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CYS - Cisteina
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EGPA -~ Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
FS - Frac8o Soldvel '
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IEC - Imunoceletroforese Cruzada

IES - Imunoeletroforese Simples
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LIT - tiver Infusion Tryptose

2Me - 2~Mercaptoétanol
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INTRODUCKO

0 protozodrio causado; da doenga de Chagas, ao peng
trar no seu hospedeiro vertebrado, desencadeia um processo
infecclioso com vdrias manifestacSes (chagoma, febre e altas
parasitemias) que caracterizam a fase aguda, Com o desapare
cimento dessas manifestagBes, segue~-se uma fase crénica tar
dia, na qual poderd ocorrer um comprometimento do trato car
 dfaco efou digestivo (Coura, 1972), O desenvolvimento desse
quadro com fases distintas dependentes da relag8o parasito-
-hospedeiro, estabelecida a partir da influéncia de fatores
inerentes so parasito (polimorfismo, tropismo, constituigae
antigénica, etc) ou ao hospedeiro (fatores relscionsdos com
resisténcia naturasl ou adquirida como idade, constituicdo an
tigénica, espécie animal, etec) (Tafuri, 1974).

Apés penetrsgdo no organismo os tripanosomas locali -
zam-se em células do sistema fagocitédrio de vérios orgdos
e/ou fibras musculares cardfacas (Coura, 1972).0s resultados
obtidos de'éxperimentos com diferentes animais demonstraram
que o alojamento desses protozodrios no mdsculo cardfaco cay
sam les8es que dependem do tropismo da cepa {Andrade & Andra
de, 1978; Tafuri e cols, 1980; Ramirez e cols, 1982; Figuei
redo e cols, 1983), da sua viruléncia (Schlemper e cols,
1982) ou do ndmero de parasitos inoculados (Ramirez e cols,
1982). | |

No infiltrado inflamatdério do orgdo parasitado, hé
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predominéncia de células mononucleares em Intima relag8o com
as fibras do miocérdio. Essas fibras podem estar normais ou
apresentarem completa dissoclag8o com desorgsnizag8o e lise
(Figueiredo e cols, 1982). Nas regifes afetadas s¥o encontra
das cé€lulas com conteddo citopiasmético desorganizado e orga
nelas alteradas (Higrichi e cols, 1978; Tafuri e cols, 1980).
0s macréfagos se apresentam com intensa atividade  fagocitd
ria,-onde s80 encontrados grande nGmerc de iisossomos, e 0Ss
vaclolos citoplasmé&ticos contém restos de colégeno e  raras
formas amastigota (Andrade & Gremaud, 1982).

Apesar das numerosas observagles histoldgicas de lg

s8es produzidas pelo Trypsnosoma cxruzi, pouco se sabe 3 reg

peito do mecanismo patogénico desta infecgdo. Hé sugestles
de uma associacdo desses mecanismos com a presenga de toxi
nas (neurctoxinas), ou enzimas liberadas pelo paraéito no ci
toplasma da célula (KSerbele, 1974); ou por produtos de lise
lisossomal liberados das célulss do infiltrado  inflamatd

rio (Tafuri,'l97h).

A hipdtese de enzimaé proteolfiticas, produzidas pe
lo parasito, participarem na doenga de Chagas deve ser consj
ﬁefada, uma vez que elas participam de importantes processos
bioldgicos inclusive na interagdo parésito-hospedeiro. Os es
tudos com microorganismo tém fornecido grande parte das in
formac8es sobre essas enzimas, demonstrando sua participagdo

em numerosos fendmenos fundamentais & vida da célula, como

por exemplo a regulagdo do “"turnover" proteico, com a degra
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dag%o hidrolftica de protefnas, uma das principais  fungles
das proteases intracelulares (Holzer e cols, 1975). Com orga
nismos superiores tem-se definido a ativag8o ou inativacdo
de numerosos sistemas biolégicos através da protedlise limi
tada: ativag8o triptica do quimotripsinogénio, convers3o do
plasminogénio em plasmina, do tripsinogénio em tripsina, de
fibrinogénio em fibrina, ativag8o do sistema complemento,
etc (Mihalyi, 1972; Reich, 1975). As enzimas proteol{ticas
teriam portanto um papel regulador sobre variados mecanismos
biolégicos.

Algumas exoproteases liberadas poderiam participsr

na diferenciag®o celular, a exemplo da Leishmania mexicana

amazonensis (Fong & Chang, 1981); ou facilitariam a implanta

c%o e multiﬁlicégéo do microorganismo. Dessa forma  enzimas

proteol{ticas atuariam em patogenias como na gangrena gaso

sa, onde as enzimas do Clostridium perfringens e Clostridium

hystoliticum que lisam o colégeno ajudariam a sua difus8o -

nos tecidos (Bidwel & Van Heyninger,1948; Mac Lennan, 1962);
ou como na penetrac8o e movimentag8o das cercdrias de

Schistosoms mansoni na pele do hospedeiro (Dresden &  Asch,

1972; Steriwalt e cols, 1973 e 1978).

0 Irypanosoma cruzi que apresenta um ciclo . wvitsl

compleko, exige constituintes proteicos para o seu crescimen
to e diferenciagfo (0'Dally, 1975 e 1976). Este penetra ati
vamente na célula e af se multiplica (Meyer e .cols, 1958;
Dvorsk e cols; 19775. As enzimas favoreceriam tanto a  pene

trag8§o quanto a migragdo dentro dos tecidos,
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Em vista da importéncia que as enzimas proteoliti
cas teriam nesta relac8o parasito-~hospedeiro, estudos foram

realizados inicialmente com extratos de Irypanosoma cruzi de

tectando atividades proteoliticas em pH 7.0 e pH 3.0 wusando
hemoglobina como substrato (Repka e cols, 1972). Itow &
Camargo (1977) demonstraram em extratos simileres atividades
proteol{ticas com caracteristicas do tipo tripsina,. quimo
tripsina e aminopeptidase utilizando substratos sintéticos ;
e uma outra com substrato proteico n&io especifico ( azocasej

na). Rangel e cols {1977) e Aradjo e cols (1978) demonstra
| ram independéncia entre trés enzimas de extratos de

Trypanosoma cruzi sendo duas dessas com ag8o sobre  substra

tos sintéticos (AFNE e BANA) e outra com ac¥o sobre substra
tos proteicos (hemoglobina e caseina). Bongertz & Hungerer
(1978) isolaram e caracterizaram a protease com atividade do
tipo tripsina; com um Stimo de atividade a pH 8.5 sobre
BAPNA e PM 200.000. Rangel e cols (198la) isolaram e caractg
rizaram a proteinase com caracteristicas SH-dependente sendo
pbrtanto ativada por compostos sulfidrflicos (Me e Cysj ou
inibida por reagentes de grupamentos tidis (H92+, dcido ioda
" cético, etc). Possui um Stime de atividade em torno do pH
7.b‘ou pH 3.0 frente aos substratos proteicos caseina e hemg
globina respecfivamente; com peso molecular de 60.000.

