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INTRODUCAO

As enzimas proteoliticas de microrganismos podem

mediar importantes eventos da interacao parasita-hospedei-

ro.  Evidencias desta participacio tem sido obtidas prin-
cipalmente com proteases de bactérias. TIendmenos de diges

tao de proteinas do hospedeiro, através de enzimas excreta-

das pelos microrganismos durante o processo infeccioso,

tem sido atribuides a colagenases do Clostnidium hystoli-

ticum e do Clostridium perdringens, assim como is quina-

ses derivadas de estafilococos e estreptococos (BIDWELL &

VAN HEYNINGEN, 1948; MAC LENNAN, 1962; TAGER & DRUMMCND,
1885).

0 envolvimento de proteases de microrganismos no

mecanismo de evasao a resposta imune do hospedeire tem sido

sugerida para algumas infecgbes, como por exemplo aquelas

causadas por Nedlssernia gonorrhoeae e Nedisseria meningi -



tidis, em que foi demonstrado a clivagem de um  anticorpo

bPresente em mucosas, a IgAl, POor proteases neutras destas

bactérias (PLAUT et alii, 1875).

Relacionado com os protozodrios, EISEN &  TALLAN
(1977) propuseram que proteaseg destes microrganismos pode-

riam participar no mecanismo de escape a resposta

imune
através de um processo denominado de fabulacao, observado
experimentalmente com Tetrahymena pyriformis. Este con-
sistiria na clivagem dos anticorpos ligados aos antigenos

de superficie do parasito, que por sua vez seriam reduzidos
a fragmentos tipo Fab como resultado da digestio enzimati-
ca, mas que ainda permaneceriam ligados aos protozoarios,
bloqueando uma agao posterior dos anticorpos circulantes ou

dos linfdcitos sensibilizados com o antigeno.

A infecgao por microrganismos induz reagdes inflaw
matdrias no hospedeiro, que envolvem a ativagao de sistemas

humorais como o sistema da coagulacdo, do complemento, fi-

brinolitico e o das cininas (FAUVE, 1980). Tstes sistemas

possuem a caracteristica comum de sepem acionados por neca-
nismos de reagoes em cadeia, com a participagao de enzimas

que s8o ativadas no decurso da reagdo (ANDERSON, . 1980

FAUVE, 1980),

Paralelamente & ativacdo destes sistemas humorais,
as células inflamat8rias recrutadas no sitio da lesac, par-

ticularmente os polimorfonucleares e os macrdfagos,  podem

liberar proteases nestas dreas de inflamagd3o, como por

exemplo elastases e colagenases (GULDSTEIN, 1976; BENACERRAF



& UNANUE, 18793 FAUVE, 1980).

A regulagdo do papel destas varias enzimas proteoc-
liticas enddgenas pode ser feito nos mamiferos por protei-
nas plasmaticas, com mobilidade eletroforética na regiao
das alfa-globulinas, coletivamente denominadas de inibido-
res plasmaticos de proteinases (HEIMBURGER, 1975;  LAURELL
& JEPPSSON, 1875; LASKOWSKI & KATO, 1980), Alguns destes
inibidores plasmidticos de proteinases também est3o presen-

tes nas membranas mucosas dos tratos respiratdrio e gastro-

intestinal (HEIMBURGER, 1975).

Pertencem a este grupo de inibidores plasmaticos
de proteinases, no homem, as seguintes proteinas: alfa,-ma
croglobulina, alfa,-antitripsina (também denominada de
alfalﬂinibidor de proteinases), antitrombina III, o inati-
vador de CI esterase, alfa,-antiquimotripsina, inter-alfa
inibidor de tripsina e alfa,-antiplasmina (HEIMBURGER,1975;
LAURELL & JEPPSSON, 1975; LASKOWSKI & KATO, 1980), Recen
temente este grupo fol aumentado com a inclusio de um novo
inibidor, com especificidade para tiol proteinases como Ffi-

cina e papaina, porém sem atividade sobre tiol proteinases

de bactérias como a clostripafna (SASAKI et alii, 1977,

RYLEY, 1979).

Alguns destes inibidores plasmiticos de proteina-
ses, além de inibirem eficientemente enzimas endogenas, sao
também capazes de inibir proteases exbgenas, tanto de opi-

gem bacteriana e vegetal como a subtilisina e a papaina res

pectivamente (SASAKI et alii, 197u).



No que se refere ao bloqueio da agdo de proteina-
ses oriundas de microrganismos, sao particularmente eficien
tes neste processo a alfa1~antitripsina e a alfazﬂmacroglo—
bulina, como demonstrado para as enzimas proteoliticas de
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilfis, Proteus vulga-
nis, Staphylococcus aureus e virias espécies de CLosLtri-
dium (HOCHSTRASSER et alii, 1973; WICHER & DOLOVICH, 1973;

KUEPPERS & BEARN, 1966; PAPKE et alii, 1978; SMITH &
LINDSLEY, 1938),

Na Doenga de Chagas tem sido veprificado que a en-
fermidade se caracteriza fundamentalmente por reagoes infla
matorias no hospedeiro vertebrado, provocadas pelo Taypa-

nosoma cruzi (ANDRADE & ANDRADE, 1979). Tais lesces tem

sido verificadas tanto na fase aguda da doenga, que se

caracteriza por intensa multiplicacdo parasitaria intrace-
lular em diferentes cé€lulas, como pov exemplo células cap~

dfacas, macrofagos, c€lulas esqueléticas e lisas, como tam-

bém estao presentes, apesar de que menos intensamente,

na
fase cronica, especialmente na forma clinica com comprome
timento do mioc@rdio (ANDRADE & ANDRADE, 197§).

Diversos pesquisadores tem tentado esclapecer a
fisiopatogenia destas lesdes inflamatdrias no decurso da

Tripanosomiase Americana, surgindo como possiveis candida-
tos fatores sollveis liberados do Trypanosoma chuzd  duran
te o ciclo intracelular, que saoc expostos ac microambiente
apds a rotura das c€lulas parasitadas (ANDRADE &  ANDRADE,
1879), assim como tem sido sugerido que estas lesdes possam

ser mediadas por mecanismos imunoldgicos (RIBEIRC DOS



SANTOS, 1877; TEIXEIRA, 1978).

Enzimas proteoliticas em lisados de formas de
cultura do Taypanosoma cruzi tem sido demonstradas por
diferentes pesquisadores (REPKA et alii, 1972; ITOW & CA-

MARGO, 1977; RANGEL et alii, 1977; BONGERTZ &  HUNGERER,
1678).

Recentemente RANGEL et alii (1981) isolaram uma

proteinase de lisados de epimastigotas do Taypanosoma chu-
z{, que € capaz de hidrolisar a hemoglobina em pH  &cido,
assim como a caseina e a hemoglobina em pH neutro. Verifi
caram também estes pesquisadores que esta proteinase esta
presente na superficie das formas tripomastigotas e amasti-

gotas do T. cauzi, conforme os resultados obtidos com a

realizagao das técnicas de imunofluorescéncia e

imunopero-
xidase usando estas formas do Protozoaric como antigenos
e o antissoro monoespecifico para a enzima. Além disto,as

andlises realizadas com microscopia eletrdénica, usando cop-

tes de coragaoc de camundongos infectados com T. chuzd e a

técnica de imunoperoxidase, demonstraranm que, ocasionalmen-

te, a proteinase podia ser encontrada em algumas células
estruturalmente desorganizadas, proximas acs ninhos de amas

tigotas (RANGEL et alii, 1981).

Estudos preliminares efetuados com esta proteinase
revelaram que a pré-incubagdo da enzima com soros normais,
humanos ou de camundongos, resultava em inibicio da ativida
de proteolitica em pH neutro. Contudo, esta atividade

inibitdéria paveceu estar diminuida nos soros oriundos de



individuos e de camundongos infectados com o T. chuzd

(BELLUCCL, 1978; RANGEL et alii, 1980),

E conhecido, ha algum tempo, que pacientes portado
res da Doenga de Chagas apresentam alteracGes nos niveis
s€ricos de alfa-globulinas, determinados através da técnica
de eletroforese (PINTO & FALCAO, 1958; CHATTAS et alii,
1958 e 1959; SALUM et alii, 1959), Estas alteragoes tam~
bém estdo presentes nos soros de camundongos infectados com
o T. cruzd, conforme demonstrado recentemente por SALATA
& RANGEL (1980) que verificaram o consumo de uma alfa~globu
lina sérica nestes animais durante a doenga, revelado  por
imunceletroforese cruzada.

