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IZTRODUCXO

A Tripanosomiase sul-omericann ou Moléstia de Chagas & ume infeg
8o de evoluglio essencialmente crénica causada por um protoz odrio,
o Trypanosoma cruzi (Chagas 1909), transmitido atravds de hemipte~
ros hematdfagos da sub-familia Triatominae. Duranbe seu ciclo evolu

tivo o T.cruzi aparece em trds formas distinbas: a epimastigota, a
amastigota e a tripomastigota (W.H.O. 1974).

ipesar das numerosas observagbes histoldgicas de lesSes produzi-
das pelo T.cruzi, pouco se sabe & respeito do mecanismo patogénico
deste infecgdo; entrebanto, a hipdtese de enzimas proteoliticas ou
de toxinas estarem envolvidas na patogenia de Tripenosomfase syl
americana tem sido levantada por virios autores (¥ayer e Rocha ILima
1912; Z6berle e Alecfintars 1960; Hutt, Koberle e Salfelder 1973:; Ta-
furi 1974) para explicer a degenerac¢fo de fibras do miocdrdio e de
neurdnios, e conseguentes manifestaces clinicas préprias,

A Orgenizacdo Mundial da Saude tem pois recomendado o estudo dos
cormponentes antigénicos de tripanosomatiﬁeos, inclusive daguelss com
atividade ensirdtica que poderiem desempenhar importante funcio na

interagfo parasito~hospedeiro e na patogenia da doenca (OIS 1965).

A participagio de enzimas proteoliticas no mecanismo patoégénico
da loléstia de Chagas & possivel, ume vez gue elas sfo mediado va s
de importantes processos biolégiccs, ineluaindo & relagdo parasito -

hospedeiro,

Dentre oz procescos bioldgicos, a regulacio do "turm—over® ro -
téico € uma funclo dms proteases, pela gual muitas proteinas sfo
continuamente eliminadas ou transformedas como un processo de matie-
raclo celular através de incorporagdo de amino-deidos ou eliminacgHo
do meterial proféice catabelizade (Pine 1972). Além disso t8n o f@g

gfo de destruir proteinas anormeis ou no funcionais, como verifica
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- do em Dscherichis coli em que protefnas de estruture anormsl S0

destruidas secletivamente (Pine 1967). Dote Processo parece auvmen —
tar & medida que ocorre o envelheocimento bioldgico (Holliday 1969).

Também as proteases, através do processo de protedlise limitada
ativen ou inativenm numerosos sistemms bioldgicos como por exemplo,
a conversdo da proinsuline em insuline (Kemmler e Steiner 1370) |,
sendo imporiantes fabores na menutencio da homeostase do orgamismo,

A produgfo de proteases pelos microrzanismos pode facilitar sua
implantag@o, multiplicacfio e difusfio, fugindo aos mecanismos de de
fesa do hospedeiro, No caso dos virus éa pdlio (Jacobszon et al
1970), da influenza (Etchison et 2l 1971) e da vaccinia (Xatz et
2l 1970) as proteases celulares, cujs sintese foi induzida pelo ge
nomz virel, seriam necessdrias na mature¢fo do capsideo  pelo PTO
cesso de protedlise limitada, bem como na liberagSo do genoma vi-
ral, A liberagBo de proteases por {lostridium hystoliticum e Clos=

tridivm perfrigens, agentes causadores da gangrena gegsosd, auxilia

na disseminacdo da infecc8o (M2clenan 1962). Certos microrganismos

de inporiinciz em doencas humanas como Neisseria gonorrhoeae, H.

meningaitidis e Strepbococcus sanguis, lidveram enzimas proteoliti -

cas gque sfo altamente especificas para a IgA humans, podendo intag
ferir na deflesa mediada por anticorpos desta classe de immeglobu~
linas, como demonstrado in vitro (Plaut 1975; Genco et al 19753
Plaut 1978). A secregio extracelular de proteases com atividzde o

lastase por Pseudomonas aeruzinosa +em sido relacionads com & pa~

togenia da doenca causada por este microrganismo (Johnson et al
1967; Miller et al 1978; Suellet al 1978), No T.cruzi as enzimas
proteoliticas poderiam estar envolvidas na penetracio ativa em cé-
lula hospedeira (Dvorak e Hyde 1973) e seriam tambdm responsdveis
pela migracBo através dos tecidos & semelhanca de outros microrga-

nismos (von Brand 1973). Metazodrios como Schistosoms mansoni, cu-
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ja cercdria penetra na pele do hospedeiro, possivelmente o faz por

agfo de enzimas proteoliticas (Dresden e Asch 1972; Stirewalt 1978).

Por cutro lado, no hospedeiro, as proteases podem rarticipar da
defesa antimicrobiana, como ocorre no pulmio onde macrofazos secre-
tando un grupo de proteases neutras como ativadores do plasminoge-
nio, colagenase e elastase, podem combater a invasSo do micrdbio
(Gordon 1977).

Entretanto, um processo inflamatdrio pode ser desencadeado por
agfo das proteases das préprias célulag do hospedeiro. Assim, pro-

teases neutras secretadas por macrofagsos estimulados poderiam degra
dar a proteina bdsica na mielina, podendo ser este um mecanismo do
desmielinizacfo inflamatdria (Cammer et al 1970).

Como as proteases gfio mediadoras de importantes processos biold-
gicos, um mecanismo controle da protedlise deve estar envolvido 2
ra limitar sua acZo de acordo com a necessidade bioldgica. Segundo
Heimburger (1975), © mecanismo controle pode ger sumarizado como s
gue: a) as proteases encontram-se na forma de precursores inativos;
- D) os ativadores encontram-se em compartimentos difereﬁﬁes sendo 1i
berados & medida em que houver a necessidade bioldgica; c) a ativa-
¢80 ocorre locaimeﬁte e é controlada por inibidores que estfo pre-
sentes, nfio s¢ no plasma, mas tazbém n2s mucosas dos tratos respira
tério e gastrointestinel. 4 deficidncia desses inibidores parece
ser un importante fator predisponente a doencas infecciosas (Sasaki
et a1 1974) bem como & Joenga pulmonar obstrutiva crdnica originzda
pela destruicfo do septo alveolar pelas proteases de granuldcitos ,
macrofagos e das préprias bactérias presentes no pulmio Erikson
19645 1978; Talamo et al 1966; 1972; Williams e Fajard 1974).

A possivel participacfo de enzimas proteoiiticas na Tripanosomia
. - . . » .
se sul-anmericana so pode ser investigada epds o sew isolamento e ca

racterizacdo. A presenca de atividade proteolitica em extrato bruto
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de epimastigotas de T.cruzi foi inicialmente detectads por Gongalves
et al (1958). Repke et =l (1972) verificaram atividade proteolitica
de extrato de epimastigotas em hemoglobina em PH 3,0 ¢ pH 7,0, TItow
e Camargo (1977) identificaram em extratos de formas de ecultura de
T.gruzi atividade proteolitica semelhante & da tripsina, de aminopep
tidases e dz guimotripsina, empregando substratos sintéticos; verifl
caran também a presenca de atividade proteolitica sébre a azocaseina
que é um substrato inespecifico. Rangel et al (19763 1977) e Araijo
(1979) demonstraram independéncia enire a proteinase gue atua em ca-
seina @ pH 7,0 e as enzimas que agem sobre substratos sintéticos.ﬁcg
gertz e Hungerer (1978) utilizando extratos de epimastigotas da cepa
D1 e tripomastigotas da cepa Brasil isolaram e caracterizaram biogudi
micamente uma protease com peso molecular 200.000, gue ndc ¢ afetads
por EDTA, Ca ou Mg; é inibida por reagents para grupos sulfidr{licos
como & iodoacetamida, e também por TICK (Yalfa-T-t0sil-Imlysil-chlo—
romethyl ketone")., Ista enzima ¢ inativa guando sob 2 forma oxidads
sendo reativada por agentes redubores como 2—marcaptsetanol.'_Araéjo
(1979) isolou dos lisados de epimastigotas de T.cruzi da cepa ¥ uma
proteinase con peso molecular 60,000, tendo uma atividade aparente-
meﬁte SH~ dependente pois aumenta em presenga de 2-mercaptoetanocl e
& inibida pela iodoacetamida. O EDTA aumenta sua abividade e os ini-
bidores de esterase como TLCK, TPCK e DFP nHo t8m agfo sobre esta

enzima,

No presente trabalho procurou-se verificar se esta proteingse es-
t4 presente nas formas tripomastigotas e amastigotas originadas ao
hogpedeiro vertebrado infectado por diferentes cepas de T.cruzi., Im=

: . L4 - - ~ . .
pregaram~-se para este fim as tecnicas de immmofluorescéncia e de imu
noperoxidase, com o irmnesgoro produzido em coelhos imunizados conm a

proteinase isolada de extratos de epimastigotas de T.eruzi -~ cepa Y,



MATERIAT E METODOS

Cepas do parasito - 4 cepa Y de T.cruzi (Silve e Nussensweig 1953)
foi fornecida pelo Dr., Z. Brener, da Universidade de lfinas Gerais
e foi mantida em cultura em meio LIT ("liver infusion tryptose") (
Fernandes e Castellani 1966) a 282C com repigques semanais. As ce=
pas CL, Colombizna, Peruana e Argentina foram fornecidas pelo Dr,
G. Chaia, do Institubto de Pesquisas Johnson e Johnson - Dbengas en
démicas, Campinas, SP ~ sendo mantidas por passagem seriada em ca-
mmdongos Swiss.

Fraclo golivel (FS) do extrato bruto de epimastigotas - Fpimestigo

tas da cepa Y de F.crusi cultivados em meio LIT foram processad os
para & obtencio do pd delipidado e extracfo posterior da FS (Arad-
jo 1979) gue foi mantida a -200C até o momento de usar.

Heazentes —~ Os seguintes reagentes foram empregados: 2-llercaptoeta
nol, Cisteirna, N-Benzoil-Di~arginina-2-naftil amida (BAWA), N-dce
til-DI-fenilalanina-2-naftil éster (AFNE), Benzoil-I-~tirosina-etil
éster (BTER), Lcido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzdico(DTNB), "Fagt fore
net Selt", da Sigma Chemical Co.; Tris (hidroximetil) eminometano
(TRIS), Dimetil sulfdxido (DHSO), Dimetil formamida, da Figher
Scientific Laboratories; Sephadex G-200, Sephadex G-25, Sepharo se
4B, "Blue Dextran", da TPharmacia Uppsala; p-aminofenil mercuriace-—
tato (pAPNA) preparado no Departamente de acordo com o método  de
Dimroth (1902); Etileno-diamino-tetracetato (IDPA), Leido iodoacé-

tico, Glutaraldeido, da MNerk; Peroxidase - grau II, da Berhinger.

Proteinas -~ Foram empregadas a Caseina e a Ovalbumina (OVA), da
Sigma Chemical Co.; Soro albumina bovina (BSA), om Pemtex Biochemi
cals, A iruneglobulina G (IgG) de coelho foi preparada pela  Dra.
Julia K, Sakurada, de acordo com recomendacdes de Eabat e  IMayer
(1961), e quando testada por imunoel etroforese simples com o imume

gsoro pluriespecifico apresentou apenas uma linha de precipitacio.



Dosagen de Proteines e de Polissacarfdecs — A concentragio protdica

das diversas fragSes foi determinzda pelo método de Lowry et al
(1951) ou pela medida da absorglo ultravioleta no comprinento de
onda de 280 nm, en espectrofoidmetro Q-IT, Zeiss., & concentrag Zo
de polissacarideos foi determinnda pelo método descrito Por Dubois
et al (1956),

Atividade enzimdtica - Ensaios de atividade protedsica foram feitos

pelo método de Anson (1938) modificedo por Aradjo (1979) conforme a
segulr descrito. Alfquotas da enzima foram misturadas com o substra
Yo (caseina 6,0 mg/ml), dissolvido em tampio fosfabto de sddio 0,054
pH 7,0, acrescentando~-ce 2 seguir uma solugdo ativadora contendo /
2-}ercaptoetanocl 15 mi e EDTA 5 mil, Depois da incubac¢io da mistura

& 372C durente 2 hs, adicionou-se dcido tricloroacético (TCA) 5.
0 tubo branco da reagfo foi preparado sdicionando-se os reagentes na
seguinte ordem: TCA 5%, a enzima, o subgtrato e a solugdo ativadorm.
Az misturas foram incubadas a 452C por 15 min e centrifugadas 8
1085 g por 30 min; fizeram-se en seguida leituras esyectrofotométq;
cas dos sobrenadantes a 230 nm. A atividade enzimdtica foi expressa
como & diferenga de absorbincia entre og tubos branco e reagfo. Con
siderocu~se uma unidade & quantidade de enzima que produz 0,100 de
absorbincia em A=280 nm apds 2 hs de reacdo.

A atividade cageinolitica bem como as atividades amiddsica e es-
terdsica em placas de gel foram detectadas utilizando-se cOMo Suhoe.
tratos caseina, BATA e ATHE, de acordo com recomendacles de  Uriel
(1971).

A verificagio dz atividade enzimitica sobre BTEE foi feita empre
gando~se o método de Hummel (1955). O substrato (BIEE) foi utiliza-
do na concentragfio de 0,00107 I dissolvide em metanol 50 (p/@),seﬁ
do a reaclo realizada em TRIS 0,08 I, pE 7,8 a 2500.

Obtenc3o da proteinase - Os métodos abaixo indicados foram wusados

vara a obtengao da enzime conm atividade caseinolitica, conforme re-



comendagdes de Araijo (1979) 2 seguir deseritas.

1) Precipitacfio com acetona - A FS mantida a 0°C foi acertada

a pid 4,5 por adicio de ECL 0,1 N. O precipiiado foi separado por
centrifugacio a 4,810 g por 20 min, e o sobrenadante transferido
rara um banho a -2020, Adicionou-se a ele lentamente e com zgita
¢8o constarte, um volume 4 vezes maior de acetona. A mistura foi
mantida a -~209C por 18 hs e centrifugada é 4,810 g por 20 min =a
=152C. O precipitado foi ressuspendido em sclucfo de NaCl 0,15 U
gelada, dialisado em dgun destilada por 18 hs, e em seguida  em
tamp8o acetato de sodio 0,05 I, pXE 5,0 por 3 he. Este material /
foi centrifugado a 4,810 g por 20 min sendo o sobrenadante deno—
minado FS-p, concentrads por wltrafiltragdo en Amicon e submeti-
do & cromatografie de gel filtracfo, ou guardado a -2020 atd 0

momento de usar.

2) Cromatografia de gel filtracHo - A andlise da FS-p foi fei

ta por cromatografia de gel filtracfo em Sephadex (-200, seguin-
do-ge as recomendagbes de Flodin (1962). Amostras de 5 ml conten
do 65 mg de proteina foram analisadas empregando-se uma ¢o 1u na
100x2 cm, equilibrada conm tempZo acetato de sddio 0,05 M, pE 5,0
a 48C. 0 fluxo da coluna doi de 10 ml/h e as alfguotas coletadas
foram lidas enm espectrofotdmetro no comprimento de ondz 280 nm.

Padrdes de referéncia de "Blue Dextran", IzG (150,000) de coe
1ho, BSA (66.000) e OVA (45.000) forem pessados nesta coluna pas
mesmas condigles, para a determinacfo do volume de eluicfo, com
a finalidade de se estimar o peso molecular (Andrews 1965; Flow
din 1962) dz proteinase,

3) Cromatosrafia de afinidade ~ A Sepharose 4B foi ativada =

acoplada com pAPNA de acordo com o método de Sluyberman e Wijde-
nes (1970). A fragflo do Sephadex (-200 que continba atividade ca
gseinolftica foi inicialmente dialisada durante 2 noite em tarpio
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acetato de sédio 0,05 M, pH 5,0 contendo sulfito de sddio 10 wll,
KCl 0,1 X, EDTA 1 mif e DISO 107\, Fm seguida foi aplicada a uma
coluna 5x1 cm de Sepharose mercurial previzmente equilibrada com
este tamp&b. A eluigfo foi feita com o mesmo tampio com fluxo de
20 ml/h, coletando-se amostras de 1 ml e fazendo-se a leitura da
absorbincia em 280 nm, O material adsorvido foi eluido usando-se
tampio acetato de sédio 0,05 M, pH 5,0 contendo 2-Mercaptoetanol
15 mi.

Immessoros ~ 4 fraglo da FS-p isolada por gel filtracdo e deno-

mirada 73, foi inoculada com adjuvante completo de Freund em cog
lhos por via intradérmica em vdrios pontos do dorso, A dose inje
tada foi de 2007 por coelho. Apods un més, inoculou-se a segunda
dose nas mesmas condicdes, ¢ trés meses apds a primeira dose,
0s coelhos foram sangrades sendo o soro liofilizado e estoczdo o

~208C; antes de usar, foi aguecido a 562¢ por 30 min.

Os irmunessoros de coelho anti-FS e anti-F3.2 foran fornecidog
pelo Dr, P,M, 7. de Araljo, e o imunessoro de carneiro anti - 1sG
de coelho pela Dra, Juliz K. Sakurada, do Departamento de Micro-
biologia e Immologia do Instituto de Biologia da UNICALD.

A immeglobulina G de carneiro anti-IgG de coelho foi purificada
pelo Dr, I.J.B. Camargo, pela passagem do soro imune de carmeiro
em coluna de imunoadsorvente contende Tgl de coelho, conforme re
comendacdes de Avrameas (1968).

Eletroforese ¢ Testes de Imunodifusfo - A ¢letroforese foi reali

zada a 4920 empregando-se agarose & 1% em tampio veronal 0,05 N,

PpE 8,6; a voltagem aplicada foi a‘correspomdente a 6 volts por
cm, por 60 min., Os testes de imunodifusfio foram feitas de acordo

com Cuchterlony (1958) e a metodologia empregads para a imunocle
troforese simples foi segundo Grabar e Williams (1953). Fxperimen
tos empregando~se a imunoeletroforese cruzada foram realizados /
de acordo com a metodologia de Clarke e Freeman (1968), utilizan



do-se laminas 4,5x4,5 cm contendo agarose 1% en tampio veronal 0,05
ily pH 8,6, ¢ empregando-se uma veltagen de 6 volts por cm na primei

.ra dimensfo e 3 volis por cm por 3 hs na segunda dimensfo,

Para a determinagfo das condigdes de inibicfo da atividade enzi-
mitica em casefna realizou-se o seguinte procedimento: a cada wa
das solugdes de dcido iodoacébico nas concentragdes de 50 mi, 20 i,
10 m e 5 ull foi adicionada a FS (0,5 mg/ml) na proporcdo 1/10, in-
cubando-se estas misturas & temperatura ambiente por 30 min. Im se—
guida realizou~se eletroforese em gel de agarose revelando-se as

proteinas e a atividade caseinolitica.

Reacoes de aslutinacio e de inibicHo da azlutinacdo - As reacdes de

aglutinacio e de inibig¢lo da aglutinacio forem realizadas conforme
procedimento de Repka et al (1980) a seguir descritas. 4s  suspen-
sdss de epimastigoias emprezadas foram dilufdas & 33105 parasi-
tos/hl. As reagdes de aglutinacio foram renlizadas misturando~-ge i-
gual volume do irmnessoro diluido, diluente e suspensfio de parasi-
to. O diluente usado foi TRIS 0,05 Y, pH 7,2 contendo Nall Cel I e
glicose 0,57. A mistura fol incubada 4 temperatura ambiente em céma

ra wrida por uma hora, e examinada ao microscopio Zeiss.

~Para a realizagdio dos testes de inibigHo dz azlutinacfo, quanti-
dade varidvel de ant{geno foi misturada com dilui¢Bes seriadas  de
imunessoro, incubando-se a seguir & temperatura ambiente por uma ho
ra. Lgtas misturas foranm empregadas como indicado acima para as reg
¢Oes de aglutinacgfo, Misturas controles contendo suspensfo de para-
sitos e salina tamponada, ou fragfo antiglnica, ou immessoro, fom

ram feitas paralelamente.

Coniurados — O conjuzado isotioccianato de fluoresceina«imuneglobmlg

na G de carneiro anti-IgG de coelho doi cedido por Ana Maria Cuaral
do (Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da
UNUCAI®). A determinacio da rélagﬁo F/P foi feita pelo método de
Mekinney et al (1964) e o valor obtido foi 1,8. Zste reagente foi
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expregado nas nossas experifncias nas diluiges 1/40 e 1/80.

0 conjuzado peroxidase~imnezlobulina G de carmeiro anti-IzG de
- coelho fol preparado segundo procedimento de Avramens e Ternink (
1971) a seguir descrito. A IgC de carneiro anti-IgG de coelho na
concentragio de 5,2 ﬁg/ﬁl, adicionou-se peroxidase na concentracio
de 10 mg em 0,2 ml de zlutaraldeido 1% em tempdo fosfato de gaddio
0,1 M, pH 6,8. Deizou-se esta mistura durante 18 a 20 hs 2 tempera
tura ambiente, resguardada da 1luz e em sepuida ra@ssou~se em coluna
de gel filtraglo de Sephadex (-25, Iste reagente Toi previamente /
titulado e émpr@gaﬁe na diluielio 1/10.

ReagGes imunocitoguimicas - As recomendacdes de Johneson et al (

1978) foram seguidas para realizar reagSes de immoiluorescén ci a
¢ lmumoperozidase em seccdes de tecido., Os procedimentos de Camar-
go (1966) e de Ferreira et al (1971) foran cmpresados ao utilizar-
se epimastigolas e tripomastigotas come antigeno. O soros utiliza
dos nestas reagles foram previamente sbsorvidos com hemdeias, célu
les esplénicas e macerado de tecido cardiaco de carmmionsos balodars
mals, Pare as reagdes de inidigZo empregou~-se o imunessoro 4diluido
1/5 previamente incubado (v/v) com o antigeno na concentracfo pro-
téica de 1,0 mg/ml, durante uma hora a 490,

Gomo controle do processo inflamatério, empregaran-se  frasmen-
tos de coragfo de camundongos Swiss gue apresentavan miocardite g

guda causada por Sireptococcus @u hemolitico. Fstes animais foranm

gentilmente cedidos pelo Dr. Farcelo Barcinski, da UFRJ,

1) Preparacfo des formas iripomastizotas, epimestisotas e das

seccles de coracfo —~ 4As formas iripomastigotas foram obtidas do

sangue cireulante de camumdongos conforme procedimento de Xrettli
(1978) a seguir deserito. Parasites da cépa Y, em ntmero de 12x
lﬁé', foram reinoculados intraperitonialmente em commdonzos Swiss,
que foram sangrados no pico da parasitemia. O sangue foi coletado
em heparina (10 UI/ml) e centrifugado a 1,080 g por 10 min, deizan
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do-se em repouso & temperatura ambiente durante uma hora, Coletou~
5e 2 gegulr o plasmd ¢ centrifucou-se 2 1,080 & por 10 min, gendo
0 "pellet® de tripomastigotas lavade 2 vezes en FPBS, A seguir fege
se & fixacdo om formol 0,17 3 temperatura ambiente por 15 min, As
formas epimastigotas obtidas de culture foram fixadas em formol 1
& temperatura ambiente por 15 min., A seguir, as suspensdes  foram
distribuidas em léminas, sendo o mimero de parssitos ajusiado para
20 & 30 por campo, observando-se com objetiva 40x.

As reagles com amestigotas foram realizadas en secgles de cora-
¢8o de carmundongos ra fase eguca da infecgfo, Camindongos Swiss
infectados com parasitos das cepas 7, CLy Colombiana, Peruana e Ar
gentina, foram sacrificados, sendo os fragmentos de coracfo envole
vidos en cdpsulas de alumfnio e Tixados enm nitrogénio 1iguwido por
- 10 min; em segrida foram cortados em eriostato ("fmerican Optical

Co. Icrotome") a -209C, em seccdes de 6 micrdmetros de gspessura
y bt £ ¥

coletadas em 18minas de nicroccopia e fixadas em acebona selada
por 5 seg. 0 mesmo procedimento foi seguido para a obtencEo das

secgbes de coragdes normais e de coracBes gue apresentavanm miocar—

dite aguda causada por Streptococous f- remolftico,

2) Reacdes de immofiuorescéncia e imvnoperoxidase — Taminas /
contendo as formas epimastigotas e tripomastigotas, e as  seccbes
de coragio foram lavadas con FB3, recobertas com o irmumessoro de
coelho anti-F3 nas diluig¢les de 1/20 a 1/320, e incubadas a 37eg
por 30 min em clmara Umida. Depois de lavadas 2 vezes duranie 10
min em PBS, foram recoberizs com o conjugade {isotiociarato de flu
orescelna~imuneglobulina G de carneiro anti-IgG de coslho e peroxi
dage-immeglobuling G de carneiro anti~IglG de coelho) nas  dilui-
gdes apropriadas e incubadas a 379C por 30 min em cAmare Ymida. As
reagtes de immoperoxidase foram o seguir reveladas pela diaming -
benzidira conforme recomendacdes de Grahan e Farnovalky (1068), A

segulir as rTeacbes foram obgservadas zo microscedpio Zeips, eguipado
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com eclmara fotografica, com luz comum e luz ultravioleta. Apds fo
tografar as reagles de imumofluorescéneiz das secedes de tecido,
estas foram coradas com Clemsa 25 em PBS 17 e & mesma locali za-
¢fo fluorescente foi fotografads em microscdpio de luz comwn, As
fotografias em brenco e preto forem realizadas conm filme Kodak
plus X pan 125 ASA,

o~

Meroncopia elebrdnica dz cortes de coracfo de camundonzos infoco-

e

tados ~ Cortes de cormglo de camuﬁdongcs infectados foranm prepara
dos pare a microscopia eletrdnica segundo recomendacdes de Nakane
(1975) a seguir descritas. Fragmentos de coracio foram Tizados em
solugfo a 2% de paraformaldefdo durante 10 hs a 49C, sendo depois
transferidos para uma solugfo a 107 de sacarose em tampio fosfato
0,05 M, pH 7,4 Gurante a roife. IMn seguida, os fragmentos  Foranm
inersos por pericdos de 4 hs em uma solugdo a 207 de sacarose e a
405 de sacarose no mesmo tamplo. Depois de transferidos pare  umg
soluglo 2 80 de sacarose e 10% de glicercl em tampfo fosfato,
oz fragmentos foram armazenados a -702C por 4 dias, Secofes de 10
e 15 micrémetros de espessura foram feitas em eriostato a —-200C e
colhidas em l&minas de microscdpio. Istas seccdes apds a realiza-
gio das reagoes de imunoperoxidase, conforme procedimento j& dese
crito, foram fixadas em glutaraldefdo 2,57 por 4 hs e em tetrdxi-
do de dsmio (0s0,) 1f. Im seguida foran desidratadas em concentra
¢des crescentes de acetona, incluidas em resina de Epon-iraldite,
cortadas em ultramicrétomo (Porter-Blum IT II) e examinadas, sen

coloragfo uliericr, em microscdpio eletrdnico Zeiss,
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RESULTADOS

1. Obtencdo da proteinase

e

Para a obtencio da proteinase utilizou-ze & fragdo soluvel {F7S)
apregentando uma conceniragfo protéica de 0,5 mg/xl, cue possuia
componentes com atividade enzimdtica sobre substratos cageina,. AFNE
e BANA, fendo estes componentes mobilidade eletrofordticsn semalhanu
te. A atividade casinolitica era totalmente inibide pelo deido iodg
acélico a partir do concentraclo de 1 mi, Ista fragdoc  precipitada
con acetona e concentrada de modo a ter 11,60 mg/ml foi submetida &
cromatografia de gel filtragfio de Sephadexr (~200 isolendo-se 5 fra-

cbes conforme indicado na fisura 1.

s =R oure
A fracBo T3 foi & gue apresentou a maior varte da atividads co-
seinolftica, conforme mostrado ma figure 1, e a estimadiva do seso
molecular da proteinsse feito com base no volume de exclusfo em Se-
phadex G-200 foi de 77.600, Cuando a fracfo F3 foi submetida 2 oro-
matografia de afinidade em Sepharose mercurial obtiveram-se duag
fragdes: a F3.1 com alto teor protédico e baixa atividade caseinoli- -
tica, e 2 F3,2 com mais baixo teor protédico e mais aliz  atividade

caseinolitica,

A fragBo F3.2 possuia 2.060 unidades tobtais de atividede enzimd-
tica, quando testada em caseira (6,0 mg/nl) em tamBo fosfato de 88
dio 0,05 ¥, pH 7,0 sob aglo de 2-lVercaptoebtanol 15 ml e ZDTA 5 mv 3
a atividade espec{fica (unidades/mg) era de 700,7 e o grau de puri-
ficagZo 23 vezes; possufa concentragho protéica de 0,14 mg/ml = nfo
apresentave polisescarideos no sua constituicfo. A andlise eletrofo
rética da F3.2 mosbrou que ela era constituida por um componente com.
atividade caseinolitica, o qual +inha & mesme posiclo relative da
atividade enzimdtica correspondente da 73. N¥o apresentava siivida-
de enzimdtica em APNE, em BANA ¢ em 3TES. A imunoeletroforese sim-

ples desta fracfo utilizando-se o imunessoro pluriespecifico anti-
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FS revelou apenas um sistema precipitante gue tinka atividade cne-
seinolitica; por outro ladoy a fracfo F3.1 era constitwida de pe-

1o menos trés componentes,

Assim, tendo resultados concordes com os jé obtidos (Araijo
1979), e estando a F3.2 relativenente purificada empregarics esta
fragio para inibir as reagBes de aglubinacio de epimastizotas e
as reagles imunccitoquimicas, a fim de demonstrar a importineinda

participacfo da proveinsse nestas reacdes,

A fracfo F3 empregada nz immizacfo de coelhos possuia ativida
de especifica (unidades/mg) de 147,0 e 2 concentracio protdica de

1,87 mzg/ml. O imunessoros produsidos apresenbarem um titulo  de

anticorpos precipitantes de 1/32 quando testados {(v/A) contra
50 O'{ ml de P3 pela técnica de irumodifusio de Cuchterlony {
1958).

Istes imunessoros foram empregados na imnoeletroforese cruza-—
da da PS, identificando-se 4 sisbemas precipitantes sendo o mois
evidente agusle com atividade caseinolitica. N80 se obssrvon anti
corpos contra o componente com atividade em BANA., Esta mesma tic-
nica aplicada & fraclo F3.2 revelou os nmesmos 4 sisberes precipi-~
tentes. Resultado semelhente obtave-se exmpregando—se o imunessoro

aﬁu«ti—:? 3 - 2 L
Os testes coniroles das reagdes immmoenzimdticas para a verifl
caglo da presenca nos irmnessoros de componentes naturais com ati

vidade enzimgtica em caseina, en AFNY e em BAWA foram negativos.

Az reagdes de aglutinecfo e de inibiglo d2 aglutinaco das fox
mas eplmastisotas foram realizadas afim de se verificar a precen~

H
by

ga ou n2o 4a proteinase na superficie do parasito., 0  imunessoro
entre 1/120 e 1/480, en~

gquanto gque o soro normal, titulo de 1/15. Estas reacdes Toram ini

anti-~F3 apresentou titulos aglutinantes
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bpidas com 2 F3.2 na concentracfo de 66 7‘fﬁhl, estando o imumesco-
ro diluido 1/30.

Sae ~
As reagoes de imunofluorescénecia e immoperoxidase (fizura 2)
conm as Zormas epimastigotas foram positivas, utilizando-gse o irm~
nessoro até a diluigfo 1,/80. Estac reagbes foram inibidas quando a

fracfo T3,2 era previeamente misturada ao immessore diluido 1/5,

3. Deteccia da proieinase nas formas trivomasiicotas e arastisotas,

empregando-se o irmmessoro anti-F3, pelas reacfes imunocito oulmi

et

cas

- - ~ -
4s reagdes de imunofluorescéneia e imumnoperoxidase com as  For—
mg tripomastigotas foram positivas utilizando-se o imanessoro di-

luido até 1/%0 (fizura 3), sendo completamente inibidas com T 3,2,

As reagles de imunofluorescincia (figura 42) e imumoperoxidace

O

(figure 52) forem taxmbém positivas quando o immessoro Foi testad
em seccles de coragfo de camundongos infectadon, com as cepas Y,
CL, Coloxbiana, Peruana e Argentina, do T.cruzi. A Presenga de a-
mastigotas no sitio das reagles de immofluorescéneis positiva foi
sempre deronsirada por posterior coloraclo com Ciemsa da mesma sec
¢Ro de tecido (fixura gg). Zstas reacdes foram pozitivas atéd o -
tulo de 1/160 do irumessoro anti-F3, fste imunessoro dilufdo {v/v)
com ¥3.2 (250 1 /=) ndo apresentou reagfo positive a partir da di-
luiglo 1/20. Fenhura reacfic foi observada com secgdes de  coracio
de camundongos normais, ou utilizando-se soro normal dilufdo 1/20

(figura 5b) guando tesiado com secgoes de CQ“QCwO de camwmdongd o

o}
Oy e

infectados. Como controle do processo infiamatorio agudo, uiiliou~

e
se secqbes de coragfio de camundongos que apresentavan miocardits 2
£
U

zuda causads por Str

t@“ﬂuCLm;@ hemolitico, sendo as reagdes con

0 lmunesgors anti~P3 nesntivas,

~

Em secgles ulirafinas de coragfo de carundonsos infectzados g, in~

s -

cubadas com 0 imunessoro e submetidas ds reacdes de immoperozida-
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§de

- A) Tecido cerdfaco com nirhos ds

(seta) de T.cxruzi marcadas por imumofluorescéncia, en

pregando~-se o
nesmo corte en




fuds

Ul

—

4) Tecido cardfaco com nink

T.cruzi marcades por imuno

Cora——re——

g

imunessore anti-r3 diluwido

o soro normal diluido 3./,?0.' %9

19
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se, Obgervou-se gque, n2 maioria das vezes, havia perda da estrutu-

ra norpal da misculatura cardfaca na proximidade dos amagtigotas ,

com destruigfio do tecido. Mo parasito a reagfo de imunopero: tidase/
fol positiva especialmente na mexbrenn 0100§1aﬂ”ﬂtzca, apresentan-

do em slgumas dreas uma dist tribuicBo granular figura Ga). Em vd-
rias secgles de tecido foram encontradas reagdes positivas no teei-
do decs rufda. stas reagles foram nesmtivas guando se empregouw sSoro

normel de coelho fzqu”a 6‘).

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



Torma amastigotn de

mareadsa poxr irmmoperoxlda

¥

irmmessoro anti~-F3 dilwfde  1/40.

B) Porma amastigota em reacho de immoperoxidase nega-

21
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igolamento de tme protelingge nas formas epimastigotas de T.cri
pogterior wverificacio de sva presenga nNas formag tripomastiso-
+tas ¢ ancstigotas pugerem umd participagd

o}
sos bioldsicos do parasito, no seu relacionanento com 0 nosy

na petogenia da 110l datia de Choges. Fesse sentido, esia enzime pode
fraved 2 - 2 . I
ter ume Tuncio no metabolismo do parasito pois que ele & CaPAT de

obter energia das proteimas (von Brand et al 1940
ans substincias para seu crescimento

e , ©
verifieado com &s Tormss de cultura (0'Dally 19753 1976

H
Eﬁa
I3
%i'
i
&
ol
o
th

1ado, o 2coflo da proteinase poderia auxiliz
e ne

]
le e mucos2s, & 8

e
: - . . e SN it ey Y o o . ,
soni {Dresden ¢ Asch 1972; Stirewalt 1577, na mIgragao atraves dog

tecidos cOmO oCOYTe cOm OUlYos OXZAnigmes (von Brand 1973}, n2 peng

o~ . * -~ . o, . - * g -
tracio stiva na celula pelo T.oxuri {Pereira ds Zilwva 13593 Dvoral
e Hvde 1073), ou poderia estar diretamente implicada na lesHo de

neurdnios (Tafuri 1070).

e Hungerer {1978) isolarem e caracterizaram bloguimica-
ments wma probesse semelbante das formas epimastigotas da cepa I
e das Tormss tripomasiigoies da ecepa Brasil. Tntretanto as carscte~
~f{aticns desta protease efo diferentes daguela por nde erprenada

or outro lado, wuililizamos umsd

ir

netodolosia e cepa Ge parasito diferentes. varios autores (Smary ¢

m,cruzi; embretanto nfo fazem referéneia 3 enzime proteolitica por
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- Aradjo (1279), comprovadms pelos testes de verificacio da atividg
de ensirdtica em casefna, em APNE, em BTTE e em BANA, de inibicHo
da atividade caseinolitica pelo doido iodomcético, dn  estinative
do peso molecular da proteinase em Sephadex- G~-200 & &n irmno el g-

trolorese simples.

0 imunressore produzido contra a frapdo

bz
(W)

» contendo anticorpos

dirigidos principalmente contra 2 protveinase, Lol empresade  nag
-~ - . £ . - P
reagoes lmmocivoguinicas para revelar essa enzims zas diferentes

Tormes evolutivas do T.cruzi bem como em diferenies cepas do pa-
rasito,

4 proteinase (¥3.2) purificada foi capar de inibir as reacden
de aglutinacfo das formas epimastigotes e as reagdes de imeno-

£~ P K A * el . 3 : :
~Lugrescencin e ae munoperoxidase das diferentes Tormns do cielo

3

et < 3 3 Al AT T e e -
evolutivo do paragito e o imunessoro andi-Pi. Dates resulitados su
CETETY 110 toinna aatd acenta o Fovroas tinomoatd opaton
erenl GUe & provelntise oota presenve nasg ormes CIOLDOHALVLL0UEE &
»
e s Y m e ol e e S . s - . ey -
amastigotas do IT.eruzi. A profeinase (T23.2) inibiv toxbhdénm ag reow
=
a0 3 ftont noe a TIIT R e N andd NI oA n -+, ey ey e
CCB Immoclrvotduiniceas do imanessore anti~F1 com as formaa amas v
=
e P s s X
gotas das cepas CL, Colombiana, Peruann e Argentina, surerindo a
. e . 5 e
SUZ presenct em outras cepos do parasito.

— -t l~. . N .
Istas reagdes exan especificas, pois Foram negetivas suando o

estado ex cortes de coragdes normois  on

[
:
[¥t]
[
[4s]
R
<
ot
ot
dy
Lo
5
]
¢t

de coreglsas que apresentavan miocardite azuda produzida por Sfren

[}
)
&
"
5
4]
]
[»
e
)
Lo
¢
[6]
2]
[64]
O
i._fu
&
E'ﬁ
b
i

. J - A~
tococeus @~ hemolitico; as reagles ¢

L a
no tecido por polimorfonucleares neuirdfil

fa)

e
o agudo foranm realizadas, pois proteases poden ser 1liberadasn/
0

»
ages e bactow

ain

-

¥
oo tem sido sugerido por Erikson (1978). E por m

b
g.
&
b ]
Q
B

ves,

© soro normal de coelho dilufdo 1/20 nfo apreseniou reacio positi

b

ey

o

ve quande testado com corbtes de coracio infectado, formms tripo-
metigotar e epinasticoias.

hg reagbos de aglubtinacio vermitem verificar a presenga ou nio

P : el e o
de anﬁigenss na superticie do parasito, O fato do proveinnse
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(72.2) inibir especificamente as reagles entre o immessoro anti-
F3 e ag formas epinmestizolas sugere gue pelo menos parte demta en

.

zira encomtra-se n2 superticie do parasito. Inbretan anto, nfo se zo

b

de dizer ce estd ai localizada permanentezente, ou entfo se esta
e

1
& uma situss ofo intermedidria entre a sinbtese intracelwlar e & se

i

crecio.

4a reagfes de imwmofluorescéncia em tecido cardfaco de comm-
dongos infectados suseren que a profeinase pode estar tambdn  no
meio teciduwal, poig & drea fluorescente & maior do gue agusla ocy
padza pelos amastigotas viswalizados pela coloracio conm Gilemsa.
Com a finalidade de se estudar melhor a localizanfo dessz ensima

em tecido infec aéo, foram feidas as roag

se, com cexta freguencia, uvra perds da estruturs norral d2 TIs0lle .
b 5 b ] R

lature cardiaca, com.degtruigﬁo do tecido, Algumes vezes se  Ob-
serven reacio de immio peroxidase positive no meio tecidunl destru
{do; & pomsivel cue duranie o sxaustivo processamnento do  tecid

tenha ocorrido perda do antiszeno. No entanto, mais esindos s80
necescdrios para se ter wnm evidenciag¢fo mals segure da presonca

czﬁo, per como para se conhiecer o efeito dessca
e
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