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I. INTRODUCAO

As membranas bioldogicas desempenham um papel
importante em diversos fenomenos celulares. Em grande
parte, as fungdes bioldgicas exercidas pelas membranas
estao relacionadas a estruturas peculiares, localizadas
na superficie das c€lulas. Desta forma, o conhecimento
de detalhes da estrutura ¢ composigao molecular das mem-
branas € considerado de fundamental importancia para a
compreensio de como funcionam os sistemas biologicos(Sin
ger & Nicolson, 1972).

Essa abordagem se torna mais relevante no es-
tudo das interagoes hospedeiro-parasito, uma vez que o0S
componentes de superficie do parasito sdao os primeiros
a entrarem em contato com as defesas do hospedeiro.

Dentre os grupos de patogenos do homem, o das
bactérias € o mais bem estudado no que diz respeito a es
trutura e fungao dos seus constituintes de superficie.

Assim sendo, os estudos sobre a composicdo da
parede bacteriana revelaram que ela € quimicamente cons-
tituida por peptidoglicanos, ligados covalentemente a a-
cidos teicoicos nas Gram positivas (Archibald et  al.,
1967) ou a lipopolissacarideos nas Gram negativas (Lu~
deritz et al., 1971). Esses ultimos componentes sao con-
siderados os principais antigenos de superficie bacteria
nos e seu isolamento € de grande valia na preparagao de

soros especificos utilizados na soro-diagnose.




Além da parede celular, certos grupos de bac-
térias como o Diplococcus preumoniae e a Klebsiella
pneumondiae, por exemplo, sao revestidos por uma capsula
de natureza polissacaridica. A presenca desta estrutura
de superficie, frequentemente protege a bactéria patogé-
nica da fagocitose (McCarty, 1973).

Entre os protozoarios, Sio poucos o0s grupos cu
ja estrutura e composic¢do da superficie sdo conhecidos.
Neste particular, os triponosomatideos e em especial os
tripanosomas africanos tém sido os mais bem estudados.

Desta férma, 0os primeiros trabalhos nesse sen-
tido, indicavam a existéncia de variacodes antigenicas
ocorrendc nas formas sanguicolas dos tripanosomas afri-
canos (Brown & Williamson, 1964; Lanham & Taylor, 1972;
Williamson § Brown, 1964). Esta variacgao se deve a anti-
genos de natureza glicoproteica (Allsopp et al., 1971
Allsopp & Njogu, 1974; Njogu & Humphryes, 1972}, locali~-
zados na superficie dos parasitoé (Allsopp et al., 1971;
Vickerman, 1969, Vickerman § Luckins, 1969) formando uma
espécie de envoltdrio protetor. Vickerman (1969), des -
creveu detalhadamente o envoltorio que reveste as formas
sanguicolas desses tripanosomas, como sendo constituido
por uma camada de material eletron-denso, que se projeta
12-15 nm da membrana plasmatica. Esta camada glicoprotef
ca € antigénica e estimula fesposta imune protetora (Her
bert § Lumsden, 1968; Herbert & Inglis, 1973; Lanham §
Taylor, 1972}.

No entanto, os tripanosomas podem eliminar es-




te envoltorio, detectavel no plasma de animais infecta-
dos como exoantigenos, e recobrir-se de outro antigeni-
camente distinto (D'Alessandro, 1972; Desmet et al.,1970
e Wane et ai., 1971). Desta forma, os parasitos podem es
capar as defesas elaboradas pelo hospedeiro. Esses exoan
tigenos tem sido responsabilizados por algumas das le-
soes mediadas por mecanismos imunolégicﬁs, encontradas
nos individuos infectados (Tizard, 1978).

Cross (1975) descreveu a purificacao de anti-
genos de superficie homogéneos de uma série de variantes
do Trypanosoma bruced. Cada populagao antigenicamente dis
tinta, possul essencialmente um Unico tipo de glicopro-
teina de peso molecular ao redor de 65000 daltons, que
corresponde a cerca de 10% da proteina total da célula e
a 30% das proteinas soliveis. As moléculas glicoprotei~
cas contém de 7 a 17% de carbohidratos, ligados a porgao
da molécula associada com a membrana plasmatica. O nume-
ro de moleculas glicoproteicas célculado por  parasito,
perfaz um total (7 x 106) suficiente para recobrir toda
a superficie do tripaﬁosoma. O principal determinante an
tigénico dessas glicoproteinas seria o seu componente
proteico (Cross, 1577},

Em relacao ao Taypanosoma cruzdi, tem sido fre-
gllentes as recomendacgdes da OMS (1965; 1974, 1977; 1979)
no sentido de se obter informagdes sobre os constituin-
tes antigénicos do parasito, para estudos do papel biolo
gico de tais antigenos.

A maior parte dos trabalhos realizados sobre o




isolaments de constituintes do 7. ecruri, tem sido orien-
tados paru a obtengas de fragbes antigeéenicas a serem em-
pregadas na soro diagnose (Fife § Kent, 1900, Gongalves
& Yamaha, 196Y9; Muniz & Frcitas, 1944; Seneca § Peer
1966) ou em experimentos de protecao (Gonzalez Cappa et
al., 1968. Gonzalez Cappa et al., 1976; Kierszenbaum &
Budzko, 1973; Pereira et al., 1978 Segﬁra et al., 1974,
Segura et al., 1976; Segura et al., 1977. Seneca et al.,
1966 .

Us estudos imunoquimicos dos antigenos do T,
cruzd tealizados por Afchain § Capron (1969; 1971}, mos-
traram a presenga de numerosos componentes antigénicos no
extrato solidvel obtido de formas epimastigotas de culti-
vo do T. cauzd. Dentre estes componentes o chamade anti-
geno 5 se¢ caracterizava pela sua lmunogenicidade e remar
cada especificidade, quando comparado com outros tripanc
somatideos parasitos do homem (Afchain et al., 1974%. Em
trabalhos posteriores, Afchain e colaboradores {1978} i-
solaram ¢ sntigeno 5, a partir do extrato solldvel total |
por cromatografia de afinidade. O antigeno isolado for
detectado. através de reacgdes de imunofluorescéncia, na
superficie das formas epimastigotas e tripomastigotas do
parasito {¥Fruit et al.. 1978}.

tmpregando a extracao pelo fenol a 88%, Alves
& Colli (1675) isolaram uma fragdo polissacaridica das
trou capaz de inibir a aglutinacao de epimastigotas pela

Concanavalina A, previamente demonstrada pelos autores




Alves § Colli, 1974), sugerindo sua natureza de superfi-
cie. 0 principal componente da fragao, um lipopeptido fos
foglicano, foi posteriormente purificado e caracterizado
quimicamente (Lederkremer et al., 1976; Lederkremer et
al., 1977).

