncia dos titulos méximos

de aglutininas das linhagens H/hte e L/hte (ge

ragao FS), imunizadas com eritrdcitos humano.




IIT. 4 - Calculo da herdabilidade

0 calculo da herdabilidade (hz) & dado pela razao en-
tre os valores acumulados da Resposta de Selecao: (B] e do Diferen

cial de Selecao (S), obtidos nas geragoes sucessivas (h2= R/S).

Uma vez que eritrbcitos de carneiro e humanos foram al
ternados en cada geracgao, esse célculo s& pode ser feito se os dois
antigenos produzirem, no camundongo, resposta equivalentes de anti-

COrpos.

A comparacao da resposta da populagao inicial, imuni-
zada com SE, com a resposta da populagao semelhante (soma de bons e
maus respondedores da Fl)' imunizada com HuE {itens I1IT.2.1 e III,
2.2}, mostrou equivaléncia da resposta aos dois antigenos. O mes-
mo fato ocorreu durante o processo seletivo, demonstrado pela com
paracao das respostas de aglutininas das geracoes pares (imuniza-
das com SE), com a das geragoes impares (imunizadas com ﬁuE). Os

dados obtidos estao resumidos na tabela  ITT.

Em todas as populagOes comparadas, o valor da razao
3 proéximo de 1, portanto, os dois eritrdcitos usados produzem res

postas equivalentes de aglutininas tanto em camundongos normais,



TABELA III - Equivaléncia na resposta de aglutininas contra eri-

trocitos de carneiro e humano, nas cinco geragces

estudadas.

NQ X dos Titulos
de — -
CAMUNDONGOS Animais Antigeno log2 XSE/XHuE
Populagao Inicial
F0 122 SE 7,98 + 1,64
1,06
Pop. Equivalente
Fl 114 HuE 7,55 + 1,77
Linhagem H
F2 + F4 84 SE 9,30 + 1,61
1,06
F, + Fg ) 139 HuE 8,78 + 1,71
Linhagem L
F2 + F4 98 SE 7,02 + 1,31
1,13
F3 + FS 100 HUE 6,23 + 1,61

K
X = 1,08 + 0,05

* Valor médioc das compara¢oes, nas varias populacoes.
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como em camundongos selecionados, durante as diversas geragoes.

0Os resultados obtidos nas geragées sucessivas puderam,
portanto, ser diretamente comparados sem correcgao, e acumulados,

para o calculo de R, S e hz.

A tabela IV expressa os dados detalhados das 6 gera-
goes estudadas; valores médios, desvios padrao e a média pondera-

da dos pais selecionados em cada geragao.

O calculo da herdabilidade (hz),nas linhagens isola-
das, estd sujeito a flutuacoes erriticas dos titulos, que ocorrem
paralelamente nas linhagens H e L (figura 6), sendo por isso o h
calculado a partir da divergéncia entre as linhagens um dado mais

confiavel.
Na tabela V, R e S sao calculados na divergéncia en
tre as linhagens, pela adigao dos valores acumulados de R e S ob-

tidos nas geracgoes correspondentes, das linhagens H/hte e L/hte.

Na figura lla, gue relaciona os valores de R acumula=~

dos e as geragoes, a inclinacdo da reta mede a divergéncia mddia
das linhagens por geracgao (RG), que foi causada pelo diferencial

de selecao médio por geragao (SG), figura 11b. A inclinacaoc da re

gressao linear dos quadrados minimos dos valores acumulados de R
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sobre o de S, &€ a melhor medida da herdabilidade, constatada nas

cinco geragoes de acasalamentos seletivos: h2 = 0,19, figura 1llc.
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TABELA V - Calculo da herdabilidade (hz) atravées da divergéncia

entre as linhagens H/hte e

Eritrbcitos Heterdlogos.

L/hte da Selecao contra

S R
GERACEO ACUMULADO ACUMULADO h? ¥ h
Fq 4,43 0,8 0,18
F, 7,03 2,41 0,34
jrel
<
o
Fy 9,12 2,33 0,26 +1
=1
o
o
F, 10,99 2,24 0,20
¥ 13,25 2,91 0,22
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5 SG = 2,16
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FIGURA 11 - Cilculo da resposta a selecao acumulada(R) e do

diferencial de selecao(8) a partir da divergén-
cia interlinhagens, durante 5 geracoes de acasa
mentos seletivos. A herdabilidade média(hz) é
caleculada pela regressac de R acumulado/ 5 acumu-

tado. 1 = Coeficiente de correlacao.
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III.5 - Correlacao entre as respostas dos camundongos da Selecdo

contra Eritrbcitos Heterdlogos, contra os antigenos SE e

antigenos f e s de Salmenella typhimurium.