A alteragac dos niveis séricos das alfa-globulinas
durante a Doenga de Chagas e a diminuigdo da atividade ini-
bitéria sobre a proteinase do T. cruzi{ verificada com os
soros chagdsicos podem sugerir o envolvimento dos inibido-
res plasmaticos de proteinases durante a Tripanosomiase Ame
ricana. Tal suposigdo deriva do fato de que algumas des-
tas proteinas que apresentam mobilidade eletrofordtica na
regiao das alfa-globulinas s3o responsaveis pela atividade
inibitdria do soro frente as enzimas proteoliticas, cor-
respondem a cerca de 10% da concentragao das protelnas séri

cas totais, além de estarem envolvidas em procescs inflama-

torios (HEIMBURGER, 1975; LAURELL & JEPPSSON, 1975).,

As informagOes existentes até o momento sobre enzi
mas proteoliticas do Taypanosoma cruzi tem sido apenas de

cardter descritivo, nio se conhecendo ainda, exatamente, o



significado bioldgico destes achados. HUTT et alii (1973)
propuseram que enzimas do T. cauzi poderiam participar
ativamente na fisiopatogenia da lesio tecidual verificada

na Doenga de Chagas e mais recentemente KRETTLI & EISEN
(18980) levantaram a possibilidade de que enzimas proteoliti
cas do parasito poderiam estar envolvidas no mecanismo de

evasao a resposta imune do hospedeiro através do processo

de fabulagio.

A ocorrencia da proteinase do T. ecruzi na super-
ficie das formas sanguicolas e teciduais de diferentes ce-

pas do protozodric (RANGEL et alii, 1981), assim como a

sua agao sobre IgG humana (GOMES et alii, 1981), constituem
dados que sugerem uma possivel participagac desta enzima na
interagao parasita-hospedeiro durante a Tripanosomiase Ame-
ricana. Contudo, as evidéncias experimentais sobre a par-

ticipagao da proteinase em qualquer um destes mecanismos

propostos ainda sao escassas, e consequentemente varias
questdes precisam serp respondidas para que esta hipdtese

possa ser definitivamente formulada.

No presente trabalho consideramos a hipdtese de

que a atividade da proteinase do Thypanosoma cruzi no hog

pedeiro vertebrado pudesse ser limitada ou bloqueada por

inibidores plasmaticos de proteases enddgenas. Desta fop-

ma, propusemo-nos a investigar:

l. se os inibidores plasmiticos humanos epram

capazes de neutralizar a atividade da proteinase do T. chu

b



2. se os soros de pacientes chagasicos eram

ca
pazes de inibir a atividade da proteinase do T. cruzi na
mesma extensac que oS SOY0S normais.

3. se os niveis séricos dos inibidores da pro-

teinase do T. chuzi{, em pacientes com a Doenga de Chagas

cronica, estavam alterados.




MATERIAL E METODOS

1. Proteinase do Taypanosoma cruzi

Para a obtengao da proteinase do 7. chuzi foi
utilizada a metodologia preconizada por RANGEL et alii
(1981). Formas de cultivo da cepa Y do protozoirio (SILVA
& NUSSENWEIG, 1953) em meio LIT (FERNANDES & CASTELLANT,
1966) durante 7 diags a 28?C, foram lavadas 3 vezeg com solu
¢do gelada de NaCl 0.15 M. Alfquotas de 1 ml da suspensao
de parasitos, contendo 5 X 108 formas/ml, foram lisadas pe-
la adigdo de 9 ml de agua destilada e liofilizadas. Por-
¢oes de 0,5 g deste material foram delipidadas através de
tratamentos com 50 ml de acetona (2 vezes), mistura aceto-
na-éter (1 vez) e de éter (2 vezes). O material delipida-
do foi suspenso em 50 ml de solugdo gelada de NaCl 0.15 M e
dei#ado em repouso em banho de geélo durante 10 minutos para

a obtengao da fragdo soldvel (FS), que posteriormente  foi
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separada de residuos particulados através de centrifugacao

a 3020 x g a 5°C por 30 minutos.

Un litro da fragao soldvel, com pH ajustadoc

para 4.5 através da adigdo de HCl 0.1 N e livre de precipi-
tado por centrifugagao (15 minutos a 3020 x g, a 5°C), foi
transferido para um banho gelado a -20°C seguindo-se a pre-

cipitagio da proteinase através da adigdo lenta de 4 litros
de acetona, sob agitagac constante. A mistura foi deixada
em repouso por 18 horas no banho refrigerado e centrifugada
a 3020 x g, a -15°C, durante 15 minutos. O sedimento obti
do foi ressuspenso em 50 ml de NaCl 0.15 M, dialisado con=
tra 5 litros de agua destilada durante 18 horas a 4°C e cen
trifugado para a eliminacao de residuos insoliveis. Esta

fragao, obtida apds a precipitagao com a acetona, contém em

média 66% da atividade caseinolitica original.
2. Soros humanos

2.1 - Soros humanos normais

Foram obtidos de individuos aparentemente
sadios, com sorclogia negativa para doenga de Chagas. Os
sangues destes individuos foram coletados por pungac veno-
sa, deixados coagular a temperatura ambiente, e os SOroOs
obtidos centrifugados por 15 minutos a 270 x g a 0°C.  Es-
tes soros foram congelados e mantidos a -ZOfC até o momento

de sua utilizagao.
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2.2 - Soros de pacientes portadores da Doenga

de Chagas

Foram obtidos de pacientes seguidos clini
camente no ambulatdrio de Doenga de Chagas do Hospital das

Clinicas da UNICAMP e gentilmente cedidos pela Profa. Maria

Mo Sn Vilelat

Todos os soros destes pacientes apresen-
taram testes soroldgicos positivos para Doenga de Chagas,

conforme determinado através de reagdes de Guerreirc e Ma-~
chado e de imunofluorescencia indireta. Os pacientes fo-
ram classificados como portadores das formas clinicas croni

cas cardiaca, digestiva e assintomdtica através de exames

clinicos, eletrocardiogridficos e/ou cicloergom&tricos e

radiolégicos.

Cs soros destes pacientes foram manipula-

dos e estocados em condigdes idénticas as dos soros nor-

mais.

3. Inibidores plasmaticos de proteinases
3.1 - Alfa, - antitripsina

Foi isolada de um "pool™ de soros  huma-
nos normais através da metodologia utilizada por BERNINGER
& MATHIS (1876) para o isolamento desta proteina do soro de
macaco Rhesus, A primeira etapa do fracionamento do soro

utilizando solugao saturada de sulfato de amdonio foi subgti
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tufda por cromatografia em coluna de Sephadex G-200.

As seguintes etapas foram seguidas neste

processo de isclamento:

- Fracionamento do soro por cromatografia em colu-

na de Sephadex G-200 equilibrado em sclugao salina tampona=-

da (PBS) pH: 7.2, 0.15 M.

- Verificagao da presenga de alfa, - antitripsina
nas fragoes da gel-filtragadao através de imunodifusic radial

dupla com antissoro moncespecifico.

- Concentragao das fragdes contendo o inibidor por

ultra~-filtragao em Amicon PM 10,

- Cromatografia por troca ionica, do material con-
centrado, em resina de DEAE-celulose equilibrada com tampao

fosfato de sbdio pH: 7.6, 50 mM, contendo 2~mercaptoetanol

1 mM. A eluigao foi realizada utilizando-se um gradiente

de 0 a 0.5 M de NaCl no referido tampao.

- Concentragac das fragdes contendo alfa; - anti-
tripsina e dialise contra o tampdoc fosfato de sddio inicial

da cromatografia de troca ionica.

- Cromatografia de afinidade deo material dialisado

em coluna de Sepharose~Concanavalina A equilibrada com 0

mesmo tampao da dialise,

-~ Eluig¢ac do inibidor da coluna de Sepharose-ConA
através de tampdo fosfato de sddio pH: 7.6, 50 mM, contendo
2-mercaptoetanol 1 mM e alfa metil D-manoside 0.1 M.

- Dialise das fragOes eluidas contra PRS ©pH: 7.2,
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0.15 M e congelamentc a -20°C.

Todas as etapas de fracicnamento e concen

tragao foram realizadas a 4°C. O material isolado foi tes
tado por imunodifusac e imunoeletroforese frente a antis-
soros poliespecificos para proteinas séricas e monoespeci-
ficos para inibidores plasmaticos de proteinases, tendo si-
do verificado apenas a presencga de aifalwantitripsina. Com
um volume inicial de 10 ml de soro, 640 mg de

proteinas

totais, foram obtidos 4,80 mg de alfal"antitripsina.
3.2 - Antitrombina III

Toi gentilmente cedida pelo  Dr. Jorge
Almeida Guimaraes, do Departamento de Fisiologia do Centro
de Ciencias Médicas da U.F.TF, Andlises imunoquimicas rea-
lizadas com este material revelaram que © mesmo era isento
de contaminaga&o com os seguintes inibidores plasmiticos:

alfa,-antitripsina, alfa,-macroglobulina e CT inativador.
4, Antissoros e anticorpos especificos

4.1 - Antissoros anti-inibidores plasmiticos hu

manos de proteinases

0s seguintes antissoros de coelho  anti-
-inibidores plasmaticos humanos, procedentes de BEHRINGWERKE

AG (MARBURG), foram utilizados:

- Antissoro antiwalfal-antitripsina (Lote 103419 A)
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- Antissore anti - alfa, macroglobulina (Lote 4604 C)
- Antissoro anti - antitrombina III (Lote 103918 B)

- Antissoro anti -~ inativador de C1 (Lote 104204 D)

4,2 ~ IgG de coelho anti - alfa2 macroglobulina

Fragao IgG de antissoroc anti - alfa, ma-

croglobulina, produzido em coelho através de imunizagoes
com a proteina purificada, fol obtida por cromatografia do

sore imune em DEAE-celulose, segundo as recomendagoes de

KABAT & MAYER (1968),

i

5. Reagentes e outros materiais

0Os reagentes utilizados neste trabalho tinham a

especificagac de quimicamente puros.