Utilizando-se também da extragdo pelo fenol a
88%, Gottlieb (1977) isolou uma fragio | polissacaridica
das formas epimastigotas do T. chuzd, QUe pode ser detec
tada e isolada do plasma de camundongos infectados com a
linhagem Y do parasito. As fragdes isoladas mostraram u-
ma constitui¢do quimica e antigénica idénticas e  foram
detectadas na superficie das formas epimastigotas e tri-
pomastigotas do T. cauzd, através de reacbes de imuno-
fluorescéncia e por microscopia eletronica, usando anti-
corpos marcados com ferritina (Gottlieb, 1978).

Repka {1973, 1979) verificou que os sedimentos
dos lisados de formas epimastigotas do 7. eruzdi, eram ca
pazes de absorver grande parte dés anticorpos aglutinan~
tes presentes em soros imunes anti T. cruzd. O sobrena-
dante desses lisados também possuiam tal capacidade, con
centrada principalmente nas fragdes 1 e 2 obtidas pela
gel filtracao dos lisados em Sephadex G-200. Em' traba-
lhos posteriores, foram isolados de formas epimastigotas
do T. cruzd lisadas e liofilizadas (EL), duas fracoes
distintas.

A primeira delas se constituia em um  extrato
salino de EL e foi denominada FS (Costa, 1977). Esta fra
cao contém basicamente enzimas proteoliticas, com ativi-

dade em ampla faixa de pH. A fracao FS, da maneira como




obtida, nio foi capaz de inibir as reacbes de aglutina~
gdo e imunofluorescéncia de soros anti epimastigotas(Bel
lucci, 1979). Entretanto,a primeira fracao proveniente da
gel filtracao desta fragdo em Sephadex G-200 ¢ constitui-
da basicamente por polissacarideos, foi capaz de dinibir
especificamente as reagoes de aglutinacio (Tamashiro, da
dos néo publicados). As demais fracbes obtidas pela gel
filtracao, apresentaram, em graus variados, a atividade
proteolitica previamente demonstrada. A partir da fracao
3 do Sephadex (G-200 foi isolada e caracterizada uma pro-
teinase com atividade caseinolitica em pH neutro, denomi
nada F3.2. (AraGjo, 1979; Rangel et al., 1980).

A segunda fracao isolada de EL, foi obtida pe-
lo tratamento do sedimento resultando da extracao de FS,
com NaOH 0.1 N, seguida pela sua precipitacdo a pH 4.0 e
dissolucao em tampdao alcalino pH 8.1 (Repka et al.,1980).
Esta fracdo foi denominada FA e era constituida, predomi
nantemente, por proteinas e polissacarides. Através de
reagoes de inibigfo da aglutinacdo, imunofluorescéncia e
imuperoxidase foi detectada na fracao FA, & presenga de
determinantes antigénicos da superficie, comuns as trés
formas do ciclo evolutivo do parasito. Além, disso. foi
verificado que a fracio FA também continha enzimas pro-
teoliticas, com a atividade semelhante 3 encohtrada na
fragao FS, capazes de promover a digestao dos .componen-
tes da propria fracido. |

Apoiado nessas observacbes, procuramos verifi-

car se mediante a agao dos enzimas proteoliticos presen-




tes no sedimento insoluvel, obtido dos lisados de for-
mas epimastigotas do T. cruzdi, seria possivel isolar uma
fragao que contivesse antigenos da superficie do parasi-
to.

No presente trabalho, procuramos Investigar as
condigoes de obtencdo desta fragdo antigénica e caracte-
riza-la, embora parcialmente, sob o ponto de vista de
suas propriedades fisico-quimicas, bem como analisar sua

reatividade a diferentes soros anti- T. cruzid.




IT1. MATERIAL E MLTODOS

IT.1. ANIMAILS

Camundongos Swiss com dois meses de idade e pe
sando cerca de 20g, coelhos albinos pesando cerca de 2Kg
e carneiro adulto, utilizados no trabalho, provieram do
biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia

do Instituto de Biclogia da UNICAMP.

I1.2., TRIPANOSOMA

A linhagem Y do Tadipancsoma cauzd, cedida pelo
Dr. Z. Brener da Universidade Federal de Minas Gerais, -
foi mantida em meio de LIT (Liver-Infusion-Tryptose), de
acordo com Fernandes & Castellani (1966) e em camundon-
g0s Swiss infectados, por passagem seriada a cada 7 dias,
com 1.2 x i0° parasitos sanguicolas, injetados intraperi
tonealmente,

A linhagem Colombiana do T. cruzi, cedida pelo
Dr. G. Chaia do Instituto de Pesquisas, Johnson & Johnson
Laboratorio de Doencas Endémicas, Campinas, Brasil, foi
mantida nas mesﬁas condigdes da cepa Y por passagem se-

riada em camundongos Swiss,




IT.3. OBTENCAO DAS FRACOES ANTIGENICAS DE EPIMASTIGOTAS

Epimastigotas liofilizados e delipidados (EL),
foram preparados utilizando a linhagem Y do T. cawzi co-
mo indicado por Rangel et al. (1980). Aliquotas de 200
mg de EL foram tratadas com 25 ml de uma solug¢do de NaCl
0.15 M e deixadas em banho de gelo por 15 minutos. Apds
a incubaciic, as misturas foram centrifugadas a 12100 g
por 30 minutos. Os sobrenadantes (FS) foram estocados a
- 20% C. Os sedimentos foram tratados com 10 ml de uma
solugao salina tamponada com fosfato 0.02 M, pH 7.2{PBS),
incubados a 37°C por 60 minutos e entio centrifugados a
12100 g por 30 minutos. Os sobrenadantes (FAD) foram man
tidos a - 207 C até o momento do uso ou entio liofiliza-

dos.