Os camundongos das geragoes pares da Selegdo contra Eri
trocitos Heterdlogos foram imunizados com SE e Salmonella typhimu
rium, sendo determinado o titulo individual de anticorpos para ca

da antigeno.

0 grau de associacao entre as respostas anti-SE x anti-

s, anti-SE x anti f e anti~-s x anti-f foi determinado, através do
coeficiente de correlacao linear. Os valores encontrados estao re

presentados na tabela VI.

Nenhuma correlagao foi encontrada entre a resposta aos
antigenos f e s de Salmonella e SE, enquanto gue nas respostas
acs antigenos f e s de Salmonella foi verificada uma correlagao

constante.
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III.6 - Resposta dos camundongos das linhagens H/hte e L/hte con-

tra antigenos ndao relacionados com os de selecao.

Camundongos da geragéo F4 foram divididos em grupos, e
imunizados com gamaglobulina bovina (grupo A}, gamaglobulina de
coelho (grupo B), eritrdcitos de pombo (grupoc C) e eritrdcitos

de galinha (grupo D).

Esses mesmos antigenos foram anteriormente testados em
camundongos da geracao Foor Selecao IV, o que nos permitiu fazer
uma analise comparativa entre os nossos resultados e aqueles ob-
tidos na geracao F,, da Selegao IV, Para comparagao, os animais
da Selecao IV foram divididos nos grupos A', B',C' e D', confor-
me imunizaqéo com BGGE, RGG, PE e CE respectivamente. Oz dados og

tidos estao representados na tabela VII.

Os animais dos grupos A, B e C foram imunizados poste-
riormente com SE (16 dias apds a iltima inoculacao de BGG, RGG
ou PE), e Salmonella typhimurium (16 dias apos a inoculagac com
SE). A correlacido entre as respostas individuais, apresentada aos

varios antigenos, foi calculada. (tabela VIII).




TABELA VII - Resposta dos animais das linhagens H/hte e L/hte (Sele-

cao contra eritrbcitos heterdlogos,geracao Fy), e dos a
nimais das linhagens H/s e L/s {(Selecac IV,geracao F22)

contra. antigenos nao relacionados com os de selecgao.

NQ de Tit. de Aglut. .
ANTIGENO GRUPO LINHAGEM  ANTMAIS X XH - XL P
H/hte 10 5,6+1,8
A 0,2 N.S.
L/hte 10 5,4+2,5
BGG
H/S 12 6,7+1,7
A’ 3,1 <0,001
L/s 12 3,6+0,8
H/hte 10 12,9+1,8
B 1,9 0,01<pP<0,02
L/hte 10 10,9+0,7
RCG
H/s 14 3,6+3,3
B! -6,4 {0,001
L/s 14 10,0+1,9
H/hte 10 13,9+0,8
ol 4,6 {0,001
L/hte 10 9,1+1,4
PE
H/s 14 10,4+1,6
ok 1,5 0,01¢P¢0,02
L/s 14 8,9+1,3
H/hte 25 7,6+1,4
D 1,8 £0,001
L/hte 17 5,8+1,3
CE
H/s 14 7,4+1,0
D' 0,5 N.S.
L/s 14 6,9+1,4

* Nivel de Significancia




*eTOUROTITUBTS 8P T@AIN = d

*oqueoTITUbTS CBN = °*S°N
ropdeutioul = q
*opdeTaIIco Sp SIUSTOTINCD = I

‘SN 1¢°'0- Zv' 0~ T00'02 ze€'T €L°0 ad 8T 9]
*S°N T1‘0 Z1'0 s0‘02d>T'0 8Y‘0 L¥'0 5949 LT g
*S°N zZo‘0 10’0 "STN 1Z'0 IT'0 HHd 61 v
d q I d q x MYIDINI SODNOANAWYD odnyn
umgaruiydfiz vlpeuouios  S-T3uR HS-T3UY ONADTINY ap &N

SIVAQIAIANI SYLSOdSHY S¥ WOD OYIYTANIO0D

runianurydfis v]]ouUOWIDS BP 8 ousbrzur tTiue 8 HS-TIUER seysodsax se wod ‘d4d °

oog ‘oHo¥ sousbljue sov 83Yy/T @ 53Y4/H sobuopunued sOp seasodsax sep oedeTaaI0D - IIIA VIILVL




IV - DISCUSSZAOD

Em todas as selegOes genéticas bidirecionais de camundon
gos. obtidas de acordo com a quantidade de anticorpo produzida con-
tra antigenos naturais complexos, descritas até o momento, indepen
dentemente do nimero de geragOes requeridas para a obtencao da ho-
mozigose e do numero de loci selecionados, a diferenca miaxima de
resposta entre as linhagens boas e mas respondedoras esteve sempre
ao redor de 6 a 8 1og2 para os antigenos selecionadores (Biozzi et

al, 1979).