Esta proteinase foi demonstrada em ninhos de amastji
gota de tecido cardfaco de camundongos infectados, através
da reac8o de imunoperoxidase com imunessoro especifico (Pe

reira e cols, 1980), Com esse imunessoro foi possivel detec
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tar a protelnase nas formas epimastigotaslda cepa Y através
dos testes de aglﬁtinagao, imunofluorescéncia e imunoperoxi
dase; Essas duas dltimas reagles também foram positivas,
quando testadas as formas tripomastigota e amastigota de cin
co cepas (Y, CL, Colombiana, Argentina e Peruana) (Rangel e
cols, 1981b).

A presenga dessa enzima nas diferentes formas isola

das de Trypanosoma cruzi e nos ninhos de amastigota pode su

gerir uma participagdo no mecanismo de inflamagBo. Sua aglo
sobre diferentes substratos proteicos causaria les3o endote
lial alterando a permeabilidade capilar e ativando os compg
nentes do sistema complemento. Um processo inflamstdrio simi
lar poderia também ser desencadeado por ag¢fo das proteases

das préprias células do hospedeiro (Cammer e coi, 1978).

Indmeros s8o os mecanismos utilizados pelo parasito
para sua sobrevivéncia. Mitchell (1979) propds que na tenta
tiva de evasfo, o parasito manifestaria esta capacidadg atra
Qés de véirios fendmenos de escape como a diminuicdo na sua
antigenicidade, o "mimetismo® molecular, inacessibilidade a
" natbémica, efeitos anti-complementares e anti-inflamatérios ,
dégradag%o de anticorpos e outros.

O-alojamentd‘dos“tripanosohas em células onde a de
fesa humoral do.hospedeiro ndo consegue atingi-lo, seris o
mecanismo utilizado em uma das fases do ciclo, onde os ni
nhos de amastigota formados ocupam praticamente toda a célu

la {Tafuri e cols, 1980).
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Qutra forma eficaz de evaslio, esta relacionada com

a presenga no JTrypanosoma cruzi de substincias inativadorss

do complemento. Kipnis e cols (1981) demonstraram que o tra
tamento enzimético do parasito retirava essas substéncias an
ti-complementares da sua superficie.

A presenga de imunoglobulinas do hospedeiro na su
ﬁerffcie do parasito também constituli um dos mecanismos que
o ajudaria a sobreviver. Kloetzel & Deane (1977), em experi-
mentos com camundongos, observaram que parasitos da cepa F
(pico parasitémico 302 e 452 dia) e n¥o na cepa Y (pico para

sitémico 72 dia) de Trypanosoma cruzi, continham imunoglobu

linas das classes IgM e I1gG na superficie, decorrente do pe

rfodo de parasitemia. Em JTrypanosoma lewise foi verificado

(Ferrante & Jenkin, 1977) que as imuhoglobulinaé do hospedeji
ro presentes na superfficie do parasito eram incapazes de fi
- xar complemento ou participar na fagocitose. Andrade (1978)
infectando cobaios com cepa Peruana e/ou Colombiana nSo de
tectaram imunoglobulinas na superficie dos parasitos. Q mes
ﬁo aconteceu com Tabel & Lasos (1980) quando isolaram

Trypangsoma vivax de gado bovino. Entretanto esses pesquisa-

" dores detectaram anticorpos na superficie desses tripanoso
més quando eram obtidos de camundongos infectados, Com esses
dados eles-propuseram que a mesma espécie de tripanosoma tg
ria comportamento diferente em diferentes hospedeiros.
Torpier e cols (1979) e Auriault e cols (198l1) de

monstraram que a ligac8o da molécula de IgG no Schistosoma

mansoni ocorre através de receptores para fragmento Fc, e

06



que essa imuncglobulina é clivada em pequeﬁos peptideos por
enzimas produzidaé pela gléndula pré-acetabular, caracter{s
tice do estdgio schistosomuls. Receptores para Fc de Igh em
protozodrios patogénicos Trypanosomatidae foi observado por
Miranda Santos & Campos Neto (1981).

No mecanismo de escape envolvendo anticorpos especi
ficos produzidos pelo hospedeiro, enzimas proteoliticas do
parasito degradariam essa molécula impedindo sus  atividade
bioldgica espec{fica. Krettli e cols (1980) sugeriram que os
tripomastigotas poderiam sintetizar proteases as quais cliva
riam as imunoglobulinas aderidas 3 sua superffcie, Uma poz
¢80 do produto clivado permaneceris na membrana facilitando
assim o escape., Esse fendmeno conhecido como ?abulagéo ( pre

senca de fragmento Fab) foi descrito por Eisen'& Tallan

(1977) no protozoério Tetrahymens pyriformes que produz enzji
- mas capazes de clivarem imunoglobulinas livres ou  aderidas
ao protozoédrio.