IT.4. DETERMINACAO DE PROTEINA E DE POLISSACARIBE
As dosagens de proteina foram feitas pelo Fo-
lin-Ciocalteau, segundo indicacdes de Lowry et al.(1951).

As determinagoes de polissacarides foram feitas pelo mé-

todo de Dubois et al. (1956).

II.5, OBTENCAOC DAS FRAQDES FA E F3.2.

A fragido FA, obtida de formas epimastigotas da
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linhagem Y do T. cruzi, foi preparada como descrito por
Repka et al. (1980).

A fragao cnzimatica F3.2. contendo a proteina-
se do T.chuzd purificada (800 U/mg de proteina), nos foi
cedida pelo Dr. P. M. F. Aralijo e obtida segundo Araijo

(1579).

I1.6. PREPARO DAS ALBUMINAS METILADAS

Albuminaé séricas, humana e de coelho, foram i
soladas pela precipitacdo com sulfato de amdnio a 75%,se
guida pela cromatografia de troca idnica em CM~ celulose
como indicado por Pinho (1977). A metilacio das albumi-

nas foi realizada segundo indicagdes de Plescia (1967).

I1.7. OBTENCAC DOS IMUNESSOROS

t1.7.1. Soros de coelho anti-EL (a-EL) e soros de
coelho anti-FA (a-FA) foram preparados como indicado por
Repka et al. (1980). Us soros de coelho anti-FS (a~FS)
nos foi cedido pelo Dr. P. M. F. Araiijo e obtido segundo

Aratjo (1979).

I1.7.2. Soros de cbeiho anti-F3.2.

Os soros anti-F3.2. (a-F3.2.) foram obtidos pela

imunizagao de coelhos com o imuneprecipitado formado a-
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pos imunoeletroforese cruzada da fragao FS precipitada
pela acetona (Aratjo, 1979) frente ao soro imune de coe-
lho anti-FsS. O imuneprecipitado era retirado, homogenei-
zado em salina e emulsionado em igual volume de Adjuvan~-
te Completo de Freund (ACF)}. Cada coelho recebeu 1 ml da
emulsao, por via intradérmica, em varios pontos do dor-
so. Apos 30 dias, foi administrada a mesma dose do anti-
geno em ACF, por via intramuscular. Os animais foram san
grados na sétima semana a partir do infcio da imunizagao

e apresentaram titulos de 1:4 a 1:8 em imunodifusio.

TT.7.3. Soros anti-FAD

Us soros anti-FAD foram obtidos pela  imunizacao
de 3 grupos de coelhos com FAD pura, FAD complexada com
albuminé humana metilada e FAD complexada com  albumina
de coelho metilada, respectivamente e pela imunizacao de
~um carneiro com a FAD pura.

Antes de receberem as doses imunizantes, foi co-
l1hido um pequeno volume de sangue de cada animal, para

ser utilizado com controle,

I1.7.3.1, Scres de coelho anti-FAD

Os soros anti-FAD foram obtidos pela imunizacao
de coelhos com 100 ug de proteina de FAD em ACF, por via
intradérmica, em varios pontos do dorso. Apés 30 dias |,
foi realizada sangria de prova e subsequente injecao de
100 ug de proteina de FAD, por via subcutanea. Este pro-
cedimento foi repetido semanalmente, até a décima sema~

na.
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I1.7.3.2. Soros de coelho anti-FAD complexada com

albumina de coelho metilada.

bEstes soros foram obtidos pela imunizacio de coe-
lhos, por via intradérmica, em varios pontos do dorso,com
75 ug de proteina de FAD ligada a albumina de coelho meti
lada (na relagdo molar de 3 : 1, respectivamente), emul-
sionadas em ACF. Ap&s 15 dias, foi realizada sangria de
prova e subscquente injecao intradérmica de 150 ug de FAD
pura. Este tltimo procedimento foi repetido, semanalmente,

até a décima semana.

I1.7.5.3. Soros de coelho anti~FAD complexada com

a albumina humana metilada.

Estes sdros foram obtidos pela imunizagdo de coe-
lhos conforme o seguinte esquema: inicialmente os animais
receberam uma dose intradérmica de 75 pg de proteina de
FAD puro, emulsionado em ACF. Apds 30 dias foi realizada
sangria de prova e os animais foram separados em tres sub

grupos. Us animais de cada subgrupo receberanm, respectiva
mente, uma injecao intradérmica de 100, 10 e 1 ,g de FAD
complexada com a albumina humana metilada (na relacao mo-
lar de 3 : 1, respectivamente). Apos 21 dias foi realiza-
da sangria de prova e os animais receberan subsequentemen
te, doses do antigeno correspondentes a da segunda inje-

gao por via intramuscular. Este dltimo procedimento foi

repetido semanalmente, até a décima semana.
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1I.7.3.4. Soros de carneiro anti-FAD.

Lstes soros foram obtidos pela imunizagao de um
carneiro com 100 ug de proteina de FAD emulsionada em
ACF, por via intradérmica em varios pontos do dorso. De-
corridos 30 dias, foi realizada sangria de prova e sub-
sequente injecgao da mesma dose do antigeno, também por
via intradérmica. Trinta dias apés a segunda dose imuni-

zante o animal foi sangrado.

II.7.4. Anticorpos anti-IgG de coelho marcados

com fluoresceina (F.a - cigQ).

A fracao IgF de um soro de carneiro anti-IgG de
coelho obtida por cromatografia de troca idnica {Esteves
et al., 1974}, foi marcada com fluoresceina, segundo des

crito em Repka et al. (1980).

11.7.5. Anticorpos anti-IgG de coelho marcados

com peroxidase (P.a - clgG).

A fragao IgF do soro de carneiro anti~-IgG de coe-
l1ho foi murcada com peroxidase, segundo descrito em Repka

et al. (1980).