Os processos seletivos, no entanto, afetaram diferente-
mente o controle genético inespecifico da resposta imune, isto &,
a intensidade da resposta das linhagens selecionadas contra anti-
genos nao relacionados com aqueles de selegao. A intensidade e a
amplitude do efeito inespecifico variou nas diferentes selecgoes,
e aparentemente fol proporcional ao nimerc de loci envolvidos na

selecao.

Assim, nas Selegbes I e III, onde o niimero de loci sele

cionados foi de 10 e 6 respectivamente, o efeito inespecifico foi




muito grande na Selecao IV, com 3 loci selecionados, o efeito foi
menor, enquanto na Selecao V, com 2 loci enveolvidog, este efeito

foi bastante restrito (Biozzi et al, 1979; Biozzi et al, 1980).

Fazendo uma analise comparativa dos resultades da Selegao
I (selegao contra eritrdcitos de carneiro e pombo) com os resulta-
dos da Selegao IV (Selegac contra antigeno somdtico de Salmonellae) ve
rificamos que, a Selegao I estd bastante separada para os antigenos
f e s de Salmonellae, enquanto a Selecao IV nio esta separada para
eritrécitos de carneiro (Siqueira et al, 1977; Sant'Anna et al,

1979).

Aparentemente, a pressdo seletiva atuante na Selecao I
comprometeu um lote de genes envolvidos na resposta anti-eritrdci-
tos de carneiro e anti-antigenos s e f de Salmonellae, assim como
a resposta a outros numerosos antigenos, enguanto que o lote de ge-
nes comprometidos pela Selegao IV, envolvidos na resposta anti-an-
tigenos s e f de Salmonellae, apresenta envolvimento parcial na res
posta a alguns dos antigenos testados, porém nao atua na resposta

anti-eritrdcitos de carneiro.

A analise genética da resposta dos hibridos Fl' dos segre
gantes F2 e retrocruzamentos das linhagens boas e mas respondedoras
das Selecoes I, III e IV permitiu a determinacao do nimero de genes
envolvidos na resposta secundaria anti-f e anti-s de Salmonellae e
na resposta primaria anti-eritrdcitos de carneiro. Os resul-

tadeos  constam da  tabela seqguinte, elaborada a partir dos tra
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balhos de, Biozzi et.al, 1979, Sant'Anna et al;:..1979 e Ferreira, :

1879.
RESPOSTA SECUNDARTA  RESPOSTA SECUNDARIA RESPOSTA PRIMARTA
Anti-f Anti-s Anti-SE
SELECAD Salmonellae Salmonellae
X - XL no de Loci X - XL no de Ioci X - XL n@ de Loci
T 4,13 2,6 3,31 0,6 7,83 10,1
i1 {s,23 6,1 5,89 2,6 3,30 N.A.
v 6,51 2,0 6,52 3,0 -(,50 N.A.

* Estimativa do n@ de loci calculada a partir da analise de F, e dos retrocruza-
mentos.
N.A. Nao analisados

[::::] Antigeno de selegao

As linhagens boas e mas respondedoras das SelegCes III e
IV mostraram o mesmo grau de separagao, para os antigenos de selegdo
(f ou s) e para os antigenos associados (s ou f), durante todo o pro
cesso seletivo. A analise genética dos hibridos, entretanto, mostrou
que o niimero de loci,envolvidos na resposta anti-s, foi cerca de 3
nas Selegoes III e IV, enquanto que para a resposta anti-f, 2 loci
na Selegao IV foram suficientes para produzir a diferenca mixima
H - L. Na Selegao III, no entanto, foi calculado, em relacdo i res-

posta anti - £, um nimerc total de 6 loci selecionados; aparentemen-
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te, 2 loci comuns ds Selegbes III e IV, sdo muito importantes para
a resposta anti-f. Os loci suplementares presentes na Selegcao III
além de participarem na resposta anti-f, podem estar também envol
vidos com a resposta diversificada da Selecao III, para uma gama
muito ampla de antigenos nao relacionados aos de selegao (Biozzi
et al, 1979; Sant'Anna et al, 1979). Esses mesmos loci, aparente-
mente nao aumentaram a diferenga H - L na Selegao III, talvez devi
do a uma agao homeostdtica entre os genes envolvidos, mas contri-
buiram para a maior homogeneidade destas linhagens, em relagao as
respostas anti-f e anti-s de Salmonellae, como indica a tabela se—
guinte, que resume as variancias obtidas nas linhagens, hibridos e

segregantes (Ferreira, 1979).