A acetona fol redestilada a 56°C. 0 éter li-
vre de perdxide por lavagens sucessivas com solugdo satura-
da de sulfato ferroso, e livre de alcoois e agua pela adi-
gao de sodio metalico, foi destilado a 35°C em presenga de

sulfate ferroso seco e conservado a -20°C até o momento do

uso.
Resinas

DEAE-Celulose da Sdigma Chemicaf Co.; Se-

phadex G-200 e Sepharose-Concanavalina A foram obtidas da

Phammacia Upsala.
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Proteina

Caseina do leite foi obtida da Sdigma Che

mical Co.

6. Ensaios enzimaticos com a proteinase do T. cru

zd

As determinacdes da atividade proteolitica fo-
ram realizadas gegundo as recomendagoes de RANGEL et alii
(1881), utilizando caseina como substrato, na concentragao
de & mg/ml em tampdo fosfato de sédio pH:7.2, 50 mM, conten
do EDTA 20 mM e 2-mercaptoetancl 15 mM. Nestes procedimen
tos a proteinase foi misturada & 1 ml de substrato e incuba
da por 2 horas a 37°C. ApOs este intervalo de tempo  foi
adicionado & mistura 1 ml de acido triclorocacético a 5%,
seguindo-se uma nova incubagao durante 15 minutos a  45°C.
A mistura fol centrifugada durante 30 minutos a 1085 x g e
a absorbancia a 280 nm foi determinada no sobrenadante, uti
lizando-ge cubetas de quartzo com 1 cm de caminho &tico e

espectrofotometro ZEISS PMQ II. A diferenga de absorban-
cia a 280 nm entre os sobrenadantes dos tubos de ‘reagao e

controle representou a medida da atividade proteclitica.

Os tubos controles consistiram na incubagac em
paralelo, de enzima ou substrato, por 2 horas a 37fC, isola
damente. Seguiu-se a adig3c de dcido triclorcacético a 5%
e dos constituintes restantes da mistura de reagaoc, substra

to e enzima respectivamente. 0 "branco" da reagac foi rea
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lizado misturando-se os seguintes reagentes, e na seguinte

ordem: 1 ml de TCA 5%, 6 unidades de enzima e 1 ml de

substrato.

Em todos os tubes o volume final da reacao foi
de 2,3 ml, sendo ajustado quandoc necessario pela adicdo de

tampao fostato de sddio pH: 7.2, 50 mM.

7. Testes de inibigao da atividade proteolitica
7.1 - Testes de inibigdo com soros humanos

Volumes de 2,5, 5, 10 e 20 microlitros de
soros normais e de pacientes portadores da Doenga de Chagas
foram misturados com 6 unidades de proteinase e  incubados

durante 30 minutos a 37°C. Apds esta operagido a reagao
enzimatica prosseguiu como descrito na segdo 6, com a
adigdo de substrato e posterior incubagao por 2 horas a
37°C. '"Brancos'para esta reagao de inibigao consistiram
de tubos individuais com cada volume especifico do soro em
analise, aos quais foi adicionado 1 ml de TCA 5% apos a
incubagde com a enzima por 30 minutos a 37°C. Estes tubos

foram posteriormente incubados em paralelo com os testes

por 2 horas a 37°C, sendo entaoc adicionado 1 ml de substra-

TG,

A atividade inibitdria foi avaliada compa

rando-se a absorbancia a 280 nm no sobrenadante em que a

enzima foi pré-incubada com soro com aquela apresentada pe-

lo tubo em que o volume de soro foi substituido por  igual
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quantidade de tampao fosfato de sodio. Os resultados dos

testes de inibiggto foram expressos com percentagem de a*tivi

dade inibitoria.

7.2 - Teste de inibigao com o sorc  fracionado

por eletroforese

A mobilidade eletrcforética em gel de aga

rose dos inibidores séricos da proteinase do T. cauzd

foi
determinada através de uma modificagdo do método de
BAUMSTARK (1987), para a detecgao de inibidores para elas-

tase em amostras de soros fracionados por eletroforese.

Cinco miecrolitros de um "pool" de  soros
normais foram submetidos a eletroforese em gel de  agarose
a 1% em tampao barbital~glicina/Tris, pH: 8.6, forga icnica
0.02, sobre laminas de microscopio. A eletroforese foi
realizada utilizando-se uma diferenga de potencial de 10
volts/cm durante 45 minutos, Apés a eletroforese, as lami

nas foram imersas numa solugao da proteinase em tampao fos-

fato de sodio, pH: 7.2, 50 mM, com uma concentragac de 6
unidades/ml e incubadas durante 30 minutos a 37°C. O exces
so da solugao de enzima foi eliminado através da lavagem

rdpida das laminas com o tampac fosfato de sidio, seguindo-
-ge a cobertura destas com um segundo gel de agarose, a 1%
no referido tampao, contendo 0,1% de casefﬁa, EDTA 20 mM e
2-mercaptoetancl 15 mM, As laminas foram incubadas duran-
te 20 horas a B?fC, fixadas com acido-alcoocl e coradas por

Coomassie Brilliant Blue pela maneira usual.
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0 controle da digestdo enzimdtica foi rea
lizado tratando-se laminas contendo gel de agarose para ele

troforese com tampac fosfato de sOdio, cobrindo-as com o]

gel contendo o substrato e incubando-as durante 20 horas a

37°C. As laminas foram fixadas e coradas como descrito

anteriormente. A mobilidade eletroforética dos inibidores
foi determinada comparandc-se a posigao da area de inibi-

c30, obtida apds desenvolvimento da reagac enzimatica no

gel contendo o soro fracionadoc, com uma eletroforese da mes

ma amostra de soro realizada simultaneamente.

7.3 - Testes de inibigao com as fragoes da cro-

matografia do soro em Sephadex G-200

Quatro mililitros de um "pool" de 80Y0S

normais (320 mg de proteinas totais) foram fracionados por

gel-filtracao em coluna de Sephadex G~200 (120 X 2 cm) equi

librado a 4°C com PBS, pH: 7.2, 0.15 M. Foi utilizada uma

eluigdo com o fluxo de 20 ml/hora e volumes de 5 mililitros

foram coletades por tubo. A cromatografia fol acompanhada

medindo-ge a absorbancia das fragdes a 280 nm, com cube~-

tas de quartzo de 1 cm de caminho otico em espectrofotome-

tro ZEISS PMQ II.

0s testes de inibigao da atividade proteo
17tica foram realizados misturando-se 0.2 ml de cada fragao
eluida com 6 unidades de enzima, seguida da incubagao duran
te 30 minutes a 37°C. A partir deste momento os testes se

desenvolveram como descrito na segao 7.1 para inibigao
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com S0r0Ss.

7.4 - Testes de inibigdo com inibidores plasma-

ticos de proteinases purificados

Alfal - antitripsina e antitrombina  TII
foram testados quanto a capacidade inibitdria frente & pro-

teinase do T. chuzdi. Para alfa, - antitripsina os testes

consistiram na incubagdo prévia de 12.5, 25, 50 e 100 micro
gramas do inibidor com 6 unidades de proteinase, durante 30

minutos a 37°C e subsequente desenvolvimento da reagao enzi

mitica frente a caseina (6 mg/ml) como substrato.

Com antitrombina III foram utilizadas
6.25, 12.5 e 25 microgramas da proteina, em PBS (0,15 M pH:
7.2), frente a 6 unidades da enzima. Também fol testada a
atividade inibitdria da antitrombina IIT com 9 unidades da
proteinase, usando-se nestes testes 12.5, 25 e 50 microgra-
mas deste inibidor. Em ambos os ensaios foram mantidas as
mesmas condigdes descritas anteriormente de  pré-incubagao
durante 30 minutos a 37?C, do inibidor com a enzima, assim
como foram desenvolvidas as reagbes enzimaticas pelo cami-

nho usual.

8. Caracterizacado imunoquimica dos inibidores nas

fractes do soro cromatografado em  Sephadex

G-200

A ocorréncia de inibidores plasmaticos nas fra-
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¢oes eluidas por gel-filtragdc do soro em coluna de Sepha-

dex G-200 foi investigada através da utilizagdo de  antis-
soros monoespecificos pelo método da imunodifusio radial du

pla de OUCHTERLONY (1958). Neste procedimento 10 ou 20
nicrolitros de cada fragao e de antissoro foram  aplicados
a pogos adjacentes em um gel de agarose a 1% em PBS; pH:
7.2, 0.15 M, contendo azida sodica 0.01%. As amostras di-

fundiram durante 48 horas e em seguida as placas contendo

¢ gel foram lavadas com solugac de NaCl 0.15 M sob agitagao
congtante por 24 horas, entaoc reveladas, apds desidratagio

do gel, com Coomassie Brilliant Blue.