I1.8. REACOES DE AGLUTINAGAO E INIBICAO
DA AGLUTINACAO

As reagoes de aglutinacio e inibicdo da agluti
G g ; ¢ g :

nagao foram realizadas de acordo com indicacoes de Repka
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et al. (1970). Uma solugio de tampdo Tris {Tris 0.05 M,
pil 7.2) contendo Na €L 0.1 M e 0.5% de glicose foi utili
zada como diluente nestas reagoes. Suspensodes de epimas -
tigotas, filtradas em algodao, foram diluidas para con-
ter 3 x 10° parasitos/ml. As reagoes de aglutinacio fo-
ram realizadas com um volume total de 60 ul, pela mistu-
ra, em placas de piastico escavada, de igual volume dos
imune soros diluidos, tampio diluente e suspensao de pa-
rasitos. As misturas foram incubadas 3 temperatura am-
biente em camara Umida por 1 hora e examinadas com um mi
€roscopio binocular da Zeiss com aumentos de 100 e 400x.

As reagoes de inibiglo da aglutinacio foram rea
lizadas como indicado acima, precedidas apenas pela incu
bagao dos imunessoros {em diluigoes seriadas) com concen
tragoes variadas do antigeno, durante 60 minutos & tempe
ratura ambiente. 0 titulo aglutinante dos soros imunes
foi determinado como sendo o inverso da maior diluicaodo
50T0 que anresentava ainda reagﬁd positiva. A dose inibi
toria efetiva do antigeno foi determinada como sendo &
menor quantidade do antigeno capaz de reduzir 8§ vezes o

titulo aglutinante do soro imune.

1{.9. REACDES DE IMUNOFLUORESCENCIA E DE

INIBICAO DA IMUNOFLUORESCENCIA

As reagCes de imunofluorescéncia usando epimas
tigotas de cultura ou tripomastigotas sanguicolas Como

antigenos, foram realizadas segundo indicacgbes de Camary
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go (1966). As reac¢les de imunofluorescéncia utilizando a
mastigotas, presentes em cortes de coracdo de camundon-
gos infectados com o T. cruzi como antigeno foram reali-
zadas de acordo com Repka et al. (1980). Coracao de ca~
mundongos normais e infectados foram colocados em CApsu-
las de papel de aluminio e imediatamente estocados em ni
trogenio 1iquido. Os Srgios congelados foram cortados, a
- 20°C, utilizando-se un "Cryo-Cut American 6ptica1 Co.
Microtome', em secches seriadas de 6 um de espessura ,
que foram coletadas em laminas de microscopio e fixadas
durante 5 segundos‘em acetona gelada. As secgoes fixadas
foram lavadas em PBS, cobertas com os imunessoros anti
FAD, anti~-FA ou anti EL diluidos, e incubadas a 379C por
30 minutos em camara Gmida. Apds Z lavagens (5 minutos
cada} com PBS por pH 7.2, as seccoes foram cobertas c¢om
F.a - ¢cIgG (dil 1:80) e incﬁbada a temperatura ambiente,
durante 30 minutos. As seccles foram entio lavadas 2 ve-
zes com PBS, montadas em 10% de glicerina em PBS e exami
nadas sobre luz visivel ou ultravioleta em um microscd-
pio binocular Zeiss, equipado com camera fotografica. A-
pos fotografar as reagoes de imunofluorescéncia de uma
secgao de tecido, em uma dada coordenada espacial, as la
minas eram removidas, coradas pelo Giemsa e recolocadas
na mesma posicao sobre o microscdpio e fotografada sobre
luz visivel.

As reagOes de inibiclo da imunofluorescéncia |
foram realizadas segundo as indicacdes acima precedidas

apenas pela incubacao dos soros com diferentes concentra
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¢oes de IAD, durante 60 minutos & temperatura ambiente.

P1.10. REAGCOES DE IMUNOPEROXIDASE

As reacoes de imunoperoxidase usando epimasti-
gotas, tripomastigotas e amastigotas presentes em cortes
de coracao de camundongos infectados com o T. cauzi, fo-
ram realizadas como indicado por Repka et al, (1980). Os
parasitos foram preparados como descrito para imunofluo-

rescencia.

i1.11. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

As fragoes extraidas dos sedimentos dos lisa-
dos das formas epimastigotas do T. cnruzd, foram submeti-
das a eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%, con-~
tendo 1% de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), de acordo
com indicacoes de Fairbanks (1975).

Para a analise eletroforética, cada amostra de
extrato, previamente liofilizada, fol ressuspensa em pe-
queno volume de agua destilada e dialisada contra PBS pH
7.2, durante 18 horas. A seguir foram realizadas dosa-
gens de proteina e polissacaride de cada extrato ¢ suas
concentracoes ajustadas para 5 mg de polissacaride / ml.
Cada amostra fol analisada em duplicata, na auséncia de
Ditiotreitol (DTT), tendo sido aplicados 100 pug de cada

amostra por gel. Uma das duplicatas foi revelada para po
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lissacaride, pela reacio de PAS e a outra para proteina,

usando o Coomassie blue.

11.12. CARACTERIZACAO PRELIMINAR
DA FRACAO FAD

Diferentes amostras do extrato obtido pela in-
cubacao do sedimento de BL, a 379C durante 60  minutos
{fragoes FAD), foram reunidas em "pool' apds dosagem de
proteina ¢ polissaciride e determinadas algumas de suas
propriedades fisico-quimicas, através de diversos proce-

dimentos, a saber:
a) Agao da temperatura e da Ultrafiltracdo.

Amostras de 1 ml dé fragao FAD, contendo 1 mg
de proteina/ml, foram incubadas a 569 Cpor l, 2 e 24 hg
ras e a 100Y C por 30 minutos. A fracio FAD foi ainda
submetida 20 congelamento e descongelamento sucessivos e
a liofilizacdo.

Aliquotas de PAD, contendo 1.5 mg de proteina/
ml, foram submetidas a dizlise contra PBS pid 7.2, en mem
branas comuns e & ultrafiltracio, em membrana de Diaflo

PM 10.

b) Agdo da Concanavalina A (Con A) e de solugbes Acidas

sobre a solubilidade da FAD.