Variancia da Resposta Varidncia da Resposta
LINHAGEM Secundaria anti-f Secundaria anti-s
Selecao III  Selecio IV Selecao III  Selecio IV
H 0,55] 0,71 0,66 1,13
L 0,62 0,91 1,38 i,53
Fl 0,43 0,74 0,94 0,82
F
2 1,37 2,20 2,40 2,92
Ne de Genes 6,1 2,0 2,6 3,1

[:IAntﬁ}axade Selegdo

As diferencas ebtre as varidncias das SelecSes III e 1V, nas respostas anti~f,
foram estatisticamente significantes, enquanto que nas respostas anti-s ndo o

foram, exceto para a linhagem H, onde a Selecao ITII apresenta maior homogenaida-

de.
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As variancias das respostas anti-s foram iguais nos a-
nimais provenientes das Seleg¢Oes III e IV, indicando que os 3 loci
que atuam nessa resposta, sao comuns as duas selecgdes. A Selecao I
teve 2,6 loci envolvidos na resposta anti-f, mas, aparentemente,
nao ha identidade completa entre esses loci e os envolvidos nas
Selecoes III e IV, uma vez que a diferenca de comportamento entre
as linhagens H e L da Seleg¢ao I, foi menor. Por outro lado, em re-
lagao a resposta anti-s, o locus envolvido, parece ser muito impor
tante para esta resposta, sendo suficiente para promover um efeito
inespecifico de cerca de 50% (H~L = 3,31), na Selecao I (Biozzi et
al,1979)

A resposta da Selegao IV ao antigeno f, no entanto, mos
trou-se mais heterogénea do que a da Selegéo I1I (variancias signi
ficantemente maiores da IV), tanto nas linhagens como nos hibridos
Fl e nos segregantes Fz, indicando que, ao nivel destes outros ge-
nes envolvidos na Selegao III (provavelmente 3 ou 4), as linhagens

da Selecao IV sao ainda heterogéneas (Ferreira, 1979).

A Selegao IV apresentou um efeito inespecifico total em
relagcao a Salmonella anatum (ndo relacionada com os antigenos de
selegéo), e a conjugados DNP-Salmonella, e um efeito inespecifico
muito restrito a outros antigenos ndo relacionados. Portanto, nes
ta selegao, os 3 loci envolvidos na resposta anti antigeno s de
Salmonellae, devem ser primordiais para a resposta contra os anti

genos de Salmonellae, mas aparentemente, nac atuam na resposta an




ti eritrbcitos de carneiro.

Nossa primeira preocupacgao seria, portanto, verificar
a possibilidade de separar linhagens boas e mas respondedoras con
tra eritrdecitos de carneiro, a partir de segregantes FZ entre as
linhagens H e L da Selecao IV. A fim de se evitar, durante o pro
cesso seletivo, a interferéncia de anticorpos maternos transferi-
dos passivamente & progénie, foram usados, alternadamente nas va--
rias geracdes, eritrdcitos de carneiro e eritrdcitos humanos do
tipo A'Rh+, antigeno para o gqual a resposta das 'linhagens da Se-

lecdo IV & também semelhante.

Realmente, o sucesso desta selegao mostrou que os ale-
los de efeito "bom" e "mau", na resposta quantitativa de anticor
pos anti-SE, estavam distribuidos aleatoriamente nas linhagens
H/s e L/s. A andlise da resposta a Salmonella, durante o proces-
so seletivo contra eritrdcitos heterdlogos, mostrou auséncia de
correlacao entre ambas as respostas, evidenciando que os genes en
volvidos nesta selegdo, nado tiveram influéncia sobre a intensida-

de da resposta contra os antigenos de Salmonella.

0 ganho médio por geragao (RG), nas novas linhagens se
lecionadas, foi de 0,4, e a herdabilidade média (hz) do carater
investigado, medido através da divergéncia entre as linhagens das

cinco gexagées estudadas, foi de 0,24+0,05, Esses valores sao muil
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to semelhantes aos encontrados nas outras selegoes de camundongos,

analisadas até o momento.