Enzimas proteolfticas com propriedsades semelhantes

a3 papaina ou catepsina B,_produzidas pela Fasciols hepatics,

degradam imunoglobulinas humanas IgG e IgH ( Chapman &
" Mitchell, 1982). IgA humans &€ digerida "in vitro" por protea

ses liberadas de Neisseria gonorrhoese, Neisseria meningitl

dis, Streptococcus sanguis e Haemogﬁilus influenzae ( Plaut,

1975 e 1978; Kilian e cols, 1980),
Esse conjunto de informagdes sugerem que os anticor
pos, especificos ou nfo,sofrem & ag¥o de enzimas proteoliti

cas produzidas pelos parasitos, os quals degradam essas molé

07



culas impedindo sua atividade bioldgica. Com o objetivo de

determinar se a proteinase de Jrypanosoma cruzi poderis es
tar associada a um fendmeno similar na doenga de Chagas, nes
te trabalho procurou-se investigar a sua ag8o "in vitro" so

bre as imunoglobulinas IgG, IgA e IgM humanas,
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MATERTAL E METODOS

Reagentes

Os reagentes indicados a seguir, foram obtidos das

seguintes fontes comerciais:

Substratos sintéticos - AFNE e BANA daz Sigma Chemi

cal Co.

Protefnas - Hemoglobina Bovina preparada no labora

tério (Aradjo, 1979), Albumina Sérica Bovina, Casefns do Lei
te (thechmical) da Sigma Chemical Co,
Resinas - Sephadex G-200; Sepharose 4B da Pharmacia

Uppsala; DEAL celulose da Sigma Chemical Co.

Qutros reagentes = 2~Mercaptoetancl da Baker Analy
sed; Ditiotreitol da Bio-Rad; Acido Etilenodiamino Tetracéti
co de Fisher Scientific Co; "Fast Garnet Salt" da Sigma
Chemical Co e para-Aminofenil Mercuriacetato (p-AFMA), foi
!sintetizado em nosso laboratério segundo as indicac8es de

Dimroth (1902); os solventes orginicos tinham a especifica

* ¢80 de quimicamente puros; a acetona foi redestilada a 569C

e conservada a =-202C até o momento do uso.

Trypanosoma cruzi

Parasitos da ceps Y de Trypanosoma cruzi  {Silvs &

Nussensweig, 1953), cultivados em meio LIT - Liver Infusion
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Tryptose - (Fernandes & Castellani, 1966), durante sete dias
% 28¢C; eram lavadas trés vezes com salina fisioldgica a LeC.
Os parasitos lavados foram lisados com &gua destileda gelada

e liofilizadose

Preparo da Frac8o Soldvel (FS)

Os parasitos liofilizados eram submetidos a delip}
dacfo pelo tratamento com acetona e éter. O material resul
tante foi tratado com salina fisioldgica & 49C durante  uma
hora e a sequir centrifugado a 3020 g por 15 minutos. A fra
¢80 FS (sobrenadante) ers mantida & 49C até o uso. R918G507
parasito-~salina, 1%. ‘

A importéncia dessa delipidagéo foi | reestudada,

 processando-se a extragdo da TS em diferentes partidas do pa
rasito submetidas ou n3o ao tratamento. Nenhuma diferenga
significativa da atividade enzimdtica foi observada nessa
andlise, concluindo-se que o tratamento seria dispensdvel.

i

PurificacfSc da Proteinase de Irypanosoma cruzi {Aradjo,1979)

A - Precipitacfo com Acetona = A FS mentida a  42C
foi ajustada para pH 4,5 por adicdo de HCl 0.1 N e centrifu
gada a 3020 g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um banho gelado a =202C, fracionado pela precipitsgdo
a B0% com acetona gelada sob agitacdo lenta e constante. O

materisl precipitado foi mantido por 18 horas a -202C sendo
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a seguir centrifugado a 3020 g por 15 minutos. O precipitado
foi suspenso em salina fisioldgica, dialisado contra 4gua
destilada a 4°C e liofilizado, sendo denominado frag3o sold

vel precipitada (FSp).

B ~ Cromatoagrafia de Gel Filtrsc3o - A  cromatogra

gia de exclus8o foi realizada sesgundo condig¢les descritas
por Flodin (1962), empregando-se.colunas (2 x 100 cm) de Se
phadex G-200 equilibradas a 4°C com tamp3o Acetato de Sédio
0.05 M pH 5.0, Alfquotas de 5 ml de FSp (22 mg/ml), dialisa
das contra este tamp&o foram aplicadas, e o material elufdo
a um fluxo de 10 ml/hora, coletando-sé amostras de 2 ml.
ArabsorbénCia foi deterhinada em espectrofotémetro
a 280 nm e a atividade enzimdtica pésquisada individualmente
em cada amostra utilizando-~se os diferentes substratos (ca

seina, BANA e AFNE).

€ ~ Cromatografia de Afinidade - A Sepharose 4B

‘foi ativada e'acopladé com p=AFMA com o método de Sluyterman
& Wijednes (1970).

A fracfo da cromatografia de exclusZo (F3), conten
do a atividade sobre caseina e AFNE, foi submetida 3 cromatg
grafia de afinidadeLem Sepharose-p;AFﬂA. Aliquotas de F3 dia
lisadas contrs tampéd Acetato de S&dio 0,05 M pH 5.0 conten
do KC1 0.1 M, Na, S0, 10 mM, EDTA 1 mM e DMSO 10%, eram apli
cadas 3 coluna de Sepharose equilibrada com o mesmo tampdo.

Nessas condi¢Bes passava livremente a fragdo proteica conten
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do atividade sobre o substrato AFNE, Apdé lavagem da resina
‘com tampZo Acetato de S6dio e DMSO 10%, a proteinase foi e

lufda com este tamp¥o acrescido de 2-~Me 15 aM,

Atividade Enzimitics

A atividade proteinésica nas diferentes preparag8es
foi determinada segundo as indicac8es de Anson (1938), modj
ficadas por Aradio (1979).
_ Os enszios foram realizados no pH 7.0 com tampfo
Fosfato de S6dio 0.05 M e pH 3.1 com tamp¥o Citrato- Fosfato
0.05M frente sos substratos caseina e hemoglobina respectiva
mente, Allquotas de 0.2 ml de enzima foram &isturadas a 0,1
ml de ativadores (EDTA 5 mM + 2-Me 15 mM) e 1.0 ml de  subs
trato (6.0 mg/ml de caseina ou 40 mg/ml de hemoglobina bovi
na). Controles contendo apenas enzima ou substrato foram
feitos em parslelo. As misturas foram incubadas a 37°C por
1 h, e 40' e & seguir adicionadas de 1.0 ml de TCA, 0.2 ml
de enzima, 0.1 ml de étivadores e 1.0 ml de substrato. Todos
os tubos foram incubados a 459C por 15 minutos, centrifugs
dos e a seguir determinada a absorbéncia dos sobrenadantes
em espectrofotémetro a 280 nm. A atividade enzimética relatji
va foi determinada ¢om base na diferenca das leituras dos
produtos TCA~éoldveis do tubo reaglo e controle, Uma unidade
de enzima corresponde a uma diferenga de absorbdncia (A) de
0.1.