Amostras de 1 ml da fracg@o FAD, contendo 1 mg
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de proteina/ml, foram misturadas a concentracbes crescen
tes de Con A pela adigao de volumes seriados (10, 20, 30,
erevse. 500 ul) de uma solugio contendo 1 mg/ml de Con A.
As misturas ¢ os controles (FAD pura e a Con A), tiveram
0s seus volumes ajustados para 2 ml e a seguir foram in-
cubados a 37°C durante 60 minutos. Os precipitados forma
dos, foram separados por centrifugaczo a 3020 g por L5
minutos e a seguir foram realizadas dosagens de proteina
e de polissacaride dos precipitados e dos sobrenadantes.

Porgoes de 1 ml de FAD, contendo 1 mg de pro-
teina/ml, foranm misturadas a volumes crescentes de uma
solugao de HCI1 0.1 N, de tal maneira a se estabelecer um
gradiente de pH variando de 7 a 2. O volume final das
misturas ¢ do controle (FAD puro), foi ajustado para 2
ml. Os precipitados formados por esse tratamento, foram
separados por centrifugacao a 12100 g por 30 minutos e
ressuspensos em volumes de 2 ml de PBS pH 7.2. Tanto o
precipitado como ¢ sobrenadante foram neutralizados com
uma solugac de NaOH 0.1 N e dosados quanto ao teor de

proteina e de polissaciaride.

c) Tratamento com solugbes de albuminas metiladas

Aliquotas de 0.1 ml até 0.5 ml de FAD, conten-
do 1.5 mg de proteina/ml foram misturadas & porgdoes  de
0.1 ml de uma soiugﬁo de albumina metilada (humana ou de
coelho), contendo 7.0 mg de proteina/ml, tendo-se estabe
lecido uma velagao molar albumina: FAD de 1:3 & 1:15

respectivamente. O volume final das misturas foi ajusta-
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do para 1.0 ml conm solucao salina 0.15 M e a seguir elas
foram deixuadas & temperatura ambiente por 30 minutos,ten
do sido observada a presencga ou nao de precipitado, for-
mado apos essec perfodé.

O produto de cada um desses tratamentos acima
descritos, ap0s dosagens de proteina e de polissacaride,
foi testado pela reacfo de inibicio da aglutinacao  en-
tre soro imune de coelho anti-EL ¢ as formas epimastigo-

tas de cultura do T. enuzi.

fi.13.  IMUNODIFUSAO

A fracao FAD foi submetida 2 imunodifusio em
gel de agarose, frente a diferentes imunessoros, seguindo

as recomendagoes descritas por Ouchterlony (1967).

il.14. ELETROFORESE B IMUNOELETROFORESEH

DA FRACAO FAD

a) Eletroforese em gel deo agarose.

Volumes de 5 ul da fracao FAD (20 mg de protei
na/ml) e de soro humano normai, foram submetidos 3 ele-
troforese em gel de agarose a 1% em tampao barbital-pli-
cina/Tris (pll 8.6, forca idnica 0.02 u), com o gel na es
pessura de 0.15 cm.

A andlise eletroforética foi realizada, apli-
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P B
¢ i

cando-se¢ uma difcrenca de potencial de 6 Volts/cm duran-

s

te 1 hora. Apds a eletroforese, a lamina foi revelada ne

lo Coomassic blue a 1% om dcido acético-etanol.

b} Imunceciciroforese cruzada.

Sopresenga de componentes enzimaticos na  fra-
cao FAD foi investigada através de uma variante da téc-
nica de imwncelezvoforese cruzada ("Tandem-crossed Lmmu
noelectroproresis’) segundo Krgll (1973).

A0S procedimentos imunoceletroforéticos foram en
pregados 10 ul de FAD (2.5 mg de proteina/ml) e de F3.2.
(0.0 mg de proteina/al) e¢ soro de coelho anti F3.72. i
dilulcao de 1:20 em agarose a 1% em tampdo barbital-gli-
cina/Tris (pH 8.6, forga idnica 0.02 u).

eletroforetica fol realizada em pri

ima diferenga de potencial de 10 Volts/
m, dursnte 45 minutos. Ne segunda dimensio foi aplicada
uma difercnca de potencial de 1 Volt/cm, durante 15 ho-
ras. ApGs @ e¢letroforese a lamina foi lavada enm solucao
salina 0.15 M, durante 74 horas e fotografada, para obh-

servagac cas linha

£

de precipitacdo formadas.

detecgao da atividade enzimitica da FAD, a-
pos a imunocletroforese cruzada foi realizada segunde in
dicagdo de driel (16607, utilizando-se caseina a 2% como
substrato, Jdiluida enm tampﬁd tosfato 0.05 M pli 7.2, con

tendo 15 md de Z~Mevrcaptoetanol e 5 mM de EDTA.
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ITi. RESULTADOS

LiIvi. OBTENGAC DA FRACAO ANTIGENICA FAD

Com o objetivo de determinar as condigdes Gti-
mas para a obtengao de FAD, aliquotas de 200 mg de EL fo
ram inicialmente Incubadas com solugaoc de NaCl 0.15 M, a
0°C por 15 ninutos e & seguir, centrifugadas a 12100 g
por 50 miputos, a fim de se extrair a fracdo solGvel(FS)
rica em enzimas proteoliiticas.

s sedimentos obtidos foram tratados, separada

¢

mente, comt 10 mi de PBS 0.002 M, pH 7.2 e incubados 4

'S,

U°C e a 37¢0, por pericdos de tempo variados (15, 30, 60
¢ 120 minutos), na presenca ou auséncia de efetores enzi-~
maticos (5 wM de Zcido iodoacético e 20 mM de 2-Mercap-
toetanol). Us sobrenadantes obtidos apas centrifugacao a

12100 g por 30 minutes, foram analisados quanto ag seu

contetdo de mroteina e polissacaride. 0s resultados en-

]
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[
[
£
.
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ress0s nas tiguras 1 e 2.
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FIGURA 1 - Infiuéncia da temperatura ¢ de efetores enzi-
maticos na extragido de proteina dos sedimentos  obtidos
dos lisacos das formas epimastigotas do T. cruzd.