Um calculo preliminar do nimero de 10ci.sé1ecionados
neste processo pode ser estimado, a partir dos valores da variancia
da populag¢do inicial (VFy), da herdabilidade média realizada{hz) e
da separagao entre as linhagens (RT), pela seguinte equacgao

(Falconer , 1960):

(1/2 RT)?2

= 1,64
2(VEF, x h?)

Por esse cdlculo preliminar, podemos adnitir que até o
momento, a Selecgao contra Eritrécitos Heterblogos operou em alelos
localizados em 1 a 2 loci, importantes para a resposta anti eritré

citos de carneiro e humanos.

O estudo destas linhagens, agora selecionadas, contra ou
tros antigenos ndo relacionados com os de selegao, demonstrou que
este pequeno nimero de loci, Seguramente atua na resposta anti eri-
trocitos de pombo e galinha e aparentemente a RGG, como demonstram
as resultados da correlagi@o entre as respostas a estes antigenos e
SE (Tabela VIII). Estes mesmos genes, entretanto, nao tem efeito s0
bre a resposta aos antigenos f e s de Salmonella e BGG, n3o havendo
correlacac entre essas respostas e a resposta a SE (Tabelas VI e

VIII).




Nossos resultados, portanto, sao a primeira confirmacgao
de que os genes do controle genético inespecifico atuam quantita-
tiva e qualitativamente diferente, na resposta aos varios antige-

nos.

As pressoes de selecao aparentemente conduzem, primor-
dialmente, 3 selegdo de genes inespecificos essenciais a respos-
ta diferencial de bons e maus respondedores de anticorpos. ao an-
tigeno de selegdo, ou a familias de antigenos correlacionados. Es-
sas familias de antigenos, capazes de exercer pressoes seletivas
semelhantes, teriam como caracteristicas, serem controladas gene~-
ticamente pelo mesmo lote de genes inespecificos. Esse controle nao
implicaria em que os componentes de uma mesma familia de antigenos
tivessem necessariamente semelhanca antfgénica ou estrutural, mas
gue dependessem de fatorés comuns durante seu processamento e for-
macao dos seus respectivos anticorpos. A intensidade do efeito ines
pecifico, - assim ird dépender em cada selecido nao sd:.do ni
mero de loci envolvido, como também da importancia destes, na res-

posta a outros antigenos nao relacionados.




V - RESUMO E CONCLUSOES

1 - As linhagens H/s e L/s, obtidas usando como carater selecio-
nador a resposta elevada ou baixa contra antigeno s de Sal-
monellae (Selecdo IV), nao se diferenciaram na resposta con-
tra eritrdcitos.de carneiro e humanos. Tomando como popula-
cao inicial segregantes F, entre as linhégens H/s e L/s, foi
possivel selecionar camundongos bons (H/hte) e maus (L/hte)
respondedores contra eritrdcitos de carneiro e humanos. Essas
novas linhagens, por sua vez, apresentaram respostas semelhan

tes contra antigenos de Salmonella.

2 - A andlise genética dos dados obtidos nas cinco geracoes estu-
dadas da Selec@o contra Eritrdcitos Heterdlogos (SE e HuE),
demonstrou que a separacac entre as linhagens vem se desenvol
vendo progressivamente. A "herdabilidade realizada" foi cerca
de 0,2; o ganho por geragdo 0,4; e a pressao de selegao 2,2 ,
valores muito semelhantes aos obtidos nas outras selegoes de
camundongos ja descritas (Biozzi et al, 197%). O nimero de
loci tornado homozigotos até o momento, foi cerca de 2, cal-
culado a partir da herdabilidade e da varidncia da populagao

inicial.




Os genes selecionados atuam também, na resposta contra eritrd-
citos de pombo e de galinha, e possivelmente na resposta a RGG,
porém, naoc tem nenhuma influéncia sobre a resposta contra os an
tigenos f e s de Salmonella e contra BGG. A intensidade do efei
to inespecifico, portanto, ira depender, em cada selecao, nao
s0 do niimero de loci envolvidos, como também da importancia des

tes, na resposta a cada um dos antigenos testados.

A pressao seletiva de um determinado antigeno, pode conduzir &
selecao de genes essenciais & resposta diferencial de He L a
este antigeno, ou a familia de antigenos, que seriam controla-

dos pelo mesmo lote génico.
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