A atividade sobre substratos sintéticos AFNE e BANA
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foi realizado de acordo com as indicag@es de Uriel (1971) pa

‘'ra determinag8es qualitativas.

Purificac8c das Imunoglobulinas

A - Imunoglobulina IgG .

~ Soro de mieloma humano de IgG foi precipitado com
Sulfato de Aménia a 50%. Esta frac%o -foi submetida 3 cromatg
grafia em DEAE~celulose (dietilaminoetil celulose) segundo
Kabat & Mayer (1951), usando tampfo Fosfato de Sédio 0.005 M
pH 8.0. A IgG purificzda estd contida na fracfo eluida livre

mente nessas condigdes.

B8 - Imunoglobulina IgM

Soro de mieloma humano de IgM foi precipitado com
‘Sulfato de Aménia a 50%. Ests frac8o foi submetida & cromatg
grafia de exclusfo em coluna de Sephadex G=-200 utilizando
PBS 0.15 M pH 7.1 (Micheli & Isliker, 1966). A frac3o 195
foi a séguir.cromatografada em coluna de Sepharose Protefna
A com tsmpSo Citrato-Fosfato 0.2 M pH 7.0 (Duhamel, 1979).
A IgM isenta de contaminantes de IgG foi obtida na primeira

fracg8o.
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C - Imunoglobulina IgA

A IgA foi purificada de colostro humano segundo as
condi¢Bes de Newcomb e cols (1968) usando cromatografia de
troca ibnica em DEAE-celulose equilibrada com tampfo Tris
~HCl 0,01 M pH 8.0 onde € descriminada uma frag3o rica em
IgA. Essa frag8o foi submetida 3 cromatografia de  exclusfo
em Sephadex G-200 com PBS 0.01 M pH 8.0, com reciclagens su-

cessivas (trés vezes) obtendo-se a IgA na segunda metade do

~primeiro pico.

As. imunoglobulinas: foram testadas por imunoeletro
rese simples e cruzada frente a um soro plﬁriespecifico an
ti-SHT. Os resultados dessas anilises demonsﬁraram que as
imunoglobulinas purificadas constituiam preparagdes homogg

neas.,

Imunessoros.

Os imuneésoros anti-IgG, enti-IgA e anti-IgM huma
.nas foram preparados em carneiros empregando-se o  seguinte
‘esquema de imunizaglio: na primeira dose foi splicado 1.0 ml
do antfgeno (1.5 mg) emulsionado com adjuvante completo de
Freund com injeg8o subcutfnes; apés cinco semsnas a mesma do
se com adjuvante completo de Freund foi dividida em duas alf
quotas e aplicasdas intramuscular em cada uma das coxas. Quin

ze dias epds o sangue foi colhido e o soro testado. Doses re
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forgo foram feitas a cada vinte dias.

0 soro dé cavalo anti-SHT foi proveniente do Insti’
tuto Pasteur.

Os soros monoespecificos anti~> e anti-c humanas fo
ram preparados a partir dos soros de carneiro anti-IgG e ap

ti-IgA com absorgdes espec{ficas, sendo afastada qualquer reg

atividade com cadeias leves ou outra imunoglobulina,

Tratamento das Imunoglobulinas com Proteinase

Utilizando a relacgdo enzima-imunoglobulina de 1:100,
tomou~se 50 ul de enzima (1.25 mg/ml dejcancentragﬁo protei
ca e atividade especifica de 1&60)'e\500 ul dé imunoglobull
na (5.0 mg/ml de protefna) em tamp3o Fosfato de S8dio 0.1 M
pH 7.0 e/ou tamp8o Citrato-fosfato 0.1 M pH 3.1. Esse materi
~al foi incubado na auséncia ou presenga de ativadores  (2Me
15 mM e EDTA 5 mM), a 37°C durante 1 hora e 40' e a  seguir
congelados a =-202C até o uso.

| 0 seguinte asquema foi obedecido:

Tubo 01 -~ Ig + Tampdo

Tubo 02 - Ig + Tamp¥o + Ativadores

‘Tubo 03 - Ig + TampZo + Enzima

Tubo 04 - Ig:+ Enzima + Ativadores

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS (SDS-FGPA)

A eletroforese em gel de poliacrilamida (Fairbanks
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e cols, 1971) foi utilizada pelo cardter discriminastério das
bandas que representam peptfdeos de diferentes pesos molecu
lares,

0 gel de poliascrilamida foi utilizado numa  concen
tracéo de 5.6% e preparado com tampdo Tris~Acetato de Sddio
pH 7.5 com 1% de SDS (dodecil sulfato de sddio).

As amostras na concentragdo inicial (5.0 mg/ml) ou
dilufdas (2.5 mg/ml), acrescidas de 1% de SDS e 100 mM de
DTT, foram aplicadas em colunas (8.5 x 0.5 ¢m) e submetidas
3 corrente eletroforética usando-se uma diferenga de poten
cial de 1 mA/tubo/20 minutos para estabilizago e.a seguir
3 mA/tubo/4k horas e 30°'. | _

A coloracdo para o gel de poliacrilamida foi feita

de acordo com o método de Segrest(1972).

Imunceletroforese Simples (IES) e Imunceletroforese Cruzada

IEC

Com a‘utiliza§50‘desses dois testes  imunoquimicos
pode ser observada a discrimina¢do eletroforética das molécu
'~l§s degradadas ou nfo pela ac¢%o enzimé&tica, aséociada ao c¢a
réter especifico da interagZo antfgeno-anticorpo.

As amostrss foram analisa&as em placas de gel de
agarose 1% (9.0 x 12 x 0.15 cm) por eletroforesé segundo in
dicac8es de Grabar & Willian (1953), com tampZo Veronal
0.05 M pH B.6 e submetidas & uma diferenca de potencial de
6 volts/cm/l hora e 20'., A seguir lOO'ul do antissoro foi

16



aplicado nas canaletas e apds 24 horas o gel foi lavado e co

rado,
A IEC segundo as indicagSes de Axelsen (1973) foi-
feita em placas de vidro (9.0 x 12 x 0.15 cm) com agarose 1%

em tamp8o Veronal 0.05 M pH 8.6, As amostras foram analisa

das com uma diferenca de potencial de 6 volts/cm/l hora. A
seguir, uma faixa central da placa de gel foi substituida
pela mistura de gel e imunessoro,procedendo~se a corrida
com uma diferenga de potencial de 1.5 volt/cm/15 horas.

0s antissoros utilizados na IEC foram diluidos : an

ti-IgG 1:80, anti-IgM 1:10 e anti-IgA 1:30.

Dossgem de Proteinas

As concentragles de proteinas foram determinadas pe
lo método de Biureto segundo Weichselbaun (1946); o método

de Lowry modificado por E.F: Hartree (1972), utilizando como

padr8o BSA com Eifm A= 280 nm = 6,61, £ absorc8es a 280 nm

em espectrofotdmetro Zeiss PMQ-II usando cubetas de quartzo

com 1 cm de caminho ético.
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RESULTADOS

Obtenc¥o da Proteinase

0 perfil cromatogréfico (figura I) representa o

fracionamento do extrato de Trypanosoma cruzi (FSp) em

Sephadex G-200, uma das principais etapa de purificaglio da
proteinase. A ocorréncia da separac3o de diferentes constitu
~intes moleculares, permitiu a discriminacfo entre a ativida
de proteindsica e outras duas proteases ativas sobre substra
tos sintéticos {BANA e AFNE).

A atividade proteinédsica foi concentrada na fragdo
3 de elui¢®o, conjuntamente com a protease ativé sobre o
substrato AFNE (tipo quimotripsina), representando cerca de

. 20% do material analisado. O volume de eluigfo comparado

com padrdes moleculares, confirmou a estimativa do peso mole

cular {60.000) da proteinase, determinado anteriormente por
SDS~-EGPA (Aradijo, 1979).

Na sequéncia da purificagfio, esta fragdo F3 foi sub
* metida a cromatografia de afinidade em Sepharose mercurial
(QnAFMA)—com base: na propriedade SH-dependente da  proteina
se, permitindo‘sua séparag&o da outra enzima contaminante
(tipo quimotripéina). A proteinase eluids por aglio do  2Me,
apresentou uma atividade espec{fica de 1460 (1825 unida
des/1.25 mg de protefna), estando purificada 56 vezes.

Testes analfticos de eletroforese e imunoeletrofore
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se, bem como ensaios enzimiticos ESpecificbs, confirmaram a
pureza e especifiéidade da preparaglio enzimdtica empregada a

seguir neste trabalho,

AcZo Enzimitica sobre Imunoglobulinas Humanas

Imunoglobulinas IgG, IgA e IgM purificadss, foram
submetidas 3 a¢H8o da proteinase nos pHs 7.0 e 3.1 démonst:g
dos como Stimos para esta enzima.

0s seguintes ensaios foram realizados neste estudo:

1 - Ig + Tamp83o - controle da imunoglobulina sem a
¢80 enzimftica, sujeita apenas so tratamento do pH

2 - Ig + Ativadores - controle onde é acrescentado

o efeito dos ativadores

3 = Ig + Enzima - a¢8o enzimdtica sem efeito dos
~ativadores
b - Ig + Ativadores - ag8o enzimdtica sob ~ efeito

dos ativadores requeridos,
| O0s ensaios 2 e 3 fofam suprimidos na anélise .das
preparag8es de IgA e IgM porquanto nenhuma diferenga signifi
“cativa com relagdo aos ensaios 1 e & foram observados nés
testes analfticos.
Amostfas daslpreparagﬁes de imunoglobulinas { IgG,
IgA e IgM) submetidas as diferentes condigles foram analisa

das pelas técnicas de SDS-EGPA, IES e IEC.
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A - Imunoglobulina IgG

Analisando as preparagles de IgG a pH 3.1 por SDS-
~EGPA (figura II) nos tubos controles 1 e 2, a IgG apresenta
duas bandas similares, tratando-se de cadeia leve a interior
e cadeia pesada a superior. Nos tubos 3 e 4 com agfo da enzi
ma, duas bandas estdo presentes, uma delas de baixo peso mQ
lecular, nfo aparecendo nos controles, e outra corresponden-
te & cadeia leve., A banda relacionads com a cadela pesada
nSo mais apsrece sugerindo uma degradag8o enzimdtica. A pre
senga dos ativadores parece ter acelerado a reagSo, por isso
‘no tubo 4 as bandas s8o menos intensas; _

Na an&lise a pH 7.0 nos tubos 1' e 2° (controles) a
dissociacZo da molécula de IgG é igual apresentando trés ban
das principais, duas das quais correspondendo & cadeia leve
" e pesada e uma outra de maior peso molecular, provavelmente
a molécula ainda Integra. Nos tubos 3' e 4' onde houve agfo -
qnzimética, est8o presentes duas bandas idénticas &s  encon
tradas em 3 e 4. Na auséncia dos ativadores, como visto no
tubo 3',-aibda s3o visiveis vérias bandas de fraca intensida
"de com pesos moleculares intermedidrios. Na preéenga dos ati
vadores, tubo 4', praticamente inexiste essas bandas, suge
rindo também uma degradacdo mais réﬁida.

Na IES das préparagﬁes de IgG frente ac soro anti-
IgG a pH 3.1 (figura III), um dnico sistema precipitante &
observado com as quatro amostras., Entretanto com as amostras

3eh s drea de precipitacdo estd aumentada com relag8o aos
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controles 1 e 2. A pH 7.0 a presenga de um sistema precipi
rtante com as prepérag&es controles 1' e 2' coincide com a
amostra 3' submetida a ag¥o enzimdtica sem ativadores, en
guanto a amostra 4' apresenta pelo menos trés sistemas preci
pitantes indicando a atuag8o dessa enzima sobre a8 imunoglobu
lina.

Com o soro antimﬁl(figura IV) no pH 3.1, os contro
les 1 e 2 se apresentam com um dnico sistema precipitante, o
mesmo acontece com o 3 embora com mobilidade eletroforética
diferente e com fraca reatividade que desaparece totalmente
na amostra 4, A pH 7.0 um dnico sistema se apresenta nas 3
mostras 1', 2',e 3' (submetida a acfo enzimdtica), enquanto
que na amostra 4' pode ser vistoc dois sistemas com mobilida
" de eletroforética distinta, indicando presencga de fragmen
tos de cadeis pesada que reagiram com o antissoro.

Na IEC (figura V) frente ao soro anti-IgG, pelo mg
nos dois sistemas precipitantes aparecem com a amostra 3, en
quanto apenas um sistema estd presente com os controles 1 e
2; Na amostra & pode ser visﬁo um Unico sistema com fraca re
atividade diferindo também dos demais controles. A pH 7.0 na
" reag8o com as amostras 1', 2' e 3' é visto um dnico sistema
précipitante, enquanto com a amostra 4' observa-se dols sis

temas diferentes com élte:agéo no padrdo de precipitagéo,
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B - Imunoglobulina IgA

As preparacdes de IgA resultantes do tratamento en
zimdtico nos dois pHs, quando analisados pelos métodos de
SDS-EGPA (figura VI) apresentaram o mesmo padr¥o de dissocia
cfo da molécula de imunoglobulina em todos os tubos, ndo ha
vendo distin¢fo entre tubos controle e reagSo. Por essa and
lise observa-se trés bandas principais onde a mais inferior
representa cadeia leve, a segunda, cadeia pesada e uma ter
ceira, com peso molecular maior de 70.000, .correspondendd
provavelmente a pe¢a secretora, Tragos de duas outras bandas
intermedidrias est3o presentes podendo tratar-se da molécula
dissociada de uma masneira diferente ou contaminantes n&o
identificados. Ndo est3o presentes baﬁdas de baixo peso mole
cular que correspondam a material digerido.

Na IES (figura VII) das Qrepararagaes de IgA a . pH
3.1 e pH 7.0, frente ao soro anti-IgA pode ser visto um dni~- .
co sistema que se repete com todss as. amostras. Resultados
similares foram obtidos com o soro anti-of

Nos testes de IEC (figura VIII) embora os dados se
"repitam, pode ser notado que sob & a¢¥o da proteinase, nos
dois pHs, houve uma ligeirs élteragéo do sistems precipitan
te das amostras 2 e 2§ em relagfo as amostras controles 1 e

1's
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C = Imunoglobulina TgM

Ma andlise das preparag8es de IgM por SDS-EGPA (fj
gura IX) sfo observadas diferentes dissociagBes da molécula
nos dois pHs de tratamento. A pH 3.1, no tubo controle 1,hou
ve pouca dissociagdo da molécula sem-discriminégao de ban
das. No tubo reaclo, emostra 2, pode ser visto bandas de fra
ca intensidade, com & concentragfo.de um componente de baixo
peso molecular, sugerindo uma fragmentag8o enzimdtica, A pH
7.0, no tubo controle 1', a molécula apresenta-se dissociada
em pelo menos trés bandas principais. Uma delas a mais infe
rior correspondendc a cadeia leve e as duas superiores poden
do tratar-se de cadeia pesada ou agregados de#ta. No tubo re
ac¥%o 2', as duas superiores desaparedem e estd presente uma
banda de componentes de baixo peso molecular, o igual obser
“vado no tubo 2,

Na IES (figura X) das preparagBes de IgM a pH 3.1 ,
frente a0 soro anti-SHT, um sistema precipitante foi obtido
com as amostras 1 e 2, éendo que na reacdo com IgM. tratada
pela enzima o sistema precipitante apresenta-se com mobilida
" de eletroforética alterada. A andlise do controle 1' a pH
7.0 também apresenta um dnico sistema compardvel com o con
trole 1 a pH 3.1, Cbm;a amostra 2' estdo presentes trés sig
temas precipitantes confirmando uma degradagc8o - enzimdtica,
Com o soro anti-IgM, a pH 3.1, uma fraca reac3o é vista com
amostra 2 comparado com o controle l. A amostra 2' do trata

mento no pH 7.0, apresenta um dnico sistema precipitante com
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reagdo de baixa intensidade, e uma mobilidade eletroforética
diferente do controle 1'.

Na IEC (figura XI)com soro anti-IgM no pH 3.1, um
sistema precipitante idnico € observado com a amostra .contrg

le 1 enquanto dois sistemas estdo presentes com as prepara
¢bes tratadas com a enzima; a pH 7.0 com a amostra controle
1! também resulta num dnico sistema precipitante, e coma a
mostra 2' praticamente desaparece esta reag8o. Nos results

dos em ambes pHs, a reag8o com as amostras 2 e 2', sugerem

- uma degradagfo da molécula.

24



DISCUSSAQ

A proteinase de Trypanosoma g¢ruzi obtida segundo
as condi¢8es padronizadas por Aradjo (1979), apresentou-se
como uma prepara¢8o homogénea nos diferentes testes realiza
dos. As caracteristicas de enzima SH-dependente foram igual
mente detectadas nos ensaios realizados em condigdes 4timas
de pH com os substratos caseina a pH 7.0 e/ou hemoglobina pH
- 3.0. Como sugerido anteriormente, & diversidade do Stimo de
pH para a caseina e hemoglobina se deve provavelmente & in
fluéncia desses substratos no favorecimento da interac¢8o com
a enzima. Se por um lado & insolubilidade da caseina em pH
abaixo de 5.0 limite a agdo enzimdtica, por outfo com a pro
tonaqgo da hemoglobina, apareceriam novas cargas na molécula
. tornando=-a mais susceptivel & catalise ou favorecendo a com
binagc%o enzima-substrato.

As enzimas digestivas a exemplo da pepsina, parecem
pfeferir substratos proteicos desnaturados ’ (Christensen,
1965) enquanto para proteases mais espec{ficas, a conforma
" ¢80 molecular do substrato parece ser um requerimento funda
“mental para a catélise (Habermann, 1970).

A ag8c da proteinase de Trypanosoma cruzi sobre as

imunoglobulinas IgG, IgA e IgM humanas foi estudada nos pHs
7.0 e 3.1, considerando-se que as duas condi¢des podem - ser
viabilizadas na relag¢8o parasito-~hospedeiro, A ag8o a pH 7.0

facilmente ocorrerd em fungfo das condigBes fisioldgicas do
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hospedeiro. A ac¥o a pH 3,1 poderd ser favorecida a partir
da acidez local mediada por fatores do hospedeiroc ou do para
sito. A exemplo, no processo inflamatdério, com a migracg%o de
polimorfonucleares, haverd a produg8o de dcido léctico local
que propicia a atividade das cétepsinas liberadas das cély
las. Essas enzimas, s8o proteases dcidas, com atividade hi
drolftica numa faixa de pH 2.5 a 3.5. A acidez produzida pa
ra a-acso dessas enzimas do hospedeiro poderd favorecer a
stuacdo de enzimas liberadas pelo parasito, (Thomas, 1974).
Diferentes padr8es de atuag¥o da proteinase sfo de
monstrados quando as preparagdes foram analisadas pelos métg
dos de SDS-EGPA, IES e IEC:
Os testes ralizados com a IgG demonstraram a fragmentagfo
enzimitica da suas cadeia pesada, 0 pH 4cido parece favorecer
uma maior desagregac&o da molécula de imuhoglobuliﬁa deixan
do-a mais susceptivel & hidrélise. Nesse pH nép'se'ldetectou
bandas correspondentes 3 cadeia pesada em SDS-EGPA (figura _
I1), mnem rea¢§o-de precipitag8c na IES frente ao imunessoro
a;ti-ﬂ'(figura iv). | |
No pH fisioldgico, embora o pédréo de hidrélise pare¢a ser o
mesmo, a atuag8o da enzima foil mais branda aparecendo na
SﬁS«EGPA bandas de PM intermedidrios (figura II).
Na IES frente ao soro anti~IgG (figuré I111), est8o presentes’
trés sistemas precipitantes enquanto apenas dois destes rg
sultam ns reagdo com o soro anti-éiindicando ainda reatividg

de com determinantes da cadeia pesada..A rea¢lo de precipita
¢80 observada na IES frente ao imunessoro anti-IgG, resultas
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provavelmente da interaglo com a cadeia leve,

Com outras enzimas proteoliticas a molécula de IgG
tem sido fragmentada de d;ferentes maneirss, permitindo o es
tudo da estrutura molecular e a sua correlagdo com a funglo
biolégica. Porter (1973) utilizando papaina, obteve dois
fragmentos (Fab) que se ligavam ao antfgeno e um outro cris
talizdvel (Fc) que fixava complemento. Com a pepsina
(Nisonoff e cols, 1975) ou catepsinas De€E ( Ghetie &
Mihaescu, 1973) s8o obtidos fragmentos F(ab'), com a capaci
dade de se ligarem com o antigeno e pegquenos peptideos.
Utsumi (1969) tratando a IgG com papaina em diferentes pHs,
obteve fragmentos Fc¢ de variados tamanhos, alguns dos quais

ndo fixavam mais o complemento.

Os resultados da agdo da proteinase, demonstraram o
cémpremetimento.do fragmento Fc da IgG, visto que a cadeisa
pesada foi destruida.

Nas diferentes preparacdes de IgA pouca ou nenhuma .

ac8o da enzima de Irypanosoma cruzi foi observada. Nos teé
tes de SDS-EGPA (figura VI) n8o s&o encontrados peptideos de
baixo peso molecular que representem produtos de  digestdo,
Nas IES e IEC o ndmero de sistemas precipitantes s8o coinci
dentes entre a reac¢fo e o controle, Talvez tenha ocorrido um
rearranjo na molécula da IgA tratada com a enzima, pois a
drea do sistema precipitante cém esta molécula estd ligeira
mente aumentada em relagZo a observada com a IgA controle,
Enzimas proteoliticas liberadas por bactérias pato

génicas digerem a molécula de IgA, Essas enzimas s3o especi
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ficas para s subclasse IgA;, ndo degradandb a Ighz, . . que
seria resistente,‘(Plaut, 1978). Somente a cadeia pesada da
IgA; é degradada por essas proteases enquanto que a pega sg
cretora, cadeia J e cadeis leve nfo s¥o hidrolisadas (Kilian
e cols, 1980).
| Os resultados aqui apresentados s&o decorréncia tal
vez da preparacfo de IgA obtida de colostro, onde a concen
trac8o das moléculas da subclasse IgA], susceptiveis & hidrd
lise, estaria em baixa concentracSo(Grey e cols, 1968); . ou,
a prépia estrutura da molécula associada & cadeia J e  pega
secretora, constituiria um fator de resisténcia & ag%o enzi
mética da proteinase. _

A presenca de peptfdeos de baixo pesé molecular foi
demonstrado nas diferentes preparag&és de IgM szmetidas a
proteinase e analisadas por SDS-EGPA (figura IX). Isto suge

- re uma digest3o da moléculs de IgM nos dois pHs, havendo en

tretanto padrdo de fragmentag3o diferente. A dissociagZo da

molécula em pH 4cido € reduzida penetrando pouco no gel, Os
téstes imunoeletrofordticos mostram a alteragdo no tamanho
dos arcos de precipitac¥o (figuras X e XI) e o aparecimento
" de outros sistemas (figuras X e XI) indicando uma provével
aqéo da proteinase. o

A anélise dalmolécula de IgM ficou limitada devido
a0s imunessoros empregédos que apresentaram bsixos titulos,
e também a falta de um soro anti-u.que iria confirmar ou nfo

a degrada¢fo da cadeia pesada.

Na anélise da molécula de IgM de diferentes mamife
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ros submetida 3 agfo das enzimas pepaina, pepsina e tripsins;
essa molécula é hidrolisada em diferentes pontos com  produ

¢80 de fragmentos Fab e Fc (Beale & Van Dort, 1982).

Enquanto a imunoglobulina IgA secretdria foi pouco
alterada apds ag8o da proteinase, as imunoglobulines IgG e
IgM foram digeridas em diferentes padres. A presenca do ati
vador acelera a hidrélise enziméticé nos pHs 7.0 e 3.1, Na
sua ausénecia a Ig6 (figura I1) e IgM (dados n¥c apresentados)
‘foram igualmente digeridas pela proteinase nos dois pHs.

Considerando a importincia das imunoglobulinas na

resposta imune humoral, o seu comprometimento pode ser um
dos fatores que colaborem para a permanéncia e instalacdo
do parasite. Com a digestdo da cadeia pesada, a porgdo Fc

pérde sua capacidade de fixar complemento e atuar na fagoci

tose (Férrante & Jenkin, 1977).

Imunoglobulinas na superficie de formas sangufcolas

de Trypanosoma cruzi j& foram descritas antefiomente, atfg
vés das técnicas de imunofluorescéncia gomfsorcs anti=—imuno
globulinas marcadas ou através da rea¢8o de lise mediada por
complemento (Brener, 1982).

Se a clivagem enzimética das imunoglobulinas ocor
rer "in vivo" ser8o justificados os resultados de Krettli e
cols (1980),que demonstraram é presenca de fragmentos Fab g2
deridos ao parasito; bem como reproduzird o mecanismo de fa
bulagdo descrito em outro modelo experimental ( Eisen &

Tallan, 1977), onde fragmentos Fab s3o encontrados na super
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ffcle de Tetrahymena pyriformes.

A proteinase de Trypanosoma cruzi estd presente na

superficie das formas evolutivas de virias cepas, como de
monstrado com soro anti-proteinase (Rangel e cols, 1981b), U
tilizando os anticorpos IgG purificados anti-proteinase
Aradjo e cols (1981), observaram que esses anticorpos nfo in
terferem na atividade enzimdtica "in vitro" pois a enzima no
complexo antigeno~anticorpo {enzima-anti-enzima) continua a
tiva sobre o substrato., A inexisténcia da neutralizagdo deg
'sa enzima, decorre provavelmente do fato desses anticorpos
n¥o possuirem especificidade para o sitio ativo, E‘possivel
que anticorpos similares produzidos durénte a.infecgéo chagd
sica (dados ﬁﬁo publicados) nfo cohstituam um impedimento pa
ra 38 atividade da proteinase. |

Embora o papel bioldgico dessa enzima ndo estejs es
"e¢larecido, a sua atividade & disténcia é provavelmente limi
tada, pois os inibidores plasmdticos alfaj-antitripsina, a}l -
fap-macroglobulina e anti-trombina 1II, como demonstrado "in
vitro¥®, inibem a proteiﬁase (Atta, 1982). Por outro lado os
resultados da atividade inibitéria e os niveis desses inibi
'dqres no soro de pacientes chagdsicos na fase crdnica, su
gerem uma inativagdo de partes dessa proteiné durante esta
fase da doenga. Sua ag8o -deve estar.restxita 3 moléculas de
proteinas aderidas & superffcie do parasito ou contidas no
local da infec¢8o., Desta maneira, moléculas de anticorpos ou
outros fatores séricos poderfo ser comprometidos.

0 significado da degradagfo énzimética das imunoglo
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bulinas, em especial da IgG, estd sendo investigada neste la
boratério, tendo sido apresentados dados preliminares que in
dicam o comprometimentodo fragmento Fc na atividade de fixa

¢¥o do complemento (Araljo e cols, 1983).
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RESUMOS £ CONCLUSOES

“As imunoglobulinas humanas IgG e IgM séricas e IgA
de colostro foram submetidas 3 ag8o da proteinase de
Trypanosoma cruzi "in vitro". A enzima obtida em condicSes
padr8es do extrato de epimastigotas (Aradjo, 1979) foi puri
ficada 56 vezes e contendo 1825 unidades/mg. As preparag8es
de imunoglobulinas resultantes do tratamento enzimdtico em
condicSes Stimas de pH (pH 7.0 e pH 3.1) e os controles ade
quados, foram analisados em eletroforese em gel de poliacri
lamida com SDS (SDS 1% e DTT 100 mM), imunoeletroforese sim
ples e bidimensiomal frente a imunessoros espécificos.

A degradagdo da molécula de IgG foi obsérvada na
eletroforese_em gel de poliacrilamida, na comparagdo entre a
-preparacfo controle e a tratada com a enzima, onde & _banda
‘correspondente 3 cadeia pesada desaparece, havendo concentra
¢80 de fragmentos de baixo peso molecular em nova banda de
p;oteinas. A imunoeletroforese com os soros anti~-IgG e anti-
-¥, comprovam o comprometimento da molécula, pois desaparece
"a reatividade da cadeia pesada com o soro anti~£.

‘ Com as prepara¢des de IgA, tratadas ou ndo com a en
zima, n&o fol detectada fragmentacBo da molécula de imunoglo
bulina, nem nos testes de eletroforese em gel de. poliacrila
mida, nem nas reagfes de precipitacfo das imunceletrofore
ses, Pouca ou nenhuma a¢3o da proteinase sobre & IgA secretg

ria deve ter ocorrido.
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Na andlise das diferentes preparag8es de IgM por e
letroforese em gel de poliacrilamida com SDS, bandas de baji
x0 peso molecular s8o detectadas nos géis contendo IgM trata
da com enzima, Padr8es diferentes de precipitag8oc s8o .obser
vados entre controles e preparag8es com enzima nos testes de
imunoceletroforese frente aos imunessoros anti-SHT e anti~IgM,
Estas observag8es sugerem uma degradagfo da molécula de IghM
nfo se godendo concluir sobre o grad de comprometimento da
molécula, especialmente a degradagfo da cadeis pesada pela
auséncia de testes com um soro anti-u.

As diferencas de pH influiram nos padrﬁes de degra

dac%o enzimdtica das preparagSes de Igh e IgM,
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