As extragoes foram realizadas a 0°C e a 37°9C,
na presenca ou auséncia de 5 mM de acido iodoacétrico

(IAc} ou de 20 mM de Z-Mercaptoetanol (2-Me).
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FIGURA 2 - taliucncia do temperaiura ¢ de eletores onzi-
MAticos sobre a extracio de polissacirides dos  sedimes-
tos obtidos dos lisados das fTormas epimastigotas do T.
chuzi,

As extracbes foram realizadas a 09C e a 3790,

ha presengu ou ausencia de 5 nM de dcido iodoacético

{(IAc) ou de 20 mM de Z-Mercaptoetanol (2-Me).
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como pode ser visto na fitura 1, a quantidade

e

de protelsn presente nas fracgdes foi dependente da tempe
ratura empreygada para a extragao, tendo sido maior a
379C do que a 09C. Pode-se verificar ainda que foi depen
dente tamboém da presenca dos efetores enzimiticos, tendo
sido signiiicativamente mais alta na presencga de 2-Me e
mais baixa na presencga de IAc.

Com relagao a extragdo de polissacarides (figu
ra 2), foi observada também uma nitida influéncia da tem
peratura, tonco sido malor a 37°C do que a 0°C. Na pre-
senga de wcido iodoacético, a quantidade de polissacdri-

des extraida a 37°C, também foi menor do que na auséncia

desse efetor. Entretanto, nao houve diferenca significa-

tiva na quantidade de polissacdarides presente nas fra-

¢oes obticas a 379C, na presenca ou na auséncia de Z-Mer

captoetanocl.

I1.2,  ELUTROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

4s fracoes obtidas pela extracgio a 0°C ou @
379C na presenga de acido iodoacético, mostraram basica-
mente o mesmo padrac eletroforético em gel de poliacrila
mida. Na figura 3A estd representada a andlise eletrofo-
rética da {ragdo obuida pela extragio a 09C por 1 hora.
Dois grupos de componentes PAS positivos foram detecta-

dos nessa fragao. Um deles nio penetrava na matriz do

gel, o qu¢ indica a presenga de componentes de alto peso
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molecular. O scgundo grupo € constituido por 3 componen -
tes que apresentaram Rm de 0.5, 0.6 ¢ 0.9 rvespectivamen-
te.

As fracoes obtidas por extragﬁﬂ'a 37%C, na pre
senga ou na ausencia de 2-Me, mostrarsm padrles eletrofo
réticos semelhantes entre si. A figura 30 representa a a
nalise cletroforética da fracio obtida por extragao a
37¢C por 1 hora. Neste caso, nao fol detectado o compo-
neite de a.to peso molecular e a quantidade relativa dos
componentes  de Rm 0.5, 0.0 ¢ 0.9 foi significativamente
maior do ¢ue nos extratos obtidos a 0°C e a 379C na pre-~
senca de I[Ac.

As duplicatas dessas andlises eletroforéticas,
quando reveladas para proteina pelo Coomassie blue, mos-
travam os wesmos componentes revelados pelo PAS, porém,

muito fracamente corades {(nao mostrado).
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FIGURA 3 - Andlise eletroforética das
Tragoes obtidas a 0°C (A) e a 379C
(B) em gel de poliacrilamida a i5% con

tendo 1% de SDS. Os geis foram revela

dos pelo PAS.

Us oxtratos obtidos dos sedimentos dos lisados
das formas epimastigotas do T. cruzi em condicoes que fa
voreciam ou ndoe a acio da proteinase, foram testados nas

reagCes de inibicio da aglutinacao entre Soros imunes an

ot

i-EL e as formas epimastigotas de cultura do parasito .
Quando esscs extratos foram padronizados em termos de con
centracac proteica, verificou-se grande variacao entre
eles na dose inibitdria efetiva. Ao contrario, quando o
ram padronizados em termos de concentracaoc polissa&arfdi
Ca, todos os extratos exibiram uma déﬁe inibitoria efeti

va de 32 ug de polissacaride.
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L.3. PROPRIEDADES GERAIS DA FRACAC FAD

A partir dos resultados acima apresentados, di
ferentes pavtidas da frag@o antigénica, qﬁe denominamos
FAD, foram preparadas por autodigestdo dos sedimentos
dos lisados de epimastigotas do T. cauzi, a 37°C por 60

minutos.

73

\s fragoes dosaram em média 1.366 (= 0.1375mg/

A
Eas
2

7

mi de proteina e 0.327 (¢ 0.029) mg/ml de polissaciride
portanto, numa relacao proteina/polissaciaride de 4:1. A
dose inibitoria efetiva dessas fragbes nas reacdes de i-
nibigao da aglutinacZo, entre diferentes soros imunes an
ti-EL e as formas epimastigotas de cultiveo, foi sempre
de 3Z ug de polissacaride,

A amostra constituida pelo "pool" dessas parti
das de FAD, fol empregada na-imunizagﬁo de coelhos e car
neiro, assim como nos experimentos relativos ao estudo
de suas propriedades gerais.

it.3.10 Agao da temperatura ¢ da filtracao, so
bre a capacidade inibitdria da fracho

FAD.

Us determinantes antigenicos contidos na fracao
FAD, responsavels pela inibicio da aglutinacao, no siste

ma ja descrito, se mostraram resistentes ao agquecimento

a 56%C, por perfodos de até 24 horas de incubacio e &
fervura por 30 minutos. Da mesma forma, permaneceram i-

nalterados pelo congelamento e descongelamento sucessi-
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vos, assim como pela liofilizacio. Bles nfio se mostraram
dialisdvels cm membranas comuns e em membrana de Diaflo

PM 10, nto foram detectados no ultrafiltrado.

IT1.3.2. Acio da Concanavalina A {Con A) e de
solugoes acidas sobre a  solubilidade

da fracao FAD.