9., Verificagao da atividade inibitéria da alfa -ma

croglobulina frente a proteinase do T. cruzd

Dois testes foram utilizados para a verificacio
da atividade inibitdéria da alfa,-macroglobulina em relagdo
a proteinase. O primeiro, consistiu na medida da correla-
gac entre os niveis de inibigdo apresentados pelas fragdes
correspondentes ao volume de exclusao da cromatografia do
soro em coluna de Sephadex G-200 e suas respectivas concen~
tragoes em alfaz-macroglobulina, determinadas por eletroimu
nodifusao (LAURELL, 1966)., Neste procedimento de eletroimu-
nodifusao foram utilizados 10 microlitros das fra@ées 29 a
34 e antisscro de coelho anti~alfa2~macroglobulima diluide a
1/18 em agarcse a 1% em tampao barbital-glicina/Tris,  pH:
8.6, forga ionica 0.02. As amostras foram submetidas a
eletroforesge no gel contendo anticorpo durante 15 horas,

sob uma diferenga de potencial de 1 volt/cm. Os picos
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obtidos para cada amostra foram comparados com os de um
plasma padrac, com concentragac de alfagmmaoroglohuiina co-
nhecida, determinando-se desta forma os niveis da proteina

em cada fragao, individualmente.

O outro teste realizado consistiu na avaliacao
da capacidade inibitdria das fragdes do volume de exclusio
destituidas de alfa2~macroglobu1ina por precipitacac deste
inibidor com a fragdo IgG de antissoro de coelho com especi
ficidade para esta proteina (segZo 4.2). Volumes de 0,5 ml
das fragbes foram tratados com diferentes quantidades de
IgG liofilizadas e incubados a 4°C por cerca de 15 horas.
Os precipitades foram removidos por centrifugacac, 3000 x g
durante 30 minutos a qu, e a atividade inibitdria foi de-
terminada no sobrenadante, usando~se 6 unidades de proteina
se. 0s controles foram realizados testando-~se a atividade

inibitéria presente em 0,5 ml das fragdes, sem tratamento com

Tgh alti-alfaz—macroglobulina, incubados sob iguais condigGes.

10. Determinagao dos niveis séricos dos inibidores
da proteinase de T. ciuzd em individucs nor-

mais e em pacientes portadores da Doenga de Cha

gas.

Na determinagac dos niveis dos inibidores  nos
diferentes soros foi utilizada a técnica de.imunodifuséo ra
dial (MANCINI et alii, 1965),. A alfaimantitripsina foi
guantificada utilizando-ge placas de imunodifusao "M~Parti

gen" procedentes da BEHRINGWERKE AG (MARBURG/ LAHN) , lote



22

050564, Antitrombina III e alfaz—macroglobulina foram

dosadas usando~se placas de imunodifusao produzidas em nos-

so laboratorio atrav@s da incorporagac de quantidades apro-

priadas de antissorog, monoespecificos para estas protei-

nas, em gel de agarose a 1% em PBS, pH: 7.2, 0.15 M, conten

do azida sddica 0,01%. Para a confecgao das curvas pa-

draes foi utilizado um plasma controle obtido da  BEHRING~

WERKE AG (MARBURG/LAHN), lote 04 7005, contendo concentra-

¢oes conhecidas destes inibidores séricos de proteinases.
11. Dosagem de proteinas

0s métodos de WEICHSELBAUM (1946) e de LOWRY et

alii (19%1) foram utilizados nas determinagoes das concen-

tragoes de proteinas, escolhendo-se um ou outro método na

dependéncia das condigOes experimentais. Os procedimentos

técnicos usados nestas dosagens foram os indicados

por
KABAT & MAYER (1866).
12. Anadlises estatisticas
0 tituleo da atividade inibitoria dos soros dos
pacientes portadores da Doenga de Chagas em relagao ao dos

soros normais, tomado como padrac, foi determinadc pelo mé-

tode de dosagem por retas paralelas (FINNEY, 1964), usando-

-se 8 pontos.

As concentragoes dos inibidores séricos da enzi

ma nos pacientes com a Doenga de Chagas foram comparadas
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com as dos individuos normais utilizando-se o teste nao-pa
ramétrico de XKRUSKAL & WALLIS (In CAMPOS, 1973), usando-se
o critério de contrastes bilaterais com soros normais como

testemunha quando apresentou um valor de H significative.
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RESULTADOS

1. Caracterizagao parcial dos inibidores plasmiti-

cos da proteinase do T. cruzd

1.1 - Mobilidade eletroforética

Os testes de inibigao realizados com amos
tras de soros fracionadas por eletroforese en gel de agaro-
se indicaram que proteinas séricas com mobilidade eletrofo

rética nas regides das alfa-globulinas inibem a  atividade

da proteinase do T. cauzd (Figura 1). Nas condigoes uti

lizadas nestes testes, incubacao do sorce fracionadec com a
3 G

proteinase durante 20 horas a 37°C, a inibigao ndoc se modi-

fiea.
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d
b
FIGURA 1 - Inibigio da atividade da proteinase do T. cnuzi
por sore fracionado por eletroforese,
(a) eletroforese do soro
(b) inibigao da atividade caseinolitica apés a

eletroforese
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1.2 - Comportamento cromatografico apds gel-fil

tragao do soro em coluna de Sephadex G~200

Testando-se a atividade inibitdria das
fragGes obtidas por cromatografia do soro em coluna de Se-

phadex 6-200, frente a proteinase do T. ciuzi, foram veri

ficadas tres difeventes zonas de inibigdo. A primeira zo-

na correspondeu as fragdes eluidas no volume de exclusic da
gel-filtragao, indicando a participagio de proteina(s) com
alto peso molecular na atividade inibitoria do soro normal.

A segunda zona compreendeu as fragdes eluidas na regiio

ascendente do pico de eluigao das proteinas 7S, enquanto

que a terceira zona de inibigdo, & mais proeminente, se lo-

calizou nas fragoes eluidas entre os picos de eluicao das

proteinas 7S e 4.5 S (Figura 2).

Fol investigada a presenca dos seguintes
inibidores plasmiticos de proteinases nas trés zonas de
inibigao: alfa,-macroglobulina, inativador de CI, antitrom

bina II1 e alfalwantitripsina. Através dos testes de imu~

nodifusdo com antissoros monoespecificos para estas protei-

nas fol verificada a presenca de alfa,-macroglobulina  nas

¢

fragdes da primeira zona de inibigiaec, do inativador de  CI

1
~antitripsina foram eluidas juntas na terceira zona de ini-

na segunda zona, enquanto que a antitrombina III e a alfa.-
bigao (Tabela 1).

2. Atividade inibitdria da alfa,- macroglobulina

frente a proteinase do T. cruzd.

A atividade inibitdria da alfa, - macroglobulina
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TABELA 1 - Inibidores plasmaticos de proteinases nas  fpra-

¢Ges correspondentes as zonas de inibigio obti-

das por gel-filtragac do sorc em Sephadex G-200.

Fracoes aM CT INA AT TI1 o AT
29 a 35 + - - -
38 a U5 - + - -
48 a 59 - - 4 +
aQM = alfaz—macroglobulina; AT I1IT = antitrombina III;

€1 INA = inativador de CT; a AT = alfa,~antitripsina.
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sobre a proteinase do T. cruzi foi demonstrada através do
tratamento das fragdes da primeira zona de inibicgao, Dro=-

venientes da gel-filtragdo do sorc enm Sephadex G-200, com
a fragao IgG de soro imune de coelho com especificidade pa-
ra este inibidor, A remogao da aifa,-macroglobulina des-
tas fragdes, através da precipitagac imune com o anticorpo
especifico, aboliu a atividade inibitéria, indicando que a
reagdo € mediada por esta proteina. A Tabela 2 apresenta
o resultado do teste de inibig@o efetuado com a fragio 32

apods a remogdo da alfa,-macroglobulina.

A projegdo grafica das concentragdes de alfa, -
-macroglobulina, presentes em 0,2 ml de cada fragio da pri-
meira zona de inibigdo, wveasus as atividades inibitSrias
correspondentes indicou uma relagdc linear entre estas duas
varidveis, com um coeficiente de correlagao de 0,98 (Tabela
3, Figura 3),. Lste resultado evidenciou um efeitc  dose-

~resposta, quande se relaciona a concentragido da proteina

com a sua atividade inibitdria frente a proteinase do T.

eruzd,

3. Atividade inibitdria da alfa,-antitripsina fren

te a proteinase do T, chuzd

Testes de inibigao da atividade da  proteinase
do T. cruzd foram realizados incubando-se diferentes con-
centragoes da preparagac purificada de alfal—antitripsina
com & unidades da enzima, durante 30 minutos a 37°C. As

atividades protecliticas residuais obtidas nestes testes
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TABELA 2 - Efeito da remogao da alfaz-macroglobulina schbre

a atividade inibitdéria da fragao correspondente

ac pico da primeira zona de inibigac (fragidao 32)

Material misturado Absorbancia a % de
com a proteinase 280 nm inibicao
fragac 32 0.42 33,33

fragao 32 tratada com anti-

corpo 0.63 0

anticorpo (30 mg/ml em PBS) 0.63 4
*

PBS 0.63 -

%
100% de atividade



31

TABELA 3 - Concentragdo de alfa,-macroglobulina e atividade

inibitéria em 0,2 ml das fragoes correspondentes
a primeira zona de inibigao, obtida apds gel-fil

tragdo do soro em Sephadex G-~200.

Fragoes Concentragao de alfa,~macroglo- % de inibigao
bulina (microgramas)

29 9,8 23,40
30 33,0 31,50
31 56,0 44,40
32 62,6 45,20
33 39,6 38,70
34

23,0 29,80
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FIGURA 3 - Relagao entre a concentragao de alfa,- macroglo-
bulina e atividade inibitdria em amostras de
0,2 ml das fragdes da primeira zona de inibigao,

Os valores representados graficamente séo'mostrg

dos na Tabela 3.

Y = 19,41 + 0,43 X r = 0,98; para.o coefi-

ciente angular, p < 0.001
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demonstraram gque a alfal-antitripgina € um dos inibidores

plasmidticos da proteinase, tendo sido verificado que a ini-

bigao mediada por esta proteina & proporcional & quantida-

de do inibidor utilizada (Tabela 4).

Esta relagao entre a concentracgio de alfa1~anti

tripsina e a atividade inibitdria sobre a proteinase estd

representada graficamente na Figura 4, onde foi projetado

na abcissa, em escala logaritmica, as quantidades do inibi-

dor utilizadas, e na ordenada os probitos das percentagens

de inibigao obtidas.

b, Atividade inibitdria da antitrombina III frente

a proteinase do T. cauzdi.

A atividade inibitdria da antitrombina III so-

bre a proteinase fol avaliada através da medida da ativida
de proteolitica residual das misturas da enzima com esta
proteina. Fol verificade que a pré-incubacdo da proteina=-

se com diferentes guantidades de antitrombina ITI, durante

30 minutos a 37°C, resultou em inibigdo da atividade enzimd

tica, usando-se 6 ou 9 unidades da enzima (Tabela 5).

Na Figura 5 estao representados graficamente os
valores da atividade inibitéria mediada pela antitrombina

IITI diante de 9 unidades da proteinase. Aparentemente, a
inibigdc efetuada por esta proteina, nas condigles utiliza=
das no presente trabalho, se caracteriza por exibir peque-

nas variagoes na sua evolugao, considerando-se a  progres-
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TABELA 4 - Inibigao da atividade da proteinase do T. cauzi

por diferentes concentragdes de alfa,-antitripsi

nal

Microgramas de alfa,-anti absorbancia X % de inibi-

tripsina utilizadas 280 nm cao

- 0.60 -

12,5 0,50 16,70

25,0 0.43 28,30

50,0 0.29 51,70

100,0 0.13 78,30

100% de atividade proteolitica
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FIGURA 4 - Atividade inibitdria da alfalwantitripsina sobre
a proteinase do T. chruzi.

As concentragdes de alfa,-antitripsina. estdo re-

presentadas em escala logaritimica.

Y = 1,68 + 2,03 X; 1 =0,99; para o coeficien

te angular p < 0.01.
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TABELA 5 - Efeito inibitério de diferentes quantidades de

antitrombina: IIT sobre a atividade da proteinase

do T. cnuzd.

Microgramas de

Proteinase (6U)

Proteinase (9U)

. antitrombina 111 A280 nin % inibiglo 280 % inibicdo
- 0.64 * 0.92 ¥
6,25 0.42 34,40 nd nd
12,5 0.30 53,10 0.61 33,70
25,0 0.27 57,80 0.50 45,70
50,0 nd nd 0.35 62,00

b

100% de atividade proteolitica

nd = nao determinado
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FIGURA 5 - Atividade inibitoria da antitrombina TII sobre

a proteinase do T. cruzd.

0s valores representados correspondem a inibigao

de 9 U da proteinase (Tabela 5). As concentra-

¢oes de antitrombina III estao representadas em

escala logaritimica.
Y = 3,31 + 1,16 X; r = 1; para o coeficiente

angular p < 0.05.
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sao das quantidades do inibidor usada (Figura 5).

5. Avaliagao da atividade inibitdria dos soros de

pacientes portadores da Doenca de Chagas.

Soros de individuos normais e de pacientes pop
tadores de diferentes formas clinicas cronicas da Doenga de
Chagas foram testados quanto a atividade inibitdria frente
a proteinase do T. cauzd. Nestes testes foram utilizados

5 soros normais, procedentes de diferentes individuos, e

15 soros de diferentes Pacientes portadores da doenga, re=-

presentande cada grupo de 5 as formas cronicas assintomati-

ca, cardiaca e digestiva.

0s resultados da atividade inibitoria com dife-

rentes aliquotas destes soros sao apresentados na Tabela

6.

Verifica-se, inspecicnando-se a Tabela 6, que a
atividade inibitdria evolui como uma curva sigmdide quando
se projeta graficamente a percentagem de inibigao em ordena
da veisus o logaritimo dos volumes dos soros utilizados,
na abecissa. A transformagdo desta curva sigméide numa ve-
ta & possivel substituindo-se as percentagens de  inibicgdo
por seus respectivos probitos. Esta transformacaoc € exem~

plificada na Figura 6, onde fol projetada a atividade inibi

téria do soro assintomatico nimero 5 (Tabela 6).

Realizada esta transformagac, para cada 8010

investigado, procedeu-se a determinagdo do titulo da ativi-
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normais
e de pacientes portadores da Doenga de Chagas
eronica, sobre a proteinase do T. c&uzi.*
Soros volume de soro (microlitros)
2,5 5,0 10,0 20,0
Normais
1 57,50 75,00 90,00 95,00
2 56,70 . 63,30 89,00 91,30
3 47,50 88,30 89,80 96,70
4 48,30 53,30 89,70 95,00
5 55,00 62,50 84,30 92,30
Assintomaticos
1 41,70 66,70 89,30 93,30
2 39,20 68,30 92,30 95,00
3 35,80 59,20 85,30 93,30
4 45,00 85,80 83,30 90,70
5 23,30 38,30 58,30 78,30
Cardiopatas
1 49,20 67,50 87,70 93,30
2 37,50 70, 80 90,00 94,30
3 35,80 45,80 69,20 88,00
m 35,80 71,70 93,70 96,30
5 34,20 48,30 86,00 90,70
Forma digestiva
1 51,70 84,20 93,30 99,90
2 48,30 90,30 92,30 98,00
3 55,80 61,70 90,70 96,70
" 56,70 82,50 96,70 96,70
5 40,80 51,70 61,70 87,70

Resultados expressos em percentagem de inibigao.
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25 5 o 20
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FIGURA 6 - Inibigd@o da atividade proteolitica da proteinase
do T. chuzd por soro.
Os volumes de soro utilizados estac representa-

dos em escala logaritimica.



bl

dade inibitéria nos grupos de soros representativos das

diferentes formas clinicas da doenca, através do método de

dcsagem por retas paralelas, usando-se 0s sores normals co-

me padrao. Este método foi escolhido em virtude da verifi
cagac do paralelismo entre as retas das atividades inibitd
rias dos soros testados, normais e de pacilentes. Obten-
do~se um coeficiente angular comum para as diversas retas,

o tftulo R dos soros dos pacientes, em comparagao ac dos
soros normais, corresponde ao antilogaritimo da relagao M
entre as atividades inipitérias dos soros dos pacientes e
dos soros normais. A relagdo M € obtida através da se-

guinte equagao:

onde os indices n e

o

correspondem a normais e chagasi-

cos respectivamente e b € o coeficiente angular comum.

0s resultados destas titulagces sao apresenta-
dos na Tabela 7 enquanto que na Tabela 8 sao mostrados  o©s
valores correspondentes a analise de variancia.

A partir dos resultados apresentados na Tabela
7, vepificou-se que hd uma diminuigZo da atividade inibitd
ria nos soros dos pacientes portadores das formas cliInicas
assintomatica e cardiaca enquanto que nos soros dos pacien-
tes com a forma digestiva esta atividade apresentou-se au-

mentada.
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TABELA 7 - Titulos das atividades inibitdrias dos soros de

pacientes chagasicos frente a proteinase do T.

chuzdi,
- 0 o *
Forma clinica Titulo Intervalo de
confianca *%
Assintomatica 72,80 73,43 - 74,20
Cardiaca 81,60 80,60 - 82,70
Digestiva 120,97 117,31 -124,76

0 titulo representa a percentagem de atividade inibitéria
em relagao a dos soros normals tomada como padraoc (100%
de atividade).

feal
" Intervalo de confianga para p % 0,05,
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6. Niveis séricos dos inibidores da proteinase do

T. cruzd durante a fase crdnica da doenga

Foram investigados os niveis de alfa,-macroglo-

bulina, antitrombina III e de alfalnantitripsina nos soros
dos pacientes cuja atividade inibitdria foi determinada na

segao anterior, Nesta investigagio foi utilizada a técni-

ca de imunodifusdoc radial e,as concentragdes destes inibi-
dores nos soros dos pacientes foram comparadas com as apre-
sentadas pelos soros normais, determinadas simultaneamente,

através do método ndo-paramétrico de Kruskal - Wallis. Os

resultados destas dosagens sdoc apresentados na Tabela 9.

Através da andlise estatistica destes pesulta-
dos verificou-se que nao haviam diferencas nos niveis de
antitrombina III e de alfal—antitripsina, quando comparadas
as concentragoes destes inibidores nos soros dos pacientes

chagdsicos com aquelas apresentadas pelos soros do grupo

contreole. Os valores de H para os testes de comparagao
foram 1,33 e 0,38, quandeo analisados os niveis de anfitrom-
bina I1I e de alfalﬂantitripsina respectivamente. Foi ve-
rificada a diminuigdo dos niveis de alfa,-  macroglobulina
nos soros dos pacientes portadores da forma clfni;a digesti

va, enquanto que nac foram observadas alteragoes na concen-

tragao desta proteina nos soros dos pacientes com as formas
clinicas assintomdticas e cardiaca da doenga. Da anidlise
estatistica dos niveis séricos de alfa,-macroglobulina foi
excluido o soro controle nimero 4, que apresentou uma con-

centragdo desta protefna igual a 0,680 mg/ml, situando-se
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TABELA 9 ~ Niveis séricos de alfa2¥macroglobulina, antitrom
bina III e de alfa,-antitripsina em individuos
normais e em pacientes com a Doenga de Chagas erd
nica.

Soros miligramas / ml de sorxo
alfa,~macroglobulina antitrombina III alfalwantitripsina

Normais

1 1,480 0,200 1,100
2 2,060 0,232 0,900
3 2,200 ‘ 0,180 0,700
) 0,680 0,128 1,350
5 3,240 0,200 2,650
Assintomdticos
1 2,900 0,220 0,650
2 2,060 0,240 1,925
3 1,680 0,188 0,704
4 3,060 0,156 1,800
5 1,680 0,120 0,400
Cardiopatas
1 1,120 0,220 2,150
2 1,960 0,140 0,700
3 1,260 0,120 0,260
4 1,820 0,180 1,700
5 1,440 0,156 1,250

Forma digestiva :

1 0,920 0,156 0,250
2 0,980 0,232 2,150
3 1,540 0,180 2,250
i 1,580 0,220 1,350
5

1,400 0,136 0,250
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muito abaixo da menor média que seria obtida com os valores

apresentados na Tabela 9, referentes aos niveis deste inibi

dor nos diferentes soros testados, Com a exclusas deste

dato esplrio foi obtido um coeficiente de variagao igual a

28,90% e um valor de H igual a 9,66 para o teste de

KRUSKAL & WALLIS, sendo significativo este resultadc pois

H > 7,81, Comparando-se os niveis séricos de alfa,-macro-

2

globulina dos pacientes com a forma clinica digestiva com

aqueles apresentados pelos soros controles obteve-ge um

valor de 4 igual a 9,1, o que demonstra uma diferenca signi

ficativa ao nivel de p < 0,05,
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DISCUSSAO

Os inibidores plasmiticos de proteinases constituem
um grupo de proteinas especializadas no controle e limitagao
das atividades proteoliticas das enzimas enddgenas dos mam®-
feros, responsaveis pela ativagaoc dos sistemas humorais de
defesa e reparacgao. Alguns desses inibidores também podem
bloquear a agao de varias proteinases, de diferentes origens
e classes (SASAKI et alii, 1974; HEIMBURGER, 1975; LAURELL
& JEPPSSON, 1975; LASKOWSKI & KATO, 1980).

A presenga dos inibidores plasmaticos de proteina-

ses em mucosas dos tratos respiratério e gastrointestinal,

assim como a sua agao blogueadora sobre proteases de micror-
ganismos (KUEPPERS & BEARN, 1866; HOCHSTRASSER et alii,
19733 WICHER & DOLOVICH, 1973; PAPKE et alii, 1978}, indi
cam que, nos mamifercs, essas proteinas integram o sistema

geral de defesa inespecifica as infecgdes por microrganismos
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(HEIMBURGER, 1975).

Apesar de existirvem varios relatos da acao dos ini-

bidores plasmdticos sobre proteinases de microrganismos,

nada se conhece sobre a interagdo destas proteinas com as

enzimas proteocliticas do Taypanosoma cruzi. Tal fato re-

veste-gse de importancia em virtude das sugestdes de

alguns
pesquisadores de que proteases deste parasito podem estar
envolvidas na patogenese da Tripanosomiase Americana, seja
como um dos agentes causadores da lesdo tecidual (HUTT et
alii, 1973), seja através da atribuigdo de um papel ativo
no mecanismo de evasao do tripamastigota a resposta imune

do hospedeiro pelo processo de fabulagac (KRETTLI & EISEN,

1980). Contudo, para que se possa aventar essas hipdteses

- - " . L 0 s -
e necessario o conhecimento das caracteristicas funcionails

dag proteases envolvidas, como também precisa ser considera-

da a possibilidade de que os inibidores plasmaticos de pro-

teinases, existentes nos hospedeiros vertebrados do Taypano

soma chuzd, possam limitar ou mesmo bloquear a agac dessas

enzimas.

A investigagao conduzida no presente trabalho sobre

os inibidores plasmaticos da proteinase isolada de lisados

de epimastigotas do T. ciuzd (ARAUJO, 1879) decorreu  das

observacoes da presenga desta enzima na superficie das tres
formas evolutivas do parasito (RANGEL, et alii, 1981), da
verificagac da sua atividade proteolitica sobre proteinas

séricas humanas como a albumina (ARAGJC, 1979) e a IgG (GO-
MES et alii, 1981) e finalmente, da observagao da atividade

inibitdria dos soros normais sobre a agdo da proteinase, com
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diminuigac desta atividade do soro na Doenca de

Chagas

(BELLUCCI, 19793 RANGEL et alii, 1980).
Dois tipos de abordagens foram realizadas. A pri-
meira tratou da identificagdo das proteinas do soroc  humano

capazes de inibir a agao da proteinase do 7. enruzd enquan
to que a segunda consistiu na verificagio, em carater preli-
minar, do comportamento destes inibidores durante a fase cro
nica da Doenga de Chagas. Em ambos os casos usamos a pro-
teinase semi-purificada através da precipitagao com a aceto
na pois, como verificado por ARAGJO (1979), a atividade ca-
seinoclitica dessas preparagoes se deve quase que exclusiva-

mente a presencga da proteinase.

Na caracterizagao parcial das proteinas séricas com
atividade inibitdéria para a proteinase utilizamos, a  seme-
lhanca com outros trabalhos na area dos inibidores plasmati-
cos (SHTACHER et alii, 1973; SASAKI et alii, 1974; WESTROM,
1979), testes de inibigzo com fragbes obtidas por gel-filtra
¢cdo do soro em Sephadex G-200 e com amostras de sSOro fracio-

nadas por eletroforese, o gue possibilitou as informagoes so

bre as propriedades fisico-quimicas dos inibidores.

Através dos testes de inibigao com soro  fracionado
por eletroforese fol verificade que as proteinas séricas ca-
pazes de inibir a enzima migravam nas regioes das alfa-globu
linas, surgindc desta forma a primeira evidencia de que o
blogueio da atividade da proteinase poderia ser mediado por
inibidopres plasmdticos conhecidos. Testando as fragoes pro

venientes da cromatografia do soro em Sephadex 6-200 verifi-
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camos que a atividade inibitOria do soro era partilhada por

Ll » o~
protelnas de diferentes pesos moleculares. Lstas fragoes

mostraram~se adequadas para a realizacao das anilises imuno-
bl 0 - i * . .

quimicas pols corresponderam a preparagoes semi- purificadas

dos inibidores da proteinase, facilitando desta forma o pro-

cesso de identificagao.

As analises imunoquimicas realizadas com as fragGes

do volume de exclusao da gel-filtragio do soro possibilita-

ram a caracterizagdao da alfaz-macrogiobulina com um inibidor

da atividade da proteinase do T. ecauzi{. Tal resultado ja

era esperado desde que esta proteina tem a capacidade de
ligar e inibir varias proteinases, independente da classe
funcional ou da origem (BARRETT & STARKEY, 1873). Segundo

estes autores, o processo de inibigac se iniciaria com a
clivagem de uma ligacao peptidica da alfa,- macroglobulina,
que por sua vez conduzivia a uma troca conformacional na mo-
lécula da proteina, resultando no engolfamento irreversivel
da enzima. Com algumas proteases, como por exemplo a trip-
sina, esta interagaoc com a alfazwmacroglobulina nao bleogueia

completamente a acdo enzimdtica sobre alguns substratos pro-

teloos desnaturados, caseina e fibrina desnaturadas, ou

o
fibrinogenic na sua forma nativa (RINDERKNECHT & GEOKAS ,
1973). Também tem sido verificado que enzimas complexadas

com esta proteina sd@oc ainda capazes de agirem sobre substra-
tos sintéticos de baixo pesoc molecular, assim como podem ser

inibidas por inibidores proteicos pequenos (LASKOWSKI &

KATO, 1980),

Verificamos um efeito dose~resposta gquando confron-

UNICAMP
RiRiIOTECA CONTRAI

4
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tamos as concentragoées de alfazwmacroglobulina, nas aliquo-

tas das fragoes do volume de exclusdoc da gel-filtracao do

soro, com as atividades inibitdrias mediadas velas mesmas .

0 coeficiente angular nesta relagaoc, quando analisado esta-

tisticamente, mostrou-se altamente significativo.

Através da utilizagido de preparagOes purificadas da
alfal~antitripsina e de antitrombina III fol demonstrado que

a terceira zona de inibigao, observada nos testes de ativi-

dade inibitéria das fragles da cromatografia do soro en

Sephadex 6-200, correspondia ao efeito inibitdrio  conjunto

destas duas proteinas sobre a atividade proteinisica. As

atividades inibitdrias mediadas por estas duas proteinas

apresentam padrdes distintos de evolugac, evidenciados pelas
inclinagces das suas retas representativas. Apesar de fter
sido verificado gue o blogueic da atividade proteindsica
por ambas as proteipas se relaciona linearmente com a concen
tyragac utilizada do inibidor, esta vrelagao € mais pronuncia-
da para a alfal—antitripsina. E possivel que esta diferen-
¢a, em analogia ds interagdes destes inibidores com  outras
proteinases como por exemplo entre alfalwantritripsina e

tripsina e antitrombina IIT com trombina, reflita as veloci-
dades com que se processam as atividades inibitdrias media-
das por alfal-antitripsina e antitrombina IIT diante da

proteinase do T. eauzd, o que poderia caracteriza-las como

imediata e tempo-dependente, respectivamente.

A alfai"antitripsina € capaz de inibir as ativida-

des preoteolitica e esterolitica de varias proteases COmo

por exemplo tripsina, quimotripsina, elastases e  colagena-
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ses, através da formagac imediata de um complexo estdvel de
relagao molar 1:1 (JEPPSSON & LAURLCLL, 1975). Também tem
sido verificado que proteases oriundas de microrganismocs co-

mo a subtilopeptidase A (WICHER & DOLOWICH, 1973) e aquelas

derivadas do Aspergilffus oryzae (BERGKVIST, 1963) saoc pas-~
siveis de inibigdoc por esta proteina. N&o se conhece exata
mente o mecanismo desta inibicac de proteinases através  da
alfa —antritripsina, existindo a sugestao de que poderia ser

-

andlogo ao verificade com inibidores moleculares peqguenos,

ocorrendo o ataque proteolitico do inibidor pela enzima,
hidrdlise de uma ligacgac peptidica sensivel do centro reati-
vo, a qual se seguiria a acilagao do sitio ativo da  enzima
(HEIMBURGER, 1975)., Existem evidencias de que residuos de
lisina e arginina da alfalwantitripsina estejam  envolvidos
nesta interacao desde que o tratamento da proteina, com ani-
drido maleico ou hidrato de fenil-glioxal, que modificam es-
tes residuos, determina uma perda na capacidade  inibitdria
(HEIMBURGER et alii, 1971; COHEN, 1973). Aparentemente a
alfal-antitripsina inibe a tripsina e a quimotripsina atra-
vés de diferentes centros reativos na sua molécula pois a
modificacdo dos residuocs arginina por hidrato de fenil-glio
xal s& bloqueia a atividade inibitdéria diante da ° tfipsina,
permanecendo integra esta atividade frente a guimotyripsina

(COHEN, 1973).

Nao dispomos no momento de dados que permitam elu-
cidar a inibigao da proteinase do T. ecauzi por alfalmanté
tripsina ac nivel molecular. Os resultados obtidos durante

a caracterizagido funcional desta protease (ARAGJO, 1978) tem
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sugerido que se trata de uma enzima SH-dependente, passivel
de potenciagdo por agentes redutores come o 2-mercaptoetanol
assim como de inibigao por reagentes bloqueadores deste gru

pamento sulfidrila. Também nado foi verificadc por este
autor atividade esterasica com a proteinase, testando-a fren
te a substratos sinteticos, além de nac ter sido inibida
por bloqueadores desta atividade como o di-isopropilfluoro-

fosfato, excluindo-a como uma serino-proteinase. Desta for
ma, achamos prematuro qualquer tentativa de explicagao do
mecanismo da atividade inibitdoria da alfa1~antitripsina S50~
bre a proteinase com base nos dados atuais, pois as proprie-
dades cataliticas da enzima diferem daquelas observadas tan-

to com a tripsina como com a quimotripsina.

A inibigao da proteinase do 7. cauzd por antitrom
bina III &€ um achado aparentemente surpreendente em virtude
da ausencia de relatos sobre a interacgao deste inibidor com
enzimas de microrganismos. Tem sido verificadeo que esta
proteina pode inibir, além da trombina, quase todas protea-
ses envolvidas na coagulagdo sanguinea, com excegao do fator
VIiIa (JACKSON, 1980), assim como pode bloquear a agao de en-
zimas nao envolvidas neste sistema, como por exemplo a
tripsina, a acrosina, a gquimotripsina e a plasmina (HEIMBUR-
GER, 19753 HIGHSMITH & ROSENBERG, 1874). A inibicao da
trombina, como também da plasmina, por antitrombina III  se
33 de forma progressiva, € dependente da temperatura e do
tempo de incubagao, sendo acelerada pela presenga de hepari-

na (ROSENBERG & DAMUS, 1973; BIGHSMITH & ROSENBERG, 197u),

Complexos do inibidor com estas duas enzimas sao formados
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durante a interagao, apresentando em ambos os cascs uma rela

gao molar de 1:1, alem de nao serem modificados ou dissccia-

dos pela heparina (ROSENBERG & DAMUS, 1973; HIGHSMITH &

ROSENBERG, 197%), Aparentemente, a inibicdo da trombina

per antitrombina TIT se efetua via uma interagdo entre o ami

noacido serina do sitio ativo da enzima com residuo(s) argi-

nina do centro reative do inibidor, a qual seria facilitada

pela heparina, que induziria uma alteracgao conformacional

no inibider, em virtude da sua ligacidoc com residuos de lisi-

na da antitrombina III (ROSENBERG & DAMUS, 1873).

No presente trabalho ndoc testamos o efeito da hepa-
rina sobre a inibicdo da atividade enzimadtica da proteinase
do T. cauzd{ por antitrombina III, o que nao impediu contu-
do a observagac do efeito inibitdério desta proteina sobre a
proteinase deste parasito. Estudos sobre a influencia des-
te mucopolissacaridec sulfatado nesta atividade  inibitodria
estdo atualmente sendo planejados, o que possibilitara infor

magoes mails detalhadas sobre o mecanismo da interacao.

Relacionado com a segunda zona de inibigao, obtida
apés gel-filtragao do soro em Sephadex 6-200, existe a pos-
sibilidade de que o inativador de CT possa também se compor
tar como um inibidor da proteinase do T. cauzd, sugerida
pela verificagao da sua presenga nas fracoes eluidas nesta
zona, através da andlise imunoquimica realizada. Este ini-
bidor plasmitico € o responsavel pelo controle da  primeira
etapa de ativagd@o de todos os quatro sistemas proteoliticos
do sangue, correspondendo aos sistemas de coagulacao, fibri-

nélise, calicreina e do complementc (HEIMBURGER, 1975).
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Lstas informagoes derivaram das observagdes realizadas

por
FORBES et alii (1970), sobre a atividade inibitdria desta
rroteina socbre o antecedente tromboplastinico do plasma
(PTA) e scbre o fator Hageman ativados, assim como daquelas

verificadas por LEVY & LEPOW (1959) do bloqueio da atividade
esterasica do Cl ativado. por este inibidor. Estudos maie
recentes, realizadcos por SIM et alii (1980), demonstraram

que o inativador de Cl interage com ambas as proteases envol

vidas na ativagdo da via cléssica do sistema complemento,

Cir e CIs, através da formagdo de complexos de relagio mo-

lar 1:1, que nac saoc degradados por excesso das  proteases,
além de nao serem dissociados por agentes desnaturantes for-
tes. Estes autores também observaram gque a heparina acele-
rava a velocidade da reagac destas proteases com o inibidor,
com mais intensidade para com Cls, guardando certa semelhan-

ga com o efeito deste mucopolissacarideo sulfatado sobre &

interagac da antitrombina I11 com trombina.

Maiores informacgGes sdo necessdrias para  podermos
caracterizar o inativador do Cl como um dos inibidores plas-

maticos da proteinase do T, cruzdi, mas esta possibilidade

deve ser considerada.

s

Verificamos, testando a atividade inibitdria dos
soros de individuos normais e de pacientes portadores de
diferentes formas clinicas cronicas desta enfermidade, dife-
rengas nos titulos desta atividade frente a proteinase do
T. crauzd. Com as amostras de soros utilizadas, observamos

que havia uma diminuigdo da atividade inibitdria nos  soros

dos pacientes com as formas cardiaca e assintomatica enquan-~



te que nes soros dos pacientes com a forma clinica digestiva

esta atividade se apresentou aumentada. Estes resultados

nao estao associados com os niveis seéricos dos inibidores da

proteinase do T. cauzd aguil identificados, uma vez que

com excegao da diminuigao dos niveis de alfa,-macroglobulina
nes soros dos paclentes com a forma digestiva, as concentra-

—~ - " . el = . - hid - -
goes sericas destas protelnas nos individuos chagasicos fo-
ram equivalentes &s apresentadas pelos individuos controles.

Es i

ta discrepancia entre a atividade inibitdria do soro total
e os niveis séricos dos inibidores nos pacientes com a
Deoenga de Chagas sugere que parte destas proteinas sejam ina
tivadas durante a enfermidade na sua fase crénica, assim co-

mo a presenga de anticorpos anti-proteinase, possivelmente

capazes de inibirvem a enzima, gue estariam em malor

concen-
tragdc nos soros dos pacientes com manifestagdes clinicas
digestivas. Esta Ultima possibilidade ja esta sendc inves-
tigada no nosso laboratorio, tendo os resultados iniciais

obtidos sugerido que em alguns soros de pacientes ou de ca-
mundongos na fase cronica da infecgao pelo T. cruzd ocor-

rem anticorpos com especificidade para a proteinase.

A possibilidade de que durante a Doenga de | Chagas
ocorra & inativagdo de inibidores plasmaticos de pgoteinases,
com ccasional consumc, & bastante viavel em virtude do cara-
ter inflamatdrio desta enfermidade, Lstes eventos poderiam
resultar da interagao de alguns inibidores, como por exemplo
alfal~antitripsina e alfaz—macroglobulina, com proteases li-
beradas das células fagocitdrias, presentes nas lesces teci-

duais, ou talvez, também, com proteases do T. cruzd.
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Diversos fatores podem provocar a liberacac de enzi
W . o . N
mas proteoliticas de leucccitos polimorfonucleares e de ma-

crofagos, incluindo-~se entre estes a lesd@ao da membrana des-~

tas células por produtes de excrecac de micrerganismos, a

fagocitose de imunecomplexos insolliveils ou de substancias

particuladas, assim como a aderéncia a superficies sdlidas,
como © colageno, que tenham adsorvide imunecomplexos ou imu-

noglobulinas agregadas (GOLDSTEIN, 1876; BENACERRAT &

UNANUE, 1978).

Analisando-se a patologia da Deenga de Chagas, vre-
centemente revista por ANDRADE & ANDRADE (1879), verificamos
que alguns destes fatores podem estar envolvidos neste pro-
cesso. Além disso, alteracdes funcionais de alguns inibi-
dores plasmaticos de proteinases j& tem sido descritas ocor-
revem em algumas enfermidades,como na artrite reumatoide,
onde foi demenstrado a presenga de alfa2~macr0globulina ina-
tivada no liquido sinovial de alguns pacientes (SHTACHER et
alii, 1973), assim como na doenga inflamatSria induzida  em
ratos por adjuvante, na qual existe uma diminuicio no nivel
plasmdtico da alfa,-antitripsina ativa (SCHNEBLI, 1978).
Observagdes do consumo de inibidores em doengas tipo septice
mia e choque séptico foram recentemente descritas por FRITA
(1980), assim como tem sido relatado a demonstragac de com-
plexos de alfalmﬁntitripsina e protease, tipo elacstase de

granuldcitos, nos plasmas de pacientes com estas doengas e

nos portadores de leucemia mieldide aguda (EGBRING, 1877).

0 conjunto de dados aqul apresentados podem estimu=~

lay pesquisas futuras sobre a participagao dos inibidores
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plasmaticos de proteinase durante a Tripanosomiase America-

na. Acreditamos que informagdes definitivas sobre og ni-

vels e a capacidade funcional destes inibidores Na  Doenga
de Chagas surgirao da utilizagdo de uma amostragem maior de
soros de pacientes, tanto na fase aguda como na cronica da
enfermidade. Por outro lado, se faz necessario o conheci
mento da patologia chagdsica em individuos geneticamente de
ficientes nestas proteinas, o que tambem poderd ser verifi-
cado experimentalmente em animais, através de medidas que

induzam redugdes nos niveis plasmdticos dos inibidores.

A demonstragao de que a proteinase do Thaypancsoma
chuzd pode ter a sua atividade enzimdtica inibida por
alfa,-macroglobulina, alfa,-antitripsina e também por anti-
trombina III, aparentemente restringe a participagao desta
enzima durante a Doenca de Chagas a sitios anatomicos aos
quais os inibidores nao tivessem acesso. Contudo, devemos
considerar o fato de que no presente trabalho investigamos
apenas a interagdo da proteinase com og inibidores plasma-
ticos em pH 7.2, e desta forma naoc dispomos de da-
dos sobre esta interagao quando a atividade proteolitica se
desenvolver em meio acido, no qual a proteinase gode'também
agir (RANGEL, et alii, 1981).  Também sdo necessarias de-
monstragoes da presenga da proteinase, de forma conclusiva,
nas lesdes teciduais, que nao sejam relacionadas a sua pre-
senga na superficie do Thypancsoma chuzi, inclusive aque-
1as em que seja possivel a verificacdo de complexos protei-

nase-inibidores plasmaticoes.

Assim sendo, os resultados aqui apresentados Limi-
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- i " LS - s
Tam uma possivel agao da proteinase a uma situacao

local,
provavelmente ac nivel intracelular, naoc excluindo contudo
a possibilidade de que, ao se romperem as células parasita
das nos sitics das reagles, esta enzima possa atuar sobre

células adjacentes em consequencia de uma condicdo desfavo-
ravel para a atuagdo dos inibidores plasmaticos de protei=
nase, ou entao de um desequilibrio entre as

concentragoes

destas proteinas e a da proteinase exposta regionalmente.
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RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalhc procuramos obter infor-
magoes sobre as proteinas responsaveis pela atividade inibi
téria dos soros humanos normails sobre a atividade

proteoli-

tica da proteinase do Thaypanocsoma cruzd.

Na investigagdo destas proteinas foram rea-

lizados testes de inibicd@o da atividade proteindsica

com
amostras de soros fracionados por eletroforese em gel de
agarose e por cromatografia em coluna de Sephadex G~200.

Através destes testes fol demonstrado que a atividade inibi
+dria dos soros era mediada por proteinas como  mobilidade
eletroforética nas regides das alfa-globulinas,que por sua

vez foram eluidas em diferentes volumes da gel-filtragao do

soro, indicando que possuiam diferentes pesos molecularvres.

Realizando-se testes imunoquimicos com as
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fragoes correspondentes as zonas de inibicao obtidas com

esta gel-filtracgao, através do emprego de antissoros monoes

pecificos para inibidores plasmaticos de proteinases, foi

sugerido que a alfa,-macroglobulina, o inativador de (T, a

antitrombina IIl e a alfal“antitripsina poderiam participar
do bloqueic da ag¢ao enzimdtica da proteinase do parasito.
A remocgao da alfaz—macroglobulina das fragoes corresponden—
tes a primeira zona de inibic3o, situada no volume de exclu
sao da gel-filtragao do soro, através da precipitacio imune
desta proteina com a fragio IgG de antissoro de coelho espe
cifico para este inibidor, aboliu completamente a ativida-
de inibitoria.

Utilizando~se preparagoes purificadas de
antitrombina 11T e de alfa1~antitripsina foi demonstrada a
atividade inibitdria destas proteinas sobre a agao proteind

sica da enzima do Trypanosoma cruzdi.

A avaliacao da atividade inibitdria dos so-
ros procedentes de pacientes com a Doenga de Chagas croni-
ca, sobre a proteinase de T. ciruzdi, indicou uma diminui-
gao desta atividade nas formas clinicas assintomdtica e car
diaca da doenga, enquanto que a mesma se apresentdu aumenta

da nos soros dos pacientes chagdsicos com manifestagdes cli

nicas digestivas.

Foram dosados os niveils de alfa,-macroglobu-

lina, de antitrombina IIl e de alfal“antitripsina nos soros

destes pacientes com a Doenga de Chagas cronica, tendo sido

e s o . - . e «» N -
verificado gque, com excegao da diminuigao dos niveis sepri-
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cos de alfa,-macroglobulina nos individuos chagdsicos  com

a forma clinica digestiva, estas protefnas apresentaram-se
quantitativamente inalteradas durante esta fase da infeccao

pelo Thaypanosoma ciuzd, independentemente da forma clini-

ca testada.

Estes resultados sobre a atividade inibitd-
ria e niveis de inibidores nos soros dos pacientes chagési-
cos na fase cronica sugerem uma inativagao de parte destas
proteinas durante esta fase da doenga, assim como a presen-
ga de anticorpos com especificidade para a proteinase do
Trypanovsoma eruzd, produzidos durante a infecgao, que pode

riam ser capazes de bloquear a atividade proteolitica desta

enzima.
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