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ABREVIATURAS

DMSO - Dimetil sulféxido
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BSA - Soro albumina bovino

LIT - Meio Triptose infusdo de figado

LLC-MK2 - Célula de rim de macaco Rhesus

SDS/PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida
contende SDS

PBS-GE~T — PBS contendo 0,25% de gelatina e 0,05% de
Tween 20

PBS~T-PBS contendo 0,05% de tween

Ig - Imunoglobulina

I.p. - Via intraperitoneal

S.c. - Via subcutanea

PEG - Polietileno glicol

HAT- Hipoxantina, aminopterina e timidina

HT - Hipoxantina e timidina

TS - Tripomastigota sangiiicola



E - Epimastigota

P - Proteinase

TC~ Tripanosoma de cultura celular
PBS - Salina fosfato tamponada
AcMO - Anticorpo monoclonal

IFTI - Imunofluorescéncia Indireta
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I — INTRODUCAOD

O Trypanosoma cruzi, agente etioldégico da doenga de Chagas,
é um protozoario flagelado, transmitido em condicdes naturais,
pele triatdmideo hematéfago da familia Reduvidae. O estdgio
infectante do parasita, o tripomastigota metaciclico, é eliminado
nas fezes do vetor. De forma geral, a infecgdo do homem e de
outros hospedeiros se dd através da contaminacdo de lesdes ou de
mucosas intactas. Existem owutras formas de transmissdo que séo
tipicas de &areas urbanas desenvolvidas: transfus&o sangiiinea e
infecgdo oral (DIAS, 1979), infecgdes acidentais em laboratdrios
(MARSDEN, 1983; BRENER, 1987), transmissido congénita (HOWARD et
alli, 1968; DIAS,1979; BRENER, 1987) e transplantes de d&rgaos
(BRENER, 1987).

A forma tripomastigota do T. cruzi infectam uma variedade
de hospedeiros vertebrados e diferentes células, apresentando um
acentuado tropismo por vdrios tipos celulares, fibras musculares,
tecido nervoso e especialmente células macrofagicas (ZINGALES AND
COLLI, 1985). Nestas, transformam-se em amastigota e multiplicam~
se intensamente; diferenciam-se em tripomastigota (forma com
flagelos) que, rompendo as células do hospedeiro, circulam no
sangue e invadem outras células, dando segiiéncia a um novo ciclo.

0Os danos teciduais do hospedeiro resultam, fregiientemente,
em miocardite, devido a destruigcido do misculo cardiaco e de
gadnglios associados; ou em mega-esdfago e mega-cdlon, distenséao

e alargamento do esd6fago e intestino, causados pela destruicdo e



desnervacgéao das células do musculo liso desses érgiocs.

Existem evidéncias de importante participacdo das proteases
dos parasitas, atuando na interagdo com o hospedeiro, na
destruicéo de tecidos, e facilitando a invasdo e inativacdo das
proteinas dos hospedeiros que sdoc deletérias ao parasita
(MCKERROW et alli, 1985; MCKERRROW et alli 1993).

Atividades proteindsicas foram identificadas nos extratos
da forma epimastigota do T. cruzi (REPKA et alli, 1972 ; BONGERTZ
AND HUNGERER, 1978; RANGEL et alli, 1981 b). Esses estudos
mostraram a existéncia de atividade proteindsica em extrato de
epimastigota, detectada tanto em PH 3, dquanto em pH 7,
utilizando como substrato respectivamente a hemoglobina e a
caseina (REPKA et alli, 1972).

Estudos posteriores indicavam também a presencga de
atividade esterdsica nesse extratos de epimastigota (RANGEL et
alli, 1977). ITOW AND CAMARGO (1977), utilizando quatro
diferentes substratos de protease, demonstraram a presenca de
atividades proteocliticas dos tipos aminopeptiddsica, tripsina-
simile, quimiotripsina~simile, e uma grande guantidade de
protease com agdoc sobre a azocaseina nesses extratos.

BONGERTZ AND HUNGERER (1978) isolaram e caracterizaram uma
protefina, com peso moleculilar de 200 kDa, dos extratos de
epimastigota que apresentavam atividade transamidédsica. Uma
proteinase, SH-dependente, com 60 kDa, foi isolada,
caracterizada por RANGEL et alli (19281 a) e detectada na
superficie das formas epimastigota, amastigota e tripomastigota,

de cinco diferentes cepas do parasita (RANGEL et alli, 1981 b).



Posteriormente, BONTEMPT et alli {1984) isolaram unma
glicoproteina de 58-60 kDa, caracterizada como uma cisteina
proteinase. Esta cisteina proteinase, denominada cruzipaina
(CAZZULO et alli, 1989), apresentava homologia com a papaina e a
catepsina L, e fol detectada nos lissossomos e na bolsa flagelar
do parasita (BONTEMPI et all i,1989; SOUTO-PADRON et alli, 1990).
MURTA et alli (1990) mostraram que a glicoproteina GP 57/51, de
superficie, anteriomente isolada por SCHARFSTEIN et alli (1986),
possuia atividade proteindsica SH-dependente e era homéloga &
catepsina L. EAKIN et alli (1992) consideram que as enzimas
isoladas por RANGEL et alli (1981 a), BONTEMPI et alli (1984) e
SCHARFSTEIN (1986) ndo diferem entre si.

Com a utilizacdo do método de eletroforese, em gel de
pecliacrilamida na presenca de gelatina, GREIG AND ASHALL (1990)
constataram, no extrato de epimastigota da cepa Y, a existéncia
de cinco bandas com atividade enzimdtica e com pesos moleculares
variando de 200 a 50 kba. Quatro dessas enzimas apresentavam
caracteristicas de cisteina—proteinases, com atividade d6tima em
pH 5,0. Uma outra, com 60 kDa, associada a membrana, foi
caracterizada como sendo uma metalo-proteinase ativa em pH
alcalino.

Estudos realizados no sentido de caracterizar as
proteinases SH-dependentes tém mostrado uma variagdo muito ampla
no seu peso molecular, seja nos extratos brutos ou em fragdes
purificadas. BONALDO et alli (1991 b) mostraram, em estudos com
epimastigota metabolicamente marcado, gque a cruzipaina é&

sintetizada como uma molécula de 60 kDa e, por Pprocesso



autocatalitico, é convertida em uma molécula madura de 45~50 KkDa.
MARTINEZ AND CAZZULO (1992) mostraram gque © peso molecular da
cruzipaina pode variar de 51 a 33 kDa, dependendo das condicgdes
experimentais.

A proteina recombinante, obtida por EAKIN et alli (1992),
com peso molecular de 28 kDa, apresentava as nesmas
caracteristicas das proteinases descritas anteriormente, com
aumento da atividade enzim&tica com dithiotritol e inibida por
TLCK e E64, inalterada pelo PMSF e pela 1,10-Fenantroline.

0 estudo do seqlienciamento da regido amino terminal da
proteina recombinante, realizado por EAKIN et alli (1992),
apresenta homologia de 59,2% com a cisteina protease do T.brucei,
e 42,2% con a catepsina L murina, conforme descrito anteriomente
por CAZZULO et alli (1989) e MURTA et alli (1990).

A andlise de mRNA feita por EAKIN et alli (1992) mostrou
gue diferentes formas do parasita apresentam a mesma enzima e que
a forma intracelular (amastigota) apresenta nivel 2X maior de
expressdo da enzima. Entretanto, nos estudos realizados por
CAMPETELLA et alli (1990), com os extratos de parasita, a
atividade enzimdtica mostrou um nivel 10X maior da enzima na
forma epimastigota, quando comparada com as formas tripomastigota
e amastigota.

Estudos dos genes dgue codificam a preproenzima das
cisteina-proteinases dos tripanosomatideos mostram gque séo
compostos de uma extensdo de 145 aminodcidos na porgédo carboxi
terminal, caracterizada por repeticdo de 6 residuos de treonina.

Na enzima madura, esses residuos de treonina se localizam na



porgdo amino terminal da proteinase. O mecanismec de processamento
da preproenzima para enzima madura ndo estd claro. Estudos
realizados com a papaina, também pertencente & familia cisteina-
proteinase, mostraram que a mobilizacdo de residuos de treonina
ndo ocorre nessa enzima. Nos tripanosomatideos, esse dominio
pode ser removido autocataliticamente, conforme as evidéncias
apresentadas por ASLUND et alli (1991).

0 isolamento e seqlenciamento do gene que codifica a
cruzipaina puderam esclarecer as variagdes no peso molecular.
EAKIN et alli (1992) encontraram peso molecular de 36 kDa para a
enzina, e de 14 kba para o dominio «carboxi-terminal,
aproximadamente a metade do valor encontrado para preparacdes
enddgenas (60 e 25 kDa).

A diferenciagdo da forma epimastigota para tripomastigota
metaciclico é acompanhada pela reducdo de 2 a 5X na concentracéo
da GP57/51, determinada pelo método de radioimuncensaio realizado
por BONALDO et alli (1991 b).

A maioria dos estudos sobre as proteases do T. cruzi foram
realizados utilizando-se a forma epimastigota do parasita, embora
a enzima SH—-dependente tenha sido detectada nas diferentes formas
evolutivas do parasita (RANGEL et alli, 1981 b). Um estudo
sistemdtico das enzimas presentes em tripomastigota e amastigota
ainda se faz necessario. Nesse sentido, CAMPETELLA et alli
(1990) realizaram estudos comparativos das enzimas presentes nas
formas epimastigota de diferentes cepas do 7T. cruzi e das
diferentes formas evolutivas da cepa RA. Estes autores

observaram dgue o T. cruzi expressava uma banda de 60 kDa com



atividade enzimatica. No estudo das trés formas do parasita,
realizado em pH 4dcido, verificaram gque a forma amastigota
apresentava moléculas com atividade enzimdtica de peso molecular
ligeiramente superior as encontradas nas formas tripomastigota e
epimastigota.

A caracterizagéo da presenga da enzima em diferentes
formas ewvolutivas do parasita foli realizada utilizando-se
antisoross especificos para a proteinase isolada da forma
epimastigota (RANGEL et alli, 1981 a;y CAMPETELLA et alli, 1990 ;
SAKURADA et alli, 1992 : BONALDO et alli, 1991 a). Esses
autores mostraram gque tais anticorpos reconheciam estruturas
similares nas diferentes formas evolutivas do parasita.

0 papel bioldgico da proteinase néo estd bem elucidado,
além de existirem controvérsias quanto & sua localizacéo
lisossomal (SOUTO~PADRON et alli, 1990), ou na superficie do
parasita (RANGEL et alli, 1981 b). O mesmo se pode dizer sobre a
sua importéncia no metabolismo do parasita (BONTEMPI et alli,
1989; HARTH et alli, 1993), na diferenciacdo do T. cruzi
(BONALDO et alli, 1991 a). SQUTO~PADRON et alli, (1920)
mostraram que as enzimas proteoliticas do T.cruzi favorecem a
interacdo do parasita e das células hospedeiras. ARAUJO-JORGE
et alli {(1986) estudando o efeito do inibidor plasmatico
alfa-2-macroglobulina, concluiram gue a protease da superficie
e/ou secretada pelo T. cruzi, pode modular sua habilidade
para infectar células do hospedeiro.

Estudos recentes mostram que os inibidores sintéticos da

protease do parasita, derivados do diazometano e do fluometil



cetona, inibem a invasdo de células e detem a proliferacdo do
parasita (MEIRELES et alli, 1992), bem como a transformacgao de
tripomastigota para amastigota, e também de amastigota para
tripomastigota (HARTH et alli, 1993).

Estudos desenvolvidos em nosso laboratério mostraram que a
enzima do parasita é capaz de degradar cadeia pesada das
imunoglobulinas humanas da c<lasse IgM e IgG em fragmentos de
baixo peso molecular (GOMES, 1984).

Mais recentemente, BONTEMPI AND CAZZULO (1990) confirmaram
esse achado, utilizando Imunoglobulina G humana, gque eram
clivadas pela protease do parasita em fragmentos (Fab‘’)2 e
digerindo a cadeia pesada em pequenos peptideos. SAKURADA et
alli (1991) também observaram utilizando a IgM e IgG murina, a
digestdo da cadeia pesada em pequenos fragmentos, dentre os
isétipos de IgG murina, IgGL e IgG2b foram degradadas tanto as
cadeias pesadas como as cadeias leves em pequenos peptideos .
Observaram ainda gue o coléAgeno, a alfa-2~macroglobulina e a
proteina bédsica de mielina podiam ser clivadas pela proteinase do
T.cruzli em pequenos fragmentos. 0 conjunto destes resultados
apontam para um papel da enzima SH-dependente no escape do
parasita as defesas do hospedeiro. SAKURADA et alli (1992)
mostraram gque anticorpos policlonais anti-proteinase induziam
protecdo <c¢ontra desafic com o parasita em até 30 LDg ., sugerindo
sua especificidade contra a sitio ativo da enzima.

Estudos sobre a estruturas da enzima permitiram a
construcdo e utilizagdo de peptideos sintéticos, inibidores da

penetracdao do parasita em <élulas hospedeiras. Este tipc de



estudo poderia abrir novas perspectivas terapéuticas para a
doenga de Chagas.

bDiversas fungdes foram propostas para a cisteina-proteinase
do T. cruzi: na invasdo, no metabolismo e na interacdo com
células do hospedeiro. Utilizando-se inibidores sintéticos
especificos, pode-se verificar que todos os estdgios do ciclo de
vida do parasita tém alguma susceptibilidade & acdoc desses
inibidores da cisteina-proteinase (MEIRELES et alli, 1992).

Eventos de transformagdes parecem ser particularmente
susceptiveis (HARTH et alli, 1993). Desta forma, é possivel que
tenhamos uma mesma enzima desempenhando funcdes diferentes ou,
entdo, proteinases distintass atuando nas diferentes formas do
parasita.

Assim, o presente estudo tem como objetivo analisar a(s)
proteinase(s) das diferentes formas evolutivas do T. cruzi, néo
sé guanto & sua capacidade para degradar o substrato gelatina,
caracterizando sua atividade em pH &dcido e neutro, com também
gquanto &4 sua importédncia para a penetragdo do parasita em células
hospedeiras.

Para a realizacgdo deste estudo, é também nosso objetivo a
obtencao de anticorpos monoclonais especificos contra a
proteinase extraida das formas epimastigota do parasita. Esses
reagentes nos permitirdo realizar estudo comparativo com as
proteinases das diferentes formas evolutivas do ciclo do

parasita.
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II - MATERIAIS E METODOS

1. ANIMATS

Camundongos CBA ou BALLB/c, com 8-12 semanas de idade, de
ambos os sexos, provenientes de coldnias livres de patdgenos
especificos (SPF), fornecidos pelo Centro de Bioterismo da

Unicamp (CEMIB-UNICAMP).
2. CEPAS DO 7. cruzi

A amostra Y de T. cruzi (SILVA AND NUSSENZWEIG, 1953), foi
mantida nas seguintes condicdes :

1- Em camundongos das linhagens CBA ou BALB/c, através de
passagens semanais com 105 formas de tripomastigota:;

2- Em meio LIT {(Liver Infusion Tryptose), segundo
indicagbes fornecidas por  FERNANDES AND CASTELANI (1966),
modificado pelo uso de soro bovino fetalizado (SANTOS AND
NAKAUTH, 1986). Os parasitas foram cultivados durante 7 dias, a
28° ¢;

3— Cultura em células da linhagem celular LLC-MK2, mantidas
em cultivo em meioc RPMI-1640, contendo 10 % de soro fetal bovino
(SFB). Apés 72 horas de infeccgdo, © meio era substituido por

meio fresco suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB).
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3. PURIFICAGCAO DA ENZIMA

A proteinase foli isolada segundo indicacdes de RANGEL et
alli (1981 a). A fracdo solidvel do parasita (FS) fol preparada a
partir da massa de 8X1012 parasitas, os guais foram ressuspensos
em 400 ml de 4&gua destilada, acrescida de igual volume de
salina 0,3 M, mantidos sob agitacédo por 1h, a 4% e centrifugados
a 4810g, por 20 minutos (min). O sobrenadante foi designado
"Fragdo Soluvel" (FS). Para a purificacdo da enzima, © pH da FS
foi ajustado para 4,5, com HCl 0,1 N. A segquir, centrifugada a
4810 g, por 20 nin, e o sobrenadante, denominado FspH 4,5. A
fragao FspH 4,5 fol transferida a —2000, submetida a precipitacéo
com acetona 80%, sob agitagdo constante por 20 horas e, entdo,
centrifugada a 4810 g, a 5° ¢ .

O precipitado fol ressuspenso em 40 ml de NaCl 0,15 M, e
dializado a 4°C, por 20 horas, contra salina, e 2 h com tampéo
acetato de sédio 0,05 M, pH 5,0. 0O material dialisado foi
submetido a centrifugagdo a 4810g, durante 30 min, e o
sobrenadante, denominado Fsp, fol liofilizado. Uma anostra de
3,0 ml da Fsp, contendo 31,0 mg de proteinas totais, foi
cromatografada em coluna de 93,5 cm X 2,2 cm contendo Sephacryl
S 300, previamente equilibrada com solugdo de NaCl 0,15 M e
tamponada com tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0 .

A eluicdo foli realizada com o mesmo tampdo, a 4°c, a um
filuxo de 10 ml/h, e coletadas fracbes de 2 ml/tubos.

A eluicdo da amostra foil acompanhada através de leitura

da absorbé&ncia a 280nm, pela atividade proteolitica utilizando-se
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o método de dosagem enzimatica descrito por ANSON (1938),
modificado por RANGEL et alli (1981 a), e o método de
eletroforese em SDS—-PAGE~GELATINA, segundo LACKS AND SPRINGHORN
(1980).

Apés a cromatografia em Sephacryl 8 300, foram obtidas 02
fragbes proteicas com atividade enzimdtica. Entre essas fracgdes
a fragcdo 1 (F1) exibia maiox atividade enzimdtica, apresentando
180-200 ug/ml de proteina, 28 unidades enzimdticas, em pH 7,0, e
atividade especifica de 155,5 U/mg proteina. Em pH 5,0, a fracao
apresentou 40 unidades enzimdticas e atividade especifica de
222 U/mg. A andlise eletroforética dessas fragdes mostrou umna
unica banda correspondente & atividade enzimdtica sobre gelatina

imobilizada no gel. Essa fracdo foi denominada "proteinase".

4. DOSAGEM DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimdtica foi determinada segundo © mnétodo
original de  ANSON’S (1938), modificado por RANGEL et alli
(1981 a), misturando-se 0,1 ml da fragdo com 1,0 ml do substrato
(caseina 6 mg/ml, 5mM de dcido dissédico etilenodiamino
tetracético, "EDTA", 15mM de 2-Mercaptoetanol, "2ME"), em tampdo
fosfato 0,05 M, pH 7,0, ou tampdo acetato de sédio 0,05 M, pH
5,0, durante duas horas, a 37%. A reacdc foi bloqueada com
acido tricloro-acético(TCA).

A unidade de enzima/ml foi definida,como a absorbadncia dos

produtos T CA-sclivels, equivalente a 10—1 absorbéncia.
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5. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA

A determinacdo da concentracdo proteica foi realizada
utilizando-se o© método de LOWRY, modificado segundo HARTREE
(1972). Como proteina padrdo foi utilizada a soro albumina

bovina (BSA).

6. PREPARO DE ANTIGENOS DO 7T.cruzi PARA ELETROFORESE

Epimastigotas provenientes do cultivoe em meio LIT, ou
tripomastigotas e amastigotas provenientes de cultivo celular, em
fase exponencial de crescimento, foram lavadas 3 X a 1732 g, 20
nin, a 400, com salina 0,15 M,ou salina 0,15 M contendo 2% de
glicose, no caso dos tripanosomas de cultivo celular e
tripomastigota sangiliicola. O numero de parasitas foli determinado
por contagem em céamara de Neubauer. Os parasitas sedimentados
por centrifugacdo foram congelados a -20%. os antigenos das
diferentes formas foram extraidos, ressuspendendo-se os
sedimentos em tampdo Tris HC1 10 nM, pH 6,8, contendo 1% de
Nonidet 40 (NP40), 1 mM de TLCK {(Tosil-L-Lisina clorometil
cetona) € 1 mM de PMSF (Fluoreto de fenil metil sulfonil), os
guais foram mantidos a 400, durante 30 min, sob agitacéao
constante. A mistura foli centrifugada a 1085 g, por 20 min, e o
sobrenadante fol armazenado a —2006, em aliquotas de 100 ul.

Para a andlise eletroforética, foi adicionado, a cada
aligquota de antigeno, igual volume de tampdo de amostra, 2X

concentrado (Tampdo Tris HC1, pH 6.8, 2ME, glicerol, SDS,
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bromofenol).
A proteinase (180-200 ug/ml de proteina) foi acrescida com

igual volume do tampdo de amostra, 2 X concentrado.
7. ELETROFORESE FEM GEL DE POLITACRILAMIDA (SDS/PAGE).

A eletroforese em gel de poliacrilamida 10% foi realizada,
segundo ass condi¢des descritas por LAEMMLI (1970), em mini géis
com dimensodes de 80mm X 100mm X1 mm, aplicando-se uma corrente de
25 mA, por 1:30h, & temperatura ambiente. 0s seguintes padrées
de pesos moleculares foram utilizados: nmiosina {205 kDa), B
galactosidase (116 kDa), fosforilase b (97 kDa), soro albumina
bovina (66 kDA), cadeia pesada de Ig de camundongo (55 kbDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa) e inibidor da
tripsina (20 Kda). Ap6s a eletroforese, os geis foram corados

com amido black 0¢,2 %.

8. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA EM GEL DE

POLTACRILAMIDA CONTENDO GELATTINA.

A atividade enzimatica das amostras foi analisada segundo
o método descrito por LACKS AND SPRINGHORN (1980), incorporando-
se 0,2% de gelatina (substrato) a poliacrilamida 10%, contendo
0,1% de SDS. As fracgdes foram eletroforeticamente separadas a
40(:, aplicando-se uma corrente de 20mA, por 2 horas. Apds a
eletroforese, o gel foi lavado 2 X por 15 min com Agua destilada,

e 1 X com tampdao fosfato de sdédic 0,05 M, pH 7,0, ou tampido
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acetato de sdédio 0,05 M, pH 5,0. Para revelacido da atividade
proteolitica, os geis foram mergulhados nos respectivos tampdes,
na presenga ou auséncia de 5 mM EDTA e 15 mM 2-ME, e incubados
por um periodo de 4 ou 16 horas, a 37°C. A reacac enzimdtica
foi blogueada com solugdo de dcido acético 5-10%; o gel foi
coradoc com amido black 0,2%, descorado com solugdo contendo 50 %

de metanol e 10 % dcido acético.
9. TIMMUNOBLOTTING

0 ensaio de immunoblotting foi realizado segundo método
descrito por TOWBIN et alli (1979). Os antigenos foram
fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%.
ApSs a eletroforese, o material foi transferido para membrana de
nitrocelulose Ba 85 (Schleicher & Schuell) por eletroforese,
aplicando~se uma corrente de 80 V, por 4h a 4%. Os antigenos
transferidos foram fixados com glutaraldeido a 0,25 %, em PBS,
durante 15 min e, a seguir, lavados com PBS. A tira dos padrdes
de peso molecular fol corada com amido black 0,02%, e o material
restante foli tratado com PBS, contendo 1% de BSA, e 0,05 % Tween
20, por 1h, & temperatura ambiente, ou por 18 horas, a 4°¢c,
ApSs lavagem com PBS, contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T), as
tiras foram cortadas e incubadas durante 1 hora, a temperatura
ambiente, com anticorpos diluidos apropriadamente em PBS,
contendo 0,5 % de gelatina e 0,05% de Tween 20 (PBS-GE-T). Apés
4 lavagens de 5 min cada, com PBS-T, as tiras foram incubadas com

imunoglobulina (Ig) de carneiro, anti-Ig de camundongo, conjugada
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com peroxidase na diluicdo de 1:1000 em PBS~-GE~T, durante 1h, a
temperatura ambiente. Apdés 4 lavagens de 5 min cada, com PBS-T,
as tiras foram reveladas com a mistura cromogeno/substrato (5 mg
de 3,3 diaminobenzidina, em 10 ml de PBS, pH 7,0, e 5 ul de 3202)
até o desenvolvimento de cor. A reagdo foi interrompida com

dgua destilada.

10. PREPARACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

10.1. Esquema de Imunizacgédo

Grupos de camundongos BALB/c foram imunizados com 50 ug, da
fragdo Fsp, em aluimem de potéssio, por wvia subcutidnea (S.c.).
Ap6s gquinze dias, os animais receberam a mesma dose de antigeno
em alimem de potdssio por via S.c. Quinze dias apés a segunda
dose, os animais foram sangrados pelo plexo orbital e os soros
obtidos foram testados pela técnica de ELISA contra antigenos
do parasita. Os animais que apresentaram as melhores respostas
contra os antigenos do parasita foram inoculados com uma dose de
50 pug de antigeno, em salina, por via intraperitoneal(iI.p.), 4

dias antes da fusio.
10.2. Suspensdoes celulares
Células de mielona

Células de mieloma SP2/C foram cultivadas em meio RPMI, com

10% SFB, € repicadas 12 h antes da fusfo celular.



16

Células peritoneais

Células peritoneais de camundongos foram coletadas através
de lavagem da cavidade peritoneal, com 5 ml de RPMI, contendo
10% SFB. Aliguotas de 0,5 ml da suspensdo celular, contendo
4 X 104 celulas/ml, foram distribuidas em cada pogo das placas de
cultura de 24 pogos,
Células essplénicas

Células Esplénicas de camundongos imunizados com a fracéo
Fsp foram retiradas assepticamente. A suspensioc celular foi
lavada e ressuspensa em meio RPMI sem soro fetal, e sua

concentracgédo foi determinada utilizando-se cémara de Neubauer.
10.3. Solucoes e meios cultura utilizados para hibridizacao

Solucdo de polietilenoglicol

Solucdo de polietilenoglicol (PEG) & 50% da Serva com 4000
Da ou Merck com 1000 kDa contendo 15% de dimetilsulfoxido (DMSO).
Solucdc de aminopterina 100X

Solucdo de aminopterina 100X concentrada foli preparada
dissolvendo~se 1,76 mg de aminopetrina (Sigma) em 90 ml de &gua
bidestilada e 0,5 ml de hidrodwxido de sédio 1.0 N, neutralizado
com HC1I 1,0 N, o volume final ajustado para 100 nml de &gua
bidestilada. A esterilizacdo foi realizada por filtracdc em
membranas Millipore 0,22pum, aligquotado em 1 ml estocado —2000
protegido da 1luz.
Solugdo de hipoxantina-timidina

Solucdo de hipoxantina-timidina 100X concentrada (HT 100X)
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foi preparada dissoclvendo-se 38 mg de timidina (Sigma) e 140 mg

de hipoxantina (Sigma) em 100 ml de 4gua bidestilada a go’c. A

solugdo foi esterilizada por filtragdo e estocada ~20%.
Meio HAT
Meic HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina) foi obtido

pela adig&o de 1 ml de HT 100X e de 1 ml de A 100X em 100 ml de

meio RPMI de cultura contendo 15-20% de SFB.
10.4. Procedimento de Hibridizacgao

A fuséo celular foi realizada segundo as de indicacgdes de
FAZEKAS DE ST. GROTH AND SCHEIDEGGER (1980). A suspensdo celular
foi preparada obedecendo-se a relacdo 5:1 (5 células de baco para
1 célula de mieloma SP/2). A mistura celular foi centrifugada a
200g durante 10 min. Ao "pellet" celular foi adicionado 1 ml de
PEG, a 37OC, gota a gota, sob agitagdo branda. A suspensio foi
incubada por 1 min, a 37° ¢ e, a seqguir, diluida em 3 ml de
meio, sem soro fetal, lentamente, até completar 10 ml, sob
agitacao lenta. O volume foi completado para 50 ml, e
centrifugado a 200 g, durante 10 min. As células foram lavadas e
resssuspensas na concentracgac de 2X106 células/ml, em meio HAT.
As células foram semeadas em placas de 96 pogos, na densidade de
2}(105 células/pogco. As placas foram incubadas em estufa com 5%
de C02, a 37%. Apés 4 dias, verificou-se o crescimento das
culturas. Em torno do 72 dia apdés fusdo, procedeu~se a
substituig&o do meio de cultura por meio contende HT. As células

gue proliferaram foram transferidas para placas con 24
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POCOSs. Os sobrenadantes foram testados pelos métodos de
BLISA e Imuncofluorescéncia e os hibridos secretores foram

congelados.

10.5. Clonagem dos hibridomas

A clonagem foi realizada segundo o método de diluicdo
limite, preconizado por WALDMANN et alli (1984) e LEFKOVITS et
alli (1984). As células das culturas secretoras foram contadas,
diluidas em meio RPMI com 15% SFB, de maneira a se obter
suspensdes celulares com 5 células por ml, que foram distribuidas
em placas de 96 pogos, na densidade de 1 célula/poco. Estas
placas foram incubadas em estufa com 5% de CO02. Os clones
secretores de anticorpos foram selecionados pelc método de

ELISA. As células foram reclonadas quando necessiario

10.6. Inducao de Ascites

Camundongos BALB/c, previamente estimulados com nujol,
foram inoculados por via intraperitoneal, com uma suspenséo
contendo 1X106 hibridomas secretores de anticorpos monoclonais.

Os ascites foram colhidos cerca de dez dias apés a injecdo
das células, centrifugados a 200g, por 10 min, e os sobrenadantes

conservados a —200(2 até o uso.
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11. CARACTERIZACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

11.1. Determinacdo da classe e subclasses de Imunoglobulina dos

anticorpos monoclonais.

As classes e os isdétipos de imunoglobulinas dos anticorpos
monoclonais foram caracterizados pelo método de imunodifusdo
dupla (OUCHTERLONY, 1958), em agar a 1%, utilizando-se os
anticorpos monoespecificos para cadeia pesada de IgM, IgGl,
IgG2a, IgG2b e IgG3 produzidos no laboratério de Imunogquimica do

Depto. de Microbiologia e Imunologia, IB, UNICAMP.
11.2. Método de imunofluorescéncia Indireta

0 método fol realizado conforme indicagdes de CAMARGO
{1966). Suspensdes contendo },06 parasitas/ml de formas de
cultivo celular (TC) (tripomastigota e amastigota), epimastigota
(E) ou tripomastigota sanglifcola (T.S8.), fixados em solugdo de
formaldeido a 1% em PBS, foram assentadas em uma lamina teflonada
por 10 min, & temperatura ambiente. O excesso foli retirado e
seco a mesma temperatura. As léminas foram conservadas a -ZOOC,
até o momento de uso.

Em cada lanmina foram wutilizados: soro normal de
canmundongos F1 (CBA X C57BL/10) como controle negativo, diluido a
1/20, e soro de camundongo Fl1 na fase crdnica da infecgdo pelo T.
cruzi e diluido a 1/20, como controle positivo. Os ascites a

serem titulados foram usados nas diluicgdes de 1/20 a 1/20.480 na
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razado dois. As léminas foram incubadas durante 2 horas, em
cdmara Umida, a 37° ¢. As léminas foram, entdo,lavadas 3X com
PBS e, a seguir, incubadas por 1lh, com o conjugado anti-Ig de
camundongo, marcado com fluoresceina, produzido no nosso
Laboratério, e diluido a 1/20 em azul de Evans 0,02%. Apds esse
periodo, as lé&minas foram lavadas 3X com PBS e montadas com
glicerina tamponada com tampdo carbonato a pH 8,5.

As leituras das reagdes foram realizadas em microscépio de

fluorescéncia (Zeiss), com sistema de epi-iluminacdo.
11.3. Método de ELISA

Os anticorpos com especificidade para as diferentes formas
de parasita foram avaliados utilizando~se placas de
microtitulagdo, que foram sensibilizadas com 100 ul de uma
suspensio contendo 1X10 6 parasitas/ml em PBS, durante a noite, a
4°C, ou 2X106 parasita/ml, durante 4 horas, & temperatura
ambiente. Apdés o periodo de sensibilizacdo os parasitas foram
fixados com uma solugdo de glutaraldeido, a 0,5% em PBS ,durante
15 min a 400. As placas foram lavadas com solugdo de PBS, na
temperatura de 4°C, e bloqueadas com solugidc de PBS, contendo
0,5% de gelatina e 0,05% de Tween 20 (PBS-GE-T), lavadas com PBS
a temperatura de 400, e congeladas a -20°C até o uso.

A caracterizagdo dos anticorpos com especificidade para
proteinase foi realizada utilizando-se tantoc o métodc de ELISA
indireto como o método de ELISA direto.

a) Método de ELISA Indireto - As placas de microtitulacdo



21

foram sensibilizadas com soro de coelho anti-proteinase,
produzidos em nosso laboratdrio, e diluidos em tampdo Carbonato
6,1 M, pH 9,0, durante 1 hora, a temperatura ambiente, ou a
noite, a 4%c. As placas foram lavadas 4 vezes com PBS. A
seguir, foi adicionado 100 ul da fracdo FS, contendo 500 ug/ml
de proteina e 2,5 mM de &Acido iodoacético. As placas foram
incubadas por 1 hora, & temperatura ambiente e, a seguir, lavadas
4 vezes com PBS. Adicionou-se, entdo, 100 ul/pogo de tampdo PBS-
GE-T e incubou~se por mais 1h & temperatura ambiente. Apds
lavagem com PBS, as placas foram mantidas a -20% até O uso.

b) Método de ELISA Direto - As placas de microtitulagao foram
gsensibilizadas com 100 wul de uma solucgdo da fracgdo rica em
proteinase, obtida através da cromatografia de gel filtracgdo,
e contendo 20 ug de proteinas/ml, em tampdo carbonato 0,1 M, pH
9,0. As placas foram incubadas por 31 h, a temperatura
ambiente. A seguir foram lavadas com PBS-T, bloqueadas com PBS-
GE~T ¢ conservadas a -20°c, até o momento do uso.