A fragao FAD fol precipitada pela Con A. A preci
pitacio foi maxima, isto €, mais de 90% da proteina ¢ po
lissacaride contidés na fragdo foram precipitados quando,
FAD e Con A foram misturados na proporcio de 200 ug  de
polissacidride de FAD para 100 ug da lectina.

fragao PAD fol também precipitada por solucio
de HC1 0.1 N e pelas albuminas metiladas. A maior quanti
dade de prétcina e de poligsécﬁride fol encontrada no
precipitado formado a pH 4.0. Contudo, a dose inibitdria

efetiva nas reacoes de aglutinacao, tanto do sebrenadan-
C g &

te como do preciplrado, obtidos a csse pH, foram seme -
ihantes a Jo controle {32 ug de polissacidride).Os resul-

tados encontrados na precipitacio com as albuminas meti-

ladas indicoram que a FAD possui radicais G007 iivres e

13

&, portanto, bastante acida.

S
4

113.3.3. Eletroforese da fragio FAD

A fragao FAD foi submetida i eletroforese em gel

de agarose & 1% em tampio barbital~-glicina/Tris (pH 8.6,




.29,

LIFSE RO W

-_ e 3 B 1. iy
EA T LN . PenddG GOt Lo
B ST Toura 35,

O
kL
o _ N S - g %
L i d 4 Al d dac Gode G
- P I R e
. bk ik A ot ;}d £ Ch
3 e -
I i
b e = T om S L WL

SRS e

ot
e




IO

sados das do T, cruzd, em condicoes

que favoroviam a atividade da proteinase {PBRS, pll 7.2
37°C por 60 uinutos) presente nesses lisados. Com o obje
tivo de verilicar se a fracho PFAD continha tal proteina-

$e ativa, amdas, a fracao FAD e a proteinase (F3.2.3 iso

lada a partir da fragio FS, foram submetidas simultanea-

mente a i Lorese cruzada em gel de agarose, con
tendo imunessoro especifico anti~F3.2,, pela técnica de
"Tandem-crossed inmunceletrophoresis™. A seguir, a ativi

dade enzi

ica dos dmuncprecipitades formades foi veri-

&3
o
e

ficada pels incu agao com caseina a

gsterior coloracas nelo Coomassie blue.
w Az

Os resultados mostraram que a fracio FAD contdm

FAD e a pvuteinase F3.72. Além disso, podemos veriiicar

FAD possul atividade

caseinolit.ca semelhante & da F3.2. (figura 6).




FIGURA 5 - “Tandem - crossed inmunoelectrophoresis”  das

oy

fragoes FAL (2.5 mg de proteina/mi) e F3.2. (0.0 mg de

proteina/x frente a soro imune de coelho anti-F3.2, (41

luido a 1:20).

FIGURA 6 - feteccdo da atividade caseinolitica das  fra-

coes FAD e B3.2. apds "Tandem-crossed immunoelectropho-

resig’,
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PMUNOGENICIDADE B ANTICGENICIDADE DA FRACAO FAD

Lrupos de coelhos foram imunizados com a  fra-

xads

o
4]

¢ao FAD, compl ou nao com albuminas metiladas (huna

bt
O

na ouw de coelh

J, emulsiocnada com Adjuvante Completo de
freund. A produgdo de anticorpos durante a imunizacio foi
pesquisaca pelas reagoes de precipitagdo em gel, agluti-
nacao imunofluorescéncia ¢ lmunoperoxidase.

No o decorrer das imunizacdes nio foram detecta-
dos nesses soros. presenga de anticorpos precipitantes
para a FAD nem para as albuminas, como verificado pela
técnica de imunodifusio em gel de agarose.

A presengs de antlicorpos aglutinantes para as

formas epimastigotas de cultura foi, no entanto, detecta

da em Todos os soros de coeiho e de carneiro imunizados

ety

tiladas. A evolucio dos titulos aglutinantes dos S0Y0S
imunes de coelho, seguiu o @ﬁd?&@ apresentado na f{igura
7.

Nenonuma diferenca apreciavel foi enconirada

nos titulos aglutinantes dos soros dos animais que rece-

beram a FAD

pura ou complexada com as albuminas metila-

¢as tambeém nfio foram encontradas em fungao

W

das. Difcrer

da dose do antigeno empregada na imonizacao desses  coe-

lhos. 0s tltulos midximos de agluvinacio (120 - 480) fo-

Tam encontrados ac redor da oitava semana de Imunizacdo.

-
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FiGURA 7 -

aglutinantes dos SUTOS

ao FAD pura ou complexa-
da com aipumina humana metilada (Met-SAH) ou com albumi-

ne de coeliho metilada (Met-SACY. As setas indicam a ocu-

-

siao em que 0s animais receberam as doses imunizantes o

Vs osovos obtidos em carnelre, pela  imunizacho

o~

com a frac

g

so FAL, tan

whem foram capazes de aglutinar as

formas epimastigotas do 7. ecauzd. Os titulos aglutinan-
tes dos sovos imunes variaram de 300 - 600.
0]

U5 s0r10s imunes de coelho anti-BEL e anti-FA

também agiutinam fortemente as formas epimastigotas 0o




parasito. A dincubacio prévia dosses 50T0s, bem como  dos
S0T0s5 anlti-vAl, con concentracoees crescentes da fracao
YAD, resulicu en acentuada redugac de seus titulos agiu-
tinantes. Os resultados obtidos nas yeag@és de  Inibicdo

da aglutinacido, pela fracho FAD, estio esquenatizados na

tabela 1.

TABELA 1 - Inibigdo da reacio de aglutinacido entre os so
ros imunes de coelho e as formas epimastigotas do T. cau

z4 pelia 1

Titulo aglutinante dos IMUNessoTos
apds incubagfo com a fracao  FAD
Soros
(ug de polissacaride)

i

o

0 16 32 64 128 Z:

a-oL H 600 75 37.5  <37.5 - -

B2
‘

L
o
<3
Jnd
LA
S

75 37.5 <37.5 -

o
i
-
]
Lo
~3
®
i
~
il
-
B
e
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i
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a-IA

™3 ord
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<> <o

fot

(9] ~3
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L&t ~3
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il it

~3 ~3

- =

[ y] L

AN
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~3

=

L1

3
£

L
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L
~3
.
3
A
[
~3
L5

i

H

& 300 75 37.5  <37.5% - -

a-pfAD 1 120 15 <15 - - -
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As reacoes de imunofluorescéncia foram veali-
zadas entre o5 soros de coelhos imunizados com FAD pura
ou compliexada com as albuminas metiladas e as formas epi
mastigotas de cultura, tripomastigotas saﬁgufcolas e CoT
tes de coragao de camundongos infectados com a cepa Y do
T. cruzi. Foram utilizados também nessas reacdes, cortes
de coragdo de camundongos infectados com a cepa Colombia
na do parasito.

fstes soros apresentaram titulos de fluorescen
cia, variando de 10 a 80 nas reagdes realizadas com as
formas epimastigotas do parasito. Reacgoes de fluorescen-
cia positivas entre o0$ s0v0$ normais dos respectivos coe
lhos ¢ as formas epimastigotas do T. cruzd sG foram en-
contradas guando se empregow oS $o0ros nao diluidos ou,no

maximo, dliuldos duas vezes.

Ut

Reacoes de imunofluorescencia positivas também
foram obtidas entre os soros de coelho anti-EL e anti-FA
e as formas epimastigotas do 7. ciauzd. Quando estes so-
TOS, bem Como 0S sovos anti-PAD, foram previamente incu-
bados com concentracgdes crescentes da fracio FAD,os seus
titulos de fluorescéncia foram linearmente reduzidos. Is

tes resultados estao resumidos na tabela 2.
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FIGURA 95 = Secgao de coracgao de camundongo infectado

nelo Giemsa.

com a do 7. chuzd corada

Aumento do 960 vezes. As flechas indicam os ninhos de g

LeS it

mastigotan, pondem as areas fluorescen

figura 9A.
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Us resultados encontrados nas reacoes de imuno
fluorescevcia e aglutinacio foram confirmados pelas  rea
coes de imunoperoxidase realizadas com 05 SOros anti-pFAD
¢ as fovmas epimastigotas de cultura (figura 10), tripo-
mastigotas sanguicolas e amastigotas presentes en cortes
de coragao de camundongos infectados com o T. cauzd ({i-

gura 11j. Lstas reagOes tambeém puderam ser inibidas pela

fracao FAD,

FIGURA 10 - Reac¢zo de lmunoperoxidase entre epimastigo-
tas do T. cauzd e soro de coelho imunizado com FAD(dil.

11405, Aumento de 3.000 vezes,
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FIGURA 11 -~ : -0e

(dii. 1:40) e ninhos de amastigotas presen

v -

lho anti-5AD

a a

tes em cortes de coragac de camundongo infectado com

T Aumento de 566 vezes.

cepa Colombiana do T. cauzd.
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V. DISCUSSAQ

A presenga de enzimas proteoliticas do pré-
prio parasito atuando sobre componentes antigénicos da
superficic do T.oauzd €pi detectada, inicialmente, na
fracao FA isolada dos sedimentos dos lisados das formas
epimastigotas do parasito (Santana, 1977 Repka et al.,
1980).

rstes resultados sugeriam a possibilidade de

se exirair do sedimento dos Iisados das formas epimast:

gotas do 7. eciuzd, constituintes antigénicos da superfi
cie do parasito, através da agdo da proteinase enddgena,
dispensando portanto, o uso de tratamento dridsticos co-

mo solu¢oes acidas, alcalinas ou detergentes.

foeod

Vs resultados encontrados na extracgio das fra
¢oes dos sedimentos de HL, confirmam esses achados ini-
ciais. As iragoes obtidas pela incubacio dos sedimentos
de BEL a 379C, apresentaram um teor de proteina e de po-
lissacaride bem mais elevado do que as obtidas a 0°C. A
lém disso, as extraches realizadas na presenca de 2-Me,
um ativador da proteinase presente nos lisados das for-
mas epimastigotas do T. cauzd (Araidio, 1979) rvesultaram
na obtenc¢ao de fragdes cujo teor de proteina foi hem
mais elevawo do que nas fracdes obtidas na sua auséncia.
Contrariamente, utilizando-se o acido iodoacético, ini-
bidor da referida proteinase, verificou-se acentuada re

dugdao na quantidade de proteina e de polissacaride ex-




traidos a 37°C.

sstes yesultados sugeren que a proteinasc (o
parasito deve aglr sobre a estrutura complexa que Consti
tue o scoomento desses lisados, fragmentando-o em noE-
Goes menores, facilitando assim a dissolucio da fracgio
antigeéenica.

s resultados obtidos pela analise eletroforé-
tica dos Jditerentes extratos, em gel de poliacrilamida
contendo 508 e na auséncia de DTT, confirmam estas obser
vagoes. { nudric eletroforético apresentado pelo extrato
obtido a U¥0, revela a vresenca de um componente comple-
X0, de noitoreza glicoproteica e de alto peso molecular |
visto que este componente nao {oi capaz de penetrar na
matriz do gei. Este componente nao pode ser observado |
quando se¢ analisou o extrato obtido a 379C. Além disso,
0s padroes cletroforéticos das fracdes obtidas a 379C na
presenga o acido lodoacCiico ou de 2-Me foram semeihan-
tes aos aooontracos ne analise dos extratos obtidos a
e

a 37V, respectivamente. Hstes resultados sugeren

Y
G

e

=

catura e 37O, ¢ complexo de alto peso mole-

que
cular deve sofrer & agao da proteinase do parasito dando
origem acs tres componentes de peso molecular mais baixo.
observados.

s

as fracoes obtidas a 0°C e a 37°C pos~

\ Pt N - e T A e g e e e e e
Stiam &igt%al’;;a Bocaracteristicas eletroforeticas distintas en

tre si, o5 rvesultados obtidos nas reacoes de aglutinagao
sugerem que elas possuem a maioria dos determinantes an-

tigeénicos e¢m comum, visto que todos eles apresentaram u-
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ma dose inibitdria cfetiva de 32 ng da polissacaride.

Uma vez que as [{ragoces obtidas eram antigenica
mente sewelhnantes ¢ a 37°C se extrala uma maior quantida
de de material de baixo peso molecular dos sedimentos, {o
ram escoihidos essa temperatura € o periodo de 1 hora de
incubagac como condicdes Gtimas para a obtengao da fra-
cao antiptnica (