0 teste de ELISA foi realizado adicionando 100 ul dos
sobrenadantes de cultura, ou ascite gque foram incubados por 1 h,
4 temperatura ambiente. A seguir as placas foram lavadas 4 vezes
com PBS-T. Ap6s a lavagem, adicionou-se 100 ul/poco do conjugado
IgG de carneiro anti-Ig camundongo marcado com peroxidase,
diluido a 1/1000, em tampdo blogqueador PBS~GE-T. As placas foranm
incubadas por 1lh, a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS-
T, adicionou-se 100 pul de solucdo reveladora contendo: 5 mg de

ortofenileno diamino (CPD) e 5 ul de H 30%, em 10 ml de

292
tampdo fosfato citrato, 0,1M, pH 5,0, incubado 30 nin, a
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temperatura ambiente, no escuro. A reacgdo fol blogueada com 25
ul de H2804 4N,
12. EFEITO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS SOBRE O Trypanosoma

cruzi NA INFECCAO DE CELULAS HOSPEDEIRAS.

1) Células da linhagem LLC-MK2 (Rim de macaco Rhesus), em
suspensadoc, na concentracdao de 1X105 células/ml, foi cultivada em
microplacas com 96 pocos, para cultura de tecidos, ou na
concentracio de 2X105 células/ml, em léminas teflonadas com 8
pocos, em estufas a 3700, com 5 % de CO2.

2) Células foram coletadas da cavidade peritoneal de
camundongo, com RPMI contendo 10 U/ml de heparina e 10% de soro
fetal bovino (SFB), e cultivadas por 18 h em ladminas teflonadas,

6

em uma densidade de 2X10° células/ml e 1x10° células/ml, em

microplacas de 96 pocos, em estufas com 5% de C02, a 37% .
12.1. Opsonizagdo do parasita
Os parasitas provenientes de cultura de células ou de
sangue de camundongos foram misturados com igual volume de soro
normal, ou com diferentes concentracdes de anticorpos,e incubados
o
por 1 h, a 4 C .

12.2. Penetragdo do parasita em células hospedeiras

As 1léaminas contendo monocamadas de c¢élulas LLC-MK2, ou
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células peritoneais, foram infectadas com parasitas opsonizados
por diferentes diluigbes de anticorpos. As células LLC-MK2, cuija
relagdo fol de 5 parasitas/ célula, foram incubadas por 1 hora, e
as células peritoneais, cuja relagédo parasita/célula foi de 2:1,
foram incubadas durante 22 horas, em estufas de CO2, a 3'70 C. As
laminas foram, a seguir, Jlavadas, para retirar os parasitas
livres. As léaminas contendo células foram fixadas com acetona
gelada, durante 10 minutos, e coradas com Leishmann.

A porcentagem de parasitas associados &as células foi
determinada através do indice fagocitdrio (macréfago) ou de
indice de penetracdo para célula LLC-MK2. O numero parasitas/

células foi determinado como capacidade fagocitdria ou de

penetragdc do parasita.

12.3. Proliferacao do parasitas

As células LLC-MK2, ou macréfagos, cultivadas em
microplacas, foram infectadas com parasitas da forma
tripomastigota sangtiicola. Duas condigfes foram utilizadas,
para o teste do anticorpo. 1) Os parasitas previamente

opsonizados foi adicionado na relacdo parasita/células de 1:1
para macréfago e 2:1 para células LLC-MK2. 2) Os parasitas foram
adicionados simultameamente com o© anticorpo na mesma relacéo
parasita/célula do itém anterior e incubados por um periédo de
18h. Apés este periodo, os parasitas gue ndo penetraram nas
células foram retirados por meio de lavagem com salina fosfatada

com 2% de glicose (Fazekas), e os pogos foram suplementados com
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meio RPMTI 2% de soro fetal bovino.

As c¢élulas LLC-MK2 foram também infectadas com a forma
tripomastigota de cultivo celular do parasita, adicionando-se
sobre o tapete celular 3 parasitas/célula ou 7 parasitas/ célula,
adicionando-se, a vcada pogo, igual volume de anticorpos
monoclonais, ou ascite ndo-imune. Apés 18 horas, os pocos foram
lavados com salina Fazekas, de modo a remover os parasitas gque
niao penetraram.

As ceélulas foram examinadas diariamente em microscépio
invertido. Sete dias apés a infecgdo, os sobrenadantes de

cultura foram utilizados para determinacdo do nimero de parasita.
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IIT - RESULTADOS

1. ESTUDO DE PROTEINASES NAS DIFERENTES FORMAS DO

Trypanosoma Cruzi

A atividade proteolitica nos extratos de T. cruzi, obtidos
das formas de cultivo em c¢élulas LLC-MK2 (amastigota e
tripomastigota) e da forma epimastigota provenientes do cultivo
do parasita em meio LIT, foi analisada apds a eletroforese em
gel de poliacrilamida, contendo 0,2 % de gelatina como substrato.

Em pH neutro, e na auséncia de ativadores (EDTA e 2-ME),
nenhum dos extratos do parasita nem a proteinase foram capazes de
degradar o subtrato, conforme mostrado na Figura 1A.

Em pH &cido (Fig.1B), a forma epimastigota e a proteinase
(canais 7 e 8) apresentaram 2 polipeptideos, um com 40 e outro
com 48 kDa, com atividade proteolitica. O polipeptideo de 48 kDa
aparentemente apresentou maior atividade proteolitica.

A figura 2 mostra os resultados da andlise da atividade
proteolitica nos extratos do 7. cruzi, realizada em pH neutro, na
presenga de ativadores, com 4 horas de incubacgéio. A proteinase
mostrou duas bandas de atividade com 46 e 40 kDa (canais 4 e
8); o extrato de epimastigota mostrou um polipeptideo com
atividade enzimdtica de 40 kDa; na forma tripomastigota observou-
se uma banda de 35 kDa com atividade enzimdtica; e no extrato de
amastigota, dois polipeptideos, de 46 e 35 kDa, apresentavam

atividade enzimdtica.

UNIiCamP
BIBLIOTHCA CEMNTRAL
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Nos experimentos conduzidos com tampdo acetato de sdédio
0,05 M, PH 5,0, os extratos de amastigota e tripomastigota
revelaram tracos de atividade relacionados a trés polipeptideos
com 55 , 48 e 40 kDa, respectivamente; o extrato de epimastigota
e a proteinase apresentaram dois polipeptideos de 48 e 40 kDa,
respectivamente, com atividade enzimatica, sendo gque na fracéo
purificada o polipeptideo de 48 kDa apresentaram aparentemente
maior atividade (Fig. 2 B). O conjuntos desses resultados
mostram gue essas enzimas sdo pertencentes ao grupo das enzimas
SH-dependentes.

Aumentando~se o tempo de atuag¢do da proteinase do T. cruzi
para 16 horas de degradacdo do substrato, os resultados
apresentados na Fig.3 A mostraram © mesmo padrdo descrito na
figura anterior.

Em pH 5,0 (Fig.3 B), as formas tripomastigota e amastigota
apresentaram 3 bandas com atividades enzimdticas correspondentes
a polipeptideos de 55, 48 e 40 kDa. Na forma epimastigota e na
fragdo purificada foram encontrados 2 polipeptideos com atividade
enzimdtica com pesos moleculares de 48 e 40 kDa, respectivamente.
Na tabela I encontram-se o0s pescs moleculares das formas do T.
cruzi nos diferentes pH’s. Comparando-se as diferentes formas
evolutivas do T. cruzi, a forma tripomastigota apresentou menor
atividade especifica de enzima nos seus extratos, visto que foi
necessdria uma concentracdo 2 X maior de parasita em relacgdo
a forma epimastigota e amastigota para a andlise.

A andalise das relacdes antigénicas das proteinases

presentes nos extratos de amastigota, tripomastigota e
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epimastigota foi realizada através de "Western-blot", utilizando-
se sorc anti-proteinase obtido em camundongos BALB/c imunizados.
0 resultado (Fig.04) mostra que os polipeptideos com 48 e 55 kDa
sado revelados com esse anticorpo, sendo que o de 48 kDa encontra-
se presente em todas as formas de cultivo do parasita e o de 55
kDa, na €forma amastigota além da presenca de tragos na forma
tripomastigota do parasita.

Comparandc os resultados obtidos da atividade enzimdtica e
banda blotadas pudemos verificar que o polipeptideo de 35 kDa,
gue possuia atividade enzimatica, ndo era revelado pelo soro
hiperimune anti-proteinase utilizado: ao contrario, o

polipeptideos de 55 kDa era revelado por esse SOro.
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A * B kDa
123 4 56 7 8

Fig.1. Deteccdo da atividade enzimdtica de extratos e proteinase
de T.cruzi, apés eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo
0,2 % de gelatina, na auséncia de ativador. Padrdoc de P.M. se
encontra no 1 canal & esquerda. Placa A: ©pH 7,0, Amastigota
8,0X105 (1), Tripomastigota 3,6X106 (2), Epimastigota 8,0}(105
(3), Proteinase 250 ng (4). Placa B: ©PpH 5,0, Amastigota
1,5X10 6 {(5), Tripomastigota 3,6}(106 (6), Epimastigota 1,5X106

(7), Proteinase 250 ng (8).
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Fig. 2 - Efeitc do pH na atividade enzimdtica de diferentes
extratos de T. cruzi, em gel de poliacrilamida, contendo 0,2% de
gelatina. A atividade proteolitica revelada em pH 7,0 (&) ou PH
5,0 (B), em presenca de atiwvadores para proteinase (EDTA, 2-ME)
durante 4 h. Amastigota 1,5){106 (1 e 5}, Tripomastigota 3}(106
(2 e 6), Epimastigota 1,5X106 (3 e 7), Proteinase 500ng (4 e

8). Os padrdes de Peso Mol ecular estdo assinalados & esquerda,

em kDa.
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Fig. 3 - Efeito do pH na atividade proteolitica de extratos de
formas evolutivas do T. cruzi, em gel de poliacrilamida contendo
gelatina. Os extratos foram tratados com ativador de proteinase
(EDTA+2~ME) durante 16 horas. Placa A: pH 7.0, Amastigota
8, 0X10° (1), Tripomastigota 3 ,6x106 (2), Epimastigota

8,0}{105 (3), Proteinase 250 ng (4). Placa B: pH 5.0,

Amastigota 1,5X106 (5), Tripomastigota 3,6X106 {(6), Epimastigota
1,5}(106 (7), Proteinase 250 ng (8). A esgquerda encontram-se

assinalados os padrdes de peso molecular, em kilodaltons.
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TABELA I. POLIPEPTIDEOS COM ATIVIDADE ENZIMATICA** CARACTERIZADOS

NAS DIFERENTES FORMAS, DO Trypanosoma cruzi EM pH’s ACIDO E

NEUTRO

Formas pH 5,0% pPH 7,0%
Amastigota 55, 48, 40 46, 35
Epimastigota 48, 40 40
Tripomastigota 55, 48, 40 35
Proteinase 48, 40 46, 40

* PM em kDa

**Atividade enzimdtica detectada apdés 16 h de incubacéo
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1 2 3 4 kDa

Fig.4. Western Blot dos diferentes antigenos de T. cruzi. (1)

Proteinase 500 ng, (2) Epimastigota 2X106, (3) Tripomastigota

4X106, (4) Amastigota 4X106. Revelados com antissoro anti-
proteinase de T. cruzi, produzido em BALB/c diluide 1/10.

Marcadores de pesos moleculares estdo indicados em Kilodaltons,

a4 direita.
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2. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS HIBRIDOS

Células esplénicas de camundongos, sensibilizadas com
fragdo enriquecida em proteinase (Fsp) foram fusionadas com
células do mieloma SP2 de camundongo, utilizando-se o agente
fusiogénico, polietilenoglicol (PEG), com pesc molecular de
4000 e de 1000 Da .

Cerca de quinze dias apés a fusédo, os hibridos foram
selecionados quanto & sua especificidade para antigenos
epimastigota (E),tripanosoma de cultura (TC) e proteinase (P),
utilizando-se o método de ELISA.

Os Tresultados mostram gue o polietilenoglicel com peso
molecular de 1000 Da foi mais eficiente come agente fusiogénico
(62% dos pogos com crescimento) do gque o PEG 4000 Da (25% dos
po¢os com crescimento).

Os hibridos que apresentavam reatividade para a proteinase,
ou para a forma de cultivo do parasita, foram selecionados pelo
método de ELISA, conforme os resultados apresentados na Tabela
IT. Podemos verificar que um maior nimero de hibridos reagiram
simultameamente com epimastigota e proteinase purificada, (54%
dos clones produzidos). Com reatividade para proteinase, foram
obtidos 16 hibridos (23%). Temos ainda gue 17% dos hibridos
obtidos reagiram com antigenos de epimastigota; 3% reagiram com
epimastigota/tripanosoma de cultura/proteinase, 1,4% dos clones
reagiram com apenas Os antigenos das formas de cultura celular e

1,4% com tripanosoma de cultura/proteinase.
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Antigenos Ntmeros de clones %
E-P 38 54,0

P 16 23,0

E 12 17,0
E-TC-P 02 3,0
C 01 1,4
TC~P 01 1,4
E-epimastigota, TC-tripanosoma de cultura, P-proteinase.
3. CLONAGEM DOS HIBRIDOS

O0s hibridos que haviam sido selecionados com base em sua
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reatividade apenas para a proteinase isolada de T.cruzi, foram
submetidos & clonagem por diluicdo limite e o0s resultados estéo
apresentados na Tabela III. Pode-se verificar que, dos 07
hibridomas c¢lonados, apenas 02 deles produziram os 03 clones
reativos com as diferentes formas do parasita ou com a
proteinase. Os demais hibridomasndc secretaram anticorpos com
reatividade para os antigenos testados (hibridos instdveis).

Face a esses resultados, foram clonados outros 07 hibridos
que haviam mostrado reatividade para a proteinase e para a forma
epimastigota do parasita. Os resultados estdoc apresentados na
Tabela IV. Dessas clonagens foram obtidos 04 clones com
especificidade para a proteinase derivados dos clones M1CS5 e
M1D3 , acontecendo também a perda de dois hibridos durante a
clonagem (M3D2 e M1D4). O clone MIC5B3 foi ampliado para producéo
de ascite. Dois clones derivados da cultura MIC5 (MIC5G9 e
Mic5D12) <Fforam reclonados, obtendo-se os resultados apresentados
na Tabela V. Podemos verificar gue foram obtidos 13 clones com
especificidade para proteinase, 04 com especifidade ©para
epimastigota/ proteinase € 02 com especificidade para a forma
epimastigota. Quatro clones oriundos da cultura  M1C5D12
(M1C5D12B4, MIC5D12E8, MIC5D12D5, M1C5D12D4), com especificidade
para proteinase, mostraram-se estdveis e foram ampliados para
produgdoc de ascite. Da cultura MI1C5G9, obtivemos somente um
clone (M1CS5G9A7) com especificidade para a proteinase, o qual foi
ampliado para producdo de ascite .

0 hibrido M1C2 foi também submetido a clonagem, em funcdo

da sua reatividade com a forma epimastigota e com a proteinase.
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Os clones obtidos foram submetidos a vdrias reclonagens, conforme

resultado mostrado na tabela VI. Podemos verificar que o hibrido

M1C2 produziu, na 1* reclonagen, um clone (c2c3) com
especificidade para epimastigota e tripanosoma de cultura. Na
22 reclonagem foram obtidos outros c¢lones (C3B6, C3F3),

apresentando especificidades wvariadas, exceto para a proteinase.
Na 3¢ reclonagem sucessiva (clones F3D12 e F3C5) foram obtidos 06
clones, com especificidade para proteinase.

O hibrido M5C3, reativo para a forma tripomastigota de
cultura e epimastigota, foi clonado, obtendo-se 14 clones. Cinco
desses clones, todos reativos para a forma tripomastigota e
epimastigota de cultura, foram expandidos para obtengdo de

ascite.
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TABELA ITI. NUMEROS DE CLONES REATIVOS PARA AS DIFERENTES FORMAS
DO PARASTTA E/OU PROTEINASE PURIFICADA PROVENIENTE DA CLONAGEM DE

HIBRIDOS REATIVOS PARA PROTEINASE

BIBRIDOS Antfigenos

E TC P EP ETC

M2B3 - - - - -

M3A1 - - - - -

M2D4 - - - ~ -

M4AC3 - 0l - - 01

S3A5 - - - - -

M3D1 - - - 01 -

M2B1 - - - - -

E~-epimastigota, TC-tripanosoma cultura, P-proteinase, ETC-

epimastigota e T.cultura, EP-epimastigota e proteinase
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TABELA XIV. NUMEROS DE CLONES REATIVOS DA CLONAGEM DOS HIBRIDOS

COM ESPECIFICIDADE PARA EPIMASTIGOTA E PROTEINASE

Hibrido Antigenos

E TC P EP TCP ETC ETCP

MEC3 - - - - - 14 -

M1D3 - 33 01 - - - -

M4Al 05 - - - - - -

M3D2 - - - - - - -

M1D4 - - - - - - -

M1lC2 - - - 04 - - -

M1C5 10 17 03 - - 34 1

E-epimastigota, P-proteinase, TC-tripanosoma de cultura EP-
epimastigota e proteinase, TCP-T.cultura e proteinase, ETC-
epimastigota e tripanosoma de cultura, ETCP~

epimastigota/T.cultura e proteinase.
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TABELA V. RESULTADOCS DA RECLONAGEM DOS CLONES M1C5
Clones Antigenos

E TC P E-P
M1C5G9 - - 07 04
M1lC5D12 02 - 06 -




4

0

TABELA VI. RESULTADO DA CLONAGEM E RECLONAGEM DC HIBRIDC MlC2

Clone antigenos

E TC P ETC EP TCEP
C2C3 08 08 - - - -
C3B6 16 03 - - 09 05
C3F3 - 07 - - - 29
F3C5 - - - 05 - -
F3Di2 - - 06 - 01 01

E-~epimastigota; TC-tripanosoma de cultura;
epimastigota e tripanosoma de cultura,
proteinase; TCEP-tripanosoma de cultura,

proteinase .

P-proteinase;

ETC~

EP-epimastigota e

epimastigota

e



41

4. CARACTERIZACAO DOS ANTICORPOS

Para a caracterizagcdo dos anticorpos, os clones foram
expandidos para a produgdo de ascites. Os anticorpos obtidos
foram titulados pelo método de ELISA (TAB.VII), pelo método de
IFI (TAB. VIII), utilizando-se COmo antigenos a forma
epimastigota, formas de cultivo celulares e a proteinase de T.
cruzi. As classes e os isétipos de imunoglobulina foram
determinados pelo método de difusdo em gel com oOS SOros
monoespecificos anti cadeia pesada dados apresentados nas tabela
VII e VITIT .

Na tabela VII, observa-~se dois grupos de anticorpos, o 1=
com especificidade restrita as diferentes formas de cultivo, e o
2@ grupo com especificidade ©para a proteinase de T. cruzi.
Entre esses hibridomas, observou-se um clone C2C3F3C5F4 gque
detectava epitopos presentes na forma epimastigota e na
proteinase. Nas tabelas VII e VIII encontram-se listados os
isétipos dos clones selecionados. Observa-se a predomindncia de
anticorpos das classes IgM e IgG, dentre os anticorpos da classe
IgG os isdotipos IgG3 e IgGl.

A reatividade dos anticorpos monoclonais para antigenos de
superficie das diferentes formas do parasita foi investigada
através de reagbes de Imunofluorescéncia indireta. Os resultados
obtidos est&o mostrados na tabela VIII. Os clones derivados da
cultura M5C3 apresentaram especificidade para as diferentes
formas do parasita. Em geral, esses anticorpos apresentaram

menor reatividade com a forma epimastigota do parasita. Os
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anticorpos M5C3H4 e M5C3C4 apresentaram maior reatividade para a
forma intracelular, enguanto que os anticorpos MS5C3G3 e MS5C3F5,
maior reatividade para antigenos de superficie da forma
tripomastigota sangliicola. Dentre os anticorpos reativos com a
proteinase no método de ELISA, apenas 2 deles foram capazes de
interagir com antigenos da superficie da forma tripomastigota
sangliicola do parasita pelo metodo de Imunofluorescéncia
indireta ( o MI1C5D12D4, secretando anticorpos da classe IgM, e o
M1C5D12D5 do isétipo IgGl).

0 anticorpc M1C2C3F3C5F4, reativo para a proteinase e para
a forma epimastigota nos ensaios de ELISA, foi capaz de interagir
com antigenos de superficie da forma amastigota e tripomastigota
sanglicola, pelo metédo de IFI, secretando imunoglobulina da
classe IgM. Os anticorpos M1C5D12B4 e MI1C5D12ES8, embora
detectassem a proteinase do parasita, nédo foram capazes de
detectar antigenos presentes na superficie das diferentes formas

do T. cruzgi.
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TABELA VIX. ESPECIFICIDADE DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS PARA AS
DIFERENTES FORMAS DE CULTIVO E A PROTEINASE DE T.cruzi PELO

METODO DE ELISA

Titulos de Anticorpos *

Clones Isétipos EPI TC P
MEC3H4 IgG3 400.000 200.000 0
M5C3C4 IgG3 200.000 2006.000 )
MS5C3D4 IgG3 800.000 200.000 o
M5C3G3 IgG3 200.000 200.000 0
M5C3F5 I1gG3 200.000 100.000 0
MiC2C3F3C5F4 IgM 1.600 0 1.600
M1C5B3 IghM ¢] 0 25.000
MI1CHG9AY IgM 0 0 25.000
M1C5D12D4 IgM 0 4] 12.800
M1C5D12D5 TgGl ] 0 12.800
M1C5D12B4 IgGi 400 0 12.800
M1C5D12ES8 IgGl 0 3] 12.800

TC-Tripancoscoma de cultura, P-Proteinase, E-Epimastigota

*- inverso da maior diluigdoc com resultado positivo
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TABEL.A VIII. ESPECIFICIDADE DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-T.
cruzi PARA AS DIFERENTES FORMAS DE CULTIVC DO PARASITA FIXADO

PELO METODO DE IMUNOFLUORESCENCIA E ISOTIPOS.

Clones Isétipos* Titulos de anticorpos**
Epimastigota Amastigota T.S.
M5C3H4 IgG3 1.280 5.120 2.560
M5C3C4 IgG3 1.280 10.240 2.560
MS5C3D4 TIgG3 640 2.560 2.560
M5C3G3 IgG3 1.280 1.280 5.120
M5C3F5 1gG3 640 2.560 5.120
M1C2C3F3C5F4 IgM 0 1.000 1.000
M1C5B3 IgM 0 0 0
M1C5G9A7 IgM o 0 o
M1C5D12D4 IgM 0 0 2.000
M1C5D12D5 TgG1l 0 0 2.000
MiC5D12B4 IgGl 0 0 o0
M1C5D12ES8 IgGl 0 0 | 0

T.S~Tripomastigota sanguicola, IFI-Imunofluorescéncia Indireta:
*Is6tipos foram detectados pelo método de imunodifusdo dupla
radial.

*% Inverso do maior diluicdo com resultado positivo
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5. CARACTERIZACAO DE ANTIGENOS DO T. cruzi REATIVOS COM

ANTICORPOS MONOCLONAIS

Com a finalidade de caracterizar os antigenos reativos com
anticorpos monoclonais obtidos, foram realizados experimentos de
"imunoblotting", utilizando~se antigenos das diferentes formas da
cepa Y do T. cruzi e a proteinase purificada. Os resultados das
andlises eletroforéticas dos antigenos imunodetectados pelos
anticorpos monoclonais s&c mostrados na tabela IX. Pode-se
verificar gue os anticorpos monoclonais M5 (C3C4, C3D4, C3F5,
C3G3, C3H4) reconhecem, na forma amastigota os polipeptideos de
66 e 55 Kda, apresentados na Figura 05, enquanto que na forma
tripomastigota sangliicola do parasita, um polipeptideo com peso
molecular de 94 kDa foi revelado. O anticorpo MIC5B3 reconheceu
na forma amastigota, antigenos de peso molecular de 78 e 50 kDa ,
na forma tripomastigota sangtiicola, polipeptideos de 112, 98 e 81
kDa. O anticorpo monoclonal M1CS5G9A7 reconheceu somente na forma
sanglicola, polipeptideos de 116, 104, 86 kDa, conforme dados

mostrados na Figura 07.
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TABELA IX. POLIPEPTIDEOS RECONHECIDOS PELOS ANTICORPOS
MONOCLONATS NOS TRES ESTAGIOS DO PARASITA E PROTEINASE DE .
cruzi
POLIPEPTIDEOS

T.SANGUIcCOLA AMASTIGOTA
AcMo 116 112 104 98 94 86 81 78 66 55 50
MSC3H4 X X X
M5C3G3 X X X
M5C3C4 X X X
M5C3D4 X X X
M5C3F5 X X X
M1C5B3 X X X X X
M1C5G9A7 X X X

Dados obtidos em experimentos de "

Western Blot ™

AcMo-Anticorpos monoclonais anti-proteinase e formas de T.cruzi.
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Fig 5. Western Blot de antigenos da forma amastigota de T. cruzi
(2X106), revelados pelos anticorpos monoclonais anti-7T. cruzi,
(1) M5C3C4 diluido 1/500, (2) M5C3D4 1/500, (3) M5C3G3 1/250, (43
MSC3H4 1/250, (5) MBC3F5 1/500. Os padrdes de pesc moleculares

estido colocados a esgquerda.
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Fig. 6. Western Blot de antigenos da forma tripomastigota
sangliicola (2X106) revelados com anticorpos monoclonais, (1)
M5C3F5 diluido 1/1000, (2) M5C3C4 1/500, (3) M5C3D4 1/1000, (4)
M5C3G3 1/1000, (5 M5C3H4 1/1000. Os padrdes de pesos

moleculares estfo indicados a esquerda.
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Fig. 7 - Western Blot de antigenos das diferente formas e da
proteinase do T. cruzi revelados com os anticorpos monoclonais
M1CS5B3 (A) e MIC5GY9A7 (B). Antigenos de amastigota 2X106 (1 e
5), Antigenos de tripomastigota sangiicola 2X106 {2 e 6),
Antigenos de epimastigota 2X106 (3 e 7), Proteinase 500ng (4 e

8). Os padrdes de Peso moleculares estdo indicados a esquerda.
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6. EFEITOS BIOLOGICOS DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

Com o objetivo de werificar o efeito dos anticorpos
monoclonais gue detectavam antigenos de superficie das diferentes
formas do T. cruzi sobre o curso da infecgdo (invasdo e
multiplicacdo) de células hospedeiras, pela forma sangliicola do

T. cruzi; foram realizados os experimentos descritos a seguir

6.1. Efeito do anticorpo na penetracdo do parasita em células

hospedeiras

Foram realizados os experimentos descritos a seguir:
Tripomastigotas sangliicolas foram previamente incubados com dose
sub-aglutinante dos diferentes anticorpos monoclonais.

Os parasitas opsonizados foram a seguir incubados com
células aderentes, obtidas de lavados peritoneais de camundongos,
ou com células LLC-MK2. A tabela X mostra os resultados obtidos
nesses experimentos. E possivel observar gue a pré-incubacdo dos
parasitas com os diferentes anticorpos resultou em aumento na
porcentagen de macrofagos e de células LLC-MK2, infectados pelo
parasita, em comparagdo com o grupo controle (ascite ndo-imune).

Util izando-se a relagdo 10 parasitas/célula, observou-se,
nos primeiros experimentos, gque o© tratamento com alguns
anticorpos resultava na destruicédo das células infectadas, o gue
tornava impossivel a determinagdo do grau de infecgdo dessas
células, sugerindo gue esses anticorpos aumentavam a capacidade

infectiva do parasita. Desta forma, definiu-se, para os
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macrofagos, a relagdo 2 parasitas/célula e, para LLC-MK2 a

relagéoc de 5 para 1.

6.2. Efeito do anticorpo monoclonal na proliferacgdo do T. cruzi

Com o objetivo de verificar se a adicdo simulténea dos
anticorpos monoclonais e dos parasitas as culturas de células
altera a capacidade infectante do T. cruzi, foram realizadas duas
séries de experimentos. Na primeira, os parasitas foram
previamente opsonizados com anticorpos na diluicdo de 1/2000, e
colocados em contato com as monocamadas de células por 1 hora, a
3'70(:, em estufa de CO2. No segundo grupo de experimentos, os
parasitas foram adicionados simultaneamente com os anticorpos
monoclonais, &as monocamadas celulares, as quais foram incubadas
de modo semelhante ao grupo anterior. Apdés o pericdo de
incubagdo, os parasitas que néo se interagiram com as células
foram retirados por lavagem, e os orificios foram suplementados
com o meio fresco. Apdés 7 dias, o nimeroc de parasitas livres foi
avaliado.

Os resultados apresentados na Tabela XI mostram gque nao
houve diferenca em termos de infecgido das células LLC-MK2, quando
comparamos ao grupe controle (parasitas tratados com ascite nio-
imune), aos resultados exibidos pelos grupos nos dquais os
parasitas foram adicionados simultaneamente ou pré-incubados com
o anticorpo. O anticorpo MI1CSB3 foi uma excecgdo, visto gue foi
capaz de inibir em 31% a infeccio destas células, guando

adicionado simulténeamente com o parasita, e promovem uma
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infecgdo de 2,5 X maior gue o controle, quando o parasita foi
previamente opsonizado.

Em xelagcdaoc as células macrofdgicas, observa-se gque a sua
infeccdo pelo parasita foi mais eficiente gquando este se
encontrava opsonizado, independente dc anticorpo monoclonal
considerado, com excegdo do anticorpo monoclonal M5C3G3. No caso
do anticorpo MI1C5B3, observou-se que tanto a opsonizacédo do
parasita como a adigdo simultédnea de anticorpo e parasita a
cultura resultou em aumento do nimerc de T. cruzi liberado pelas
células macrofdgicas infectadas.

Os experimentos descritos a seguir tiveram como objetivo
verificar a capacidade infectante da forma tripomastigota de
cultura, mna presenca dos anticorpos monoclonais gue apresentavam
especificidade para antigenos de superficie da forma
tripomastigota sangliicola (M1C5D12D4), ou para antigenos de
superficie de todas as formas do parasita (hibridos derivados da
cultura M5C3)}. Nesses experimentos foram utilizadas monocamadas
de células LLC-MK2 e diferentes relacdes de parasitas/célula (3:1
e 7:1). Cs resultados desses experimentos estédo resumidos na
tabela XIT.

Os anticorpos M1C2C3C5F4 e M1C5D12D4 n&o apresentaram
nenhuma alteracao na capacidade infectiva do parasita, guando
utilizados na proporcido de 3:1. Quando se aumentou a relacéo
parasita/célula para 7:1, o anticorpo C2C3CS5F4 promoveu um
aumento de 2 X na concentragdo de parasitas liberados pela célula
hospedeira .

E importante ressaltar que, independentemente do anticorpo
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do grupo M5C3 utilizado, todos apresentaram em cultura uma
grande capacidade de aglutinar a forma arredondada do parasita, a
partir de 24 horas de cultivo. E independentemente de como os
parasitas foram tratados com tais anticorpos, esse fendmeno foi

sempre observado.
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TABELA X. EFEITO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS SOBRE A FORMA
TRIPOMASTIGOTA SANGUICOLA DO PARASITA NA INFECCAO DE MACROFAGO E

CELULAS LLI.C-MK2

Anticorpo Macréfago Llc-Mk2
IF CF IP cp

S. Normal 2,2 8,0% 8,0 51,0%
S. anti-T.cruzi 3,0 40,0% 10,0 150,0%
Asc. Normal 3,0 22,0% 4,0 8,0%
Anti-proteinase 3,0 24,0% 2,5 6,5%
M5C3F5 4,0 50,0% 16,0 45 ,0%
M5C3G3 5,0 60,0% 8,0 22,0%
IF~-indice de fagocitose, CF-capacidade de fagocitose

IP-indice de penetracdo, CP-capacidade de penetracéio
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TABELA XTX. PROLIFERACAO DA FORMA TRIPOMASTIGOTA SANGUICOLA

OPSONIZADO OU NAO PELO ANTICORPO MONOCLONAL EM CELULAS LLC-MK2 E

MACROFAGO .
Anticorpo Macréfago Llc-Mk2

+ - + -
A. Normal 0,2 0,1 4,8 7,6
M5C3F5 0,6 0,2 13.0 18.0
MEC3D4 1,6 0,1 10,0 15,0
M5C3C4 1,0 0,1 10,0 16,0
M5C3G3 0,2 ag,1 1¢,0 14.0
MiC5B3 1,0 0,8 12,0 5,2

Nimero de parasita X 105

+ = parasita opsonizado

- = parasita ndo-opsonizado

Relagdo célula LIC-MK2 / Parasita 2:1

Relacdo macrofago/ Parasita 1:1
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TABELA XTTXY -~ EFEITO DO ANTICORPO SOBRE A FORMA TRIPOMASTIGOTA DE

CULTURA DO PARASITA NA INTERACAO COM CELULAS LLC-MK2

Anticorpo 3:11* Tal%
Ascite Normal 1/2000 4,0 15,5
M5C3H4 1/2000 11,2 38,0
M5C3C4 1/2000 13,6 32,0
M5C3G3 1/2000 9,2 30,6
MSC3F5 1/2000 16,4 26,6
M5C3D4 1/2000 12,6 25,0
M1C2C3CHF4 1/1000 4,6 36,6
MiC5D]12D4 1/1000 4,4 10,4

Numerc de parasita X 105
* - Relacdao n? parasita/ n® célula.

Parasita ndo—-opsonizado em contato de 18 horas
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IV - DISCUSSAO

A presenca de proteinase nas diferentes formas evolutivas
do T.cruzi foi investigada através de experiéncias de
eletroforese em SDS-PAGE, com 0,2% de gelatina, onde se pode
detectar polipeptideos capazes de degradas a gelatina usada como
substrato. As atividades enzimdticas foram realizadas tanto em
pH dcido como em pH neutro. Os melhores resultados foram obtidos
apés 16 horas de incubagdo dos extratos de parasitas com o©
substrato. Nossos resultados mostram que em pH &dcido, esses
extratos apresentam bandas de 40 e 48 XxDa com atividade
proteolitica, comuns a todas as formas de cultivo do parasita.
Uma banda de atividade enzimdtica com pesoc molecular de 55 kDa
foi detectada apenas nas formas amastigota e tripomastigota.
Estes resultados encontram apoio nas observagdes de CAMPETELLA et
alli (19920), os quais haviam demonstrado que as diferentes formas
evolutivas do parasita apresentam atividade proteolitica
relacionada a polipeptideocs com 50-60 kDa.

No pH neutro, a forma epimastigota apresentou apenas uma
banda com atividade proteolitica com peso molecular de 40 kDa, a
qual havia sido também detectada em pH 5,0. A forma amastigota
apresentou atividade enzimdtica relacionada a um polipeptideos de
46 (48) kDa, também detectado em pH 5,0. Uma banda de 35 kbDa,
ausente em pH &dcido, pode ser também detectada nas formas
amastigotas e tripomastigotas de cultive nos experimentos

conduzidos em pH neutro.
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0 conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho
sugere gue existe uma menor concentracgdo da enzima com atividade
cisteina-proteinase nos extratos da forma tripomastigota, pois
foi necessario utilizar uma concentracac de tripomastigota 2X
maior gue a de epimastigota e amastigota para se detectar
polipeptideos com atividade enzimdtica, nos experimentos de
eletroforese. Estes resultados encontram apoio nagueles obtidos
por BONALDO et alli (1991b) que observaram, durante a
diferenciacgao da forma epimastigota para tripomastigota
metaciclico, utilizando radioimunoensaio e anticorpos
monoclonais, uma redugdo de 2~5 X na concentragdo da GP 57/51.
CAMPETELLA et alli (1990), observaram gque forma epimastigota,
proveniente de diferentes cepas do T. cruzi, apresentavam niveis
similares de atividade proteindsica. De forma similar acs nossos
resultados, esses autores verificaram dque as formas amastigota e
tripomastigota apresentavam niveis 10X menores desta atividade em
comparagédo com a forma epimastigota.

Em nossos experimentos de imunodetecdc, utilizando soro de
camundongo antiproteinase de epimastigota, observou-se que esses
anticorpos detectavam uma banda correspondente Aagquela com
atividade enzimdtica no extrato de epimastigota, tripomastigota,
amastigota e na enzima purificada; mas também eram capazes de
detectar a banda de 55 kDa, presente na forma amastigota, bem
como tragos dessa banda puderam ser detectados na forma
tripomastigota.

Nenhuma reatividade foli observada entre esse soro imune e o

componente de 35 KDa, presente em tripomastigota e amastigota,
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sugerindo que este componente apresenta epitopos diferentes
dagqueles encontrados nas formas epimastigota. Esses resultados
indicam gue as diferentes formas evolutivas do parasita
expressam enzimas da familia cisteina-proteinase porém essas
enzimas podem apresentar diferencas antigénicas.

Estudos recentes realizado por MEIRELLES et alli (1992),
utilizando~se extrato de amastigota e, como revelador, um
inibidor irreversivel da cisteina~proteinase, o derivado
peptidico diazometano marcado com 1125, mostraram a presenga de
enzimas na faixa de peso molecular da Gp 57/51, assim como uma
banda difusa 25-35 XkDa. Estes dados sugerem fortemente a
presenga de enzimas da familia cisteina-proteinase, de baixos
pesos moleculares nas formas amastigota e tripomastigota,
distintas da caracterizada em epimastigota.

A presenca de componentes de baixo peso molecular na
faixa de 25-35 kDa, correlacionados com a proteinase da forma
epimastigota do parasita, e reativos com os anticorpos
monoespecificos induzidos por imunizacdo com a proteinase
derivada da forma epimastigota do T. cruzi, foram relatados por
RANGEL et alli (198la) e SAKURADA et alli (1992). Polipeptideos
de baixos pesos moleculares foram detectados por SCHARFSTEIN et
alli (1986) em fragdes purificadas a partir da forma
epimastigota. Esses autores sugerem gue tais componentes
poderiam ser resultantes da autodigestdo da cruzipaina, pois em
seu procedimento de purificacgio da GP 25, os inibidores de
proteases foram omitidos. HELLMAN e colaboradores verificaram

posteriormente (1991) gue a GP 25 descrita por SCHARFSTEIN et
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alli (1986) era, de fato, um produte de autodigestio da
cruzipaina, e sugeriram a auséncia de capacidade proteolitica
neste polipeptideo de baixo peso molecular.

No presente estﬁdo, verificamos a ocorréncia de um
polipeptideo enzimdtico, de 35 kDa, caracterizado em pH 7,0, o©
gual deve ser melhor estudado, um vez que foi encontrado nas
formas do parasita (amastigota e tripomastigota) presente em
hospedeiros vertebrados, provavelmente desempenhando diversas
funcbes nesses organismos.

Diferentes fungdes tém sido atribuidas & c¢isteina-
proteinase de T. cruzi tais como: invasao do hospedeiro
(MEIRELES et alli, 1992), degradacdo de substéncias componentes
dos tecidos (SAKURADA et alli, 1991), escape as defesas do
hospedeiro (BONTEMPI AND CAZZULO, 1990); metabolismo do parasita
{BONTEMPI et alli, 1989). Esses achados permitem levantar a
hipétese de que a mesma enzima possa estar desempenhando funcdes
diferentes ou, entdo, gque proteinases distintas estejam
presentes nas diferentes formas do parasita.

Com o objetivo de aprofundar os estudos sobre as funcdes
dessa(s) enzima(s) na interagdo parasita-hospedeiro, propusemos-
nos no presente trabalho, a obter anticorpos monoclonais
especificos capazes de discriminar as diferentes cisteinas-
proteinases dque haviam sido detectadas inicialmente pelo soro
anti-proteinase, derivado de epimastigotas. Tais reagentes nos
permitiriam investigar gual a funcgdo da proteinase na penetracéo,
infeccdo e multiplicagdo do parasita e, desse modo, tentar

entender © seu papel na interacdo parasita/hospedeiro.
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Através de experimentos de fusdo de células SP2, con
esplendécitos de camundongos BALB/c¢, imunizados com a fracgao
purificada, contendo a cisteina-proteinase, foram obtidos 240
culturas contendo hibridomas. Verificou-se, no entanto, uma alta
frequéncia de hibridos instavéis, os quais, apés congelamento,
descongel amento e clonagem, eram perdidos.

Os produtos de fusdo sdo considerados geneticamente
instavéis, segundo HARLOW et alli (1988), devido ou a perda do
cromossoma que carreia os gens responsdveis pelo rearranijo
funcional de cadeias leves ou pesadas de imunoglobulina, ou do
cromossoma que contém o gen responsdvel pela sintese da enzima
HGPRT, que permite a sobrevivéncia do hibrido em meio seletivo.
Como consequéncia dessas perdas, pode ocorrer decréscimo na
secregdo de anticorpos, com predomindncia de células néao
secretoras, ou a morte celular.

Ap6s os procedimentos de clonagem dos hibridomas obtidos
nos dois experimentos de fusdo celular, selecionou-se, para
estudos, % clones gue apresentaram, por ELISA, reatividade com
epimastigota/triponosoma de cultura {tripomastigota e
amastigota), 2 clones que apresentaram reatividade com
epimastigota/proteinase, e 5 clones dque reagiram apenas com a
proteinase purificada (tabela VII). Esses  hibridos foram
expandidos para produgdo de ascites contendo anticorpos
monoclonais.

Entre os clones capazes de interagir, por ELISA, com as
trés, formas do parasita, observou-se gque alguns deles (MHC3H4 e

M5C3C4) apresentavam altos titulos, por imunofluorescéncia, para
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estruturas de superficie de amastigota, enquantc outros {(M5C3G3 e
M5C3F5) detectavam antigenos presentes na superficie do
tripomastigota sanglicola. Estes resultados sugerem gque tais
anticorpos ou detectam antigenos de reagdes cruzadas presentes
nas diferentes formas evolutivas do parasita, ou entdo, revelam a
presenga de maior ou menor concentracdo do mesmo antigeno nas
diferentes formas evolutivas.

Um segundo grupc de anticorpos (M1C5D12D4 e MIC5D12D5)
apresentou reatividade apenas para antigenos da membrana de
tripomastigota sanglicola. 0s demais anticorpos ndo reagiram
com estruturas de superficie do parasita.

Os anticorpos monoclonais oriundos dos clones MS5C3
revelaram, por Immuncoblotting, somente os componentes de 66 e
55 kDa, na forma amastigota, e um polipeptidec de 94 kDa na
forma tripomastigota sangiiicola. Ao correlacionar os
polipeptideos detectados por esses anticorpos e as bandas com
atividade enzimdtica, pudemos verificar gque todos os anticorpos
oriundo dos clones M5C3 reconhecem apenas © polipeptideo de 55
kba com atividade enzimatica, presente na forma amastigota e
tripomastigota. Os demais polipeptideos detectados por esses
anticorpos ndo se correlacionaram com bandas de atividade
enzimdtica. Estes resultados podem sugerir que o antigeno 94 kDa
da forma tripomastigota sangiiicola, reconhecidoc pelos anticorpos
monoclonais derivados do clone M5C3 pode apresentar epitopos
comuns a proteinase.

Os anticorpos monoclonais MI1C5B3 e MIC5G9A7, inicialmente

selecionados pelo método de ELISA, por apresentarem reatividade
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com a proteinase isolada da forma epimastigota, ndo foram capazes
de detectar por Imunofluorescéncia antigenos de superficie das
formas do parasita estudadas. Além disso , esses anticorpos nédo
foram capazes de revelar por immunoblotting antigenos na
proteinase purificada. Entretanto o anticorpo monoclonal M1CS5B3
detectou, em extratos da forma amastigota, polipeptideos de 78 e
50 kDa, e na forma tripomastigota sanglicola, revelou as bandas
de 112, 98 e 81 kDA. O MIC5B5G9A7 revelou, somente na forma
tripomastigota sangliicola, os polipeptideos de 116, 104 e 86 kDa.
Por esses resultados, podemos dizer que os anticorpos monoclonais
M1C5B3 e  MIC5G9A7 reconhecem os mesmos epitopos na forma
tripomastigota sangiicola.

Existem evidéncias que sugerem o envolvimento da
proteinase do parasita no processo de interacdo com as células
do hospedeiro (PIRAS et alli, 1985; ARAUJO~JORGE et alli, 198s6).
Entretanto outras estruturas do parasita tém sido apontadas como
fundamentais nesse processo (ZINGALES AND COLLI, 1985).

Com a finalidade de verificar o papel da proteinase na
interacdo da forma tripomastigota sangiiicolas com células LILC-MK2
e macréfagos, foram realizados experimentos de neutralizacgio,
empregandc o0s anticorpos monoclonais capazes de detectar
antigenos de superficie do parasita, correlacionados com
polipeptideos com atividade enzimdtica. A internalizagdc do
parasita (C.F ou C.P) foi aumentada na presenga desses anticorpos
{tabela X). O tratamento dos tripomastigotas com anticorpo
M5C3F5, resultou em um aumento de 5,6 X no numero de parasitas

internalizados por LILC-MK2, e de 2,3 X nos fagécitos
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profissionais, quando comparado com o controle. O tratamentc dos
tripomastigota com o anticorpo M5C3G3 resultou em discreto
aumento na internalizacdo dos parasitas por macréfagos (0,5X), e
de cerca de 2 X por células LLC-MK2. Entretanto, a capacidade
fagocitica ou internalizagdo de ambas as células foi similarmente
aumentada (cerca de 3 X) em relacdc aos controles.

Um outro conjunto de experimentos foi realizado para
verificar se o tratamento de tripomastigota sangiiicola com esse
anticorpos influenciava a multiplicagdo do parasita nas células
hospedeiras.

Em um primeiro grupo de experimentos, os parasita foranm
previamente incubados com os anticorpos monoclonais e, a seguir,
adicionados as culturas de células macrofdagicas, ou LLC-MK2Z. En
outro grupo de experimentos, os parasitas e os anticorpos foran
simultdneamente adicionados as culturas de células.

Os resultados obtidos, apés 7 dias de cultura, mostraram
que o pre~tratamento dos tripomastigotas, com anticorpos
monoclonais, exceto M5C3G3, resultou em um aumento de 3 a 8 X no
nimero de parasitas liberados nos sobrenadantes das culturas de
macréfagos, em relagédo ao grupc controle. A adicdo simultédnea de
parasitas e anticorpos na cultura de macréfagos praticamente néo
resultou em aumento no nimero de parasitas liberados apds 7 dias
de cultura, com excessdc do tratamento com o monoclonal MIC5B3.
Esses resultados indicam que o aumento no namero de parasitas
liberados pode ser devido a um aumento da fagocitose dos
tripomastigotas opsonizados via receptor para Fc de

Imanoglobulinas presentes em macréfagos.
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Por outro lado, o tratamentoe previco, ou a adigdo simulténea
de anticorpo e parasitas as culturas de células LLC~MK2,
resultou em um aumento compardvel no nidmero de parasitas
liberados nos sobrenadantes em relacao ao grupo controle.

As células LIC~MK2 foram ainda infectadas com a forma
tripomastigota de cultura celular, na presenca de anticorpos dque
interagiram com: a) todas as formas evolutivas do parasita
(anticorpos derivados de M5C3):; b) com amastigota e
tripomastigota sangiiicola (M1C2C3F3C5F4) e c) apenas com
tripomastigota sangliicola (M1C5D12D4). Os resultados obtidos
nesse grupo de experimentos mostram claramente que os anticorpos
capazes de detectar antigenos na superficie das formas de
cultivo { anticorpos do grupo a ) foram capazes de promover um
aumento no numerc de parasitas liberados pela células hospedeiras
em gualquer das proporg¢des parasita/célula utilizada.

0 anticorpo MI1C2C3F3C5F4 ndo aumentou a capacidade
infectiva dos parasitas, dquando estes foram utilizados na
PYOporgao 3:1. Entretante gquando se aumentou a relacédo
parasitas/células para 7:1, observou-se um aumento de 2 X na
capacidade infectiva desses parasitas. Esses resultados sugeren
gue, embora o anticorpo MIC2C3F3C5F4 detecte antigenos da
superficie de formas sangliicola e amastigota do 7. cruzi fixados
para IFI, ele foi capaz de interagir com antigenos presentes na
superficie do tripomastigota metaciclico de cultura vivo.

0 anticorpo M1C5D12D4, reativo apenas com tripomastigota
sangliicola por IFI, ndac fol capaz de promover aumentc no

nimero de parasitas liberados pelas células hospedeiras.
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0 aumento na capacidade de penetracdo do parasita nas
células LLC-MKZ, induzido por anticorpos monoclonais, sugeria a
hipdétese de que esses anticorpos seriam capazes de interagir com
as células LLC-MK2. Tal hipodtese foi descartada pela auséncia de
reacdao positiva qgquando esses anticorpos foram testados pelo
método de IFI.

Os resultados obtidos com experimentos em células LLC-MK2,
infectadas com parasita opsonizado com anticorpos monoclonais do
isétipo IgG3, reativos com as diferentes formas evolutivas do
parasita (anticorpos derivados do M5C3), mostraram um aumento da
capacidade infectiva da ordem de 2,1-2,7 X em relagdo ao grupo
controle. Esses resultados se opOem aos obtidos por RODRIQUEZ
DE CUNA et alli (1991), gue observaram que ndo havia nenhuma
alteracdo na capacidade infectiva do parasita, apds tratamento
com anticorpo monoclonais IgG3 com especificidade para
amastigota.

Em alguns experimentos de infecgdo de células LLC-MK2,
realizados com tripomastigotas de cultura, utilizando-se os
anticorpos monoclonais derivados do clone M5C3, em doses sub
aglutinantes, observou-se, apés 24 horas de cultivo, uma grande
numero de formas do parasita arredondadas e aglutinadas.

Trabalhos recentes tém sugerido que a cisteina-
proteinase estao envolvidas na degradagdo de proteinas do
citoesqueleto celular, comprometendo a integridade das células
do hospedeiro e, desta forma, permitindo a invasfo pelo parasita
(MCKERROW et alli, 1993).

Nossos resultados, no entanto, mostram que anticorpos
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capazes de interagir com antigenos na forma tripomastigota
sanguicola e de cultura por IFI; correlacionados ou néo com
polipeptideos com atividade enzimdtica, facilitam a penetracéao
do parasita na célula hospedeira. Esses resultados sugerem
gque as proteinases do T. cruzi interferem negativamente na
penetragcdo e na multiplicagédo do parasita na célula hospedeira.

No, entanto, outras estruturas do 7T. cruzi podem ser mais
importante no fendémeno de penetragdoc nessas células. Neste
sentido, SCHENCKMAN et alli (1993) e MING et alli(1993) ténm
mostrado que a ligacgdo dos residuos de acido sidlico, presente na
superficie do parasita com seus ligantes na superficie das
células hospedeiras, tem participagdo na penetracdo do parasita
nessas células.

ORTEGA~-BARRIA AND PEREIRA (1991) tém relatado, ainda, que
a proteina de 60 kDa "penetrin", que 1liga a heparina, promove
a adesao e penetragdo do tripomastigota nas células de mamiferos.

HERRERA et alli (1994) mostraram que a invasdo de células
hospedeiras pelo T. cruzi era mediada pela interagdo da penetrin
com © receptor Theparan sulfato, presente nas c¢élulas do
hospedeiro.

O conjunto de informacgdes sugerem que diferentes estruturas
de superficie do parasita, ou estruturas expostas pela agdo da
neuraminidase ou da sialidase do ©parasita, podem estar
correlacionadas com diferentes receptores nas células hospedeiras
pelo fato de que o T.cruzi, possul a habilidade de invadir

células de diferentes orgdos dc hospedeiro.
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V — CONCLUSOES

As proteinases presentes nas formas amastigota e
tripomastigota apresentam em pH acido, atividade enzimatica
similar ao da proteinase isolada da forma epimastigota com bandas
de atividade enzimdticas correspondentes aos polipeptideos de 48
e 40 kDa. Em pH neutro foi caracterizada uma cisteina-proteinase
de 35 kDa.

A forma tripomastigota apresenta concentracdo de enzima no
minimo 2X inferior agquela apresentada na forma amastigota e
epimastigota.

0 soro de camundongo antiproteinase da forma epimastigota
imunodetectou polipeptideos de 55 e 48 XkDa, enguanto gue o
polipeptideo de 35 kDa nao apresentou nenhuma reatividade com
esse imune sSoro.

Os anticorpos monoclonais obtidos imunodetectaram, na forma
amastigota, o polipeptideo de 55 kDa correlacionados com a
atividade enzimatica e na forma tripomastigota sangiiicola um
polipeptideoc de 94 kDa néao-correlacionado com a atividade
enzimdtica.

O efeito destes anticorpos na interacdo do parasita com as
células macrofdgicas ou LILC-MK2, mostraram um aumento na
internalizagdo do parasita, devido a neutralizagdo do epitopo da
proteinase ou da estrutura de superficie do parasita.

0 conjunto desses resultados mostram que as diferentes

formas evolutivas do parasita, expressam enzimas da familia
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cisteina—-proteinase com estrutura antigénica relacionada a da
proteinase isolada. Entretanto, nenhuma relagdc antigéncia foi
observada com a enzima neutra de 35 kDa.

As estruturas correlacionadas com a proteinase ou as
estruturas de superficie do parasita interferem negativamente na
penetragao e na multiplicagdo do ©parasita nas células

hospedeiras.
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VI — RESUMO

Os estudos sobre as protease do Trypanosoma cruzi foram
realizados utilizando-se as formas epimastigota do parasita.
Embora a enzima SH~dependente tenha sido detectada nas diferentes
formas evolutivas do parasita (RANGEL et alli, 1981 b). No
entanto existem poucos estudos das enzimas presentes nas formas
tripomastigota e amastigota.

Neste trabalho, procuramos investigar através da
eletroforese em gel de poliacrilamida, a expressdo da proteinase
nas formas tripomastigota e amastigota com capacidade de degradar
a gelatina e obtengdoc de anticorpos monoclonais reativos com a
proteinase de epimastigota.

Os resultados obtidos, no presente trabalho mostram gue as
formas tripomastigota e amastigota expressam o mesmo polipeptideo
de 48 kDa com atividade enzimatica em pH dcido. Entretanto em pH
neutro foi detectada uma banda de 35 kDa, e esse polipeptideo néo
apresentou nenhuma correlagdo antigénica com a proteinase de
epimastigota.

0 efeito dos anticorposs monoclonais com especificidade para
a proteinase na invasdo e multiplicagdo do 7. cruzi nas células
hospedeiras mostrou um aumento da infectividade, sugerindo que as
proteinase do T.cruzi interferem negativamente na penetragédo e

multiplicacgao do parasita nas células hospedeiras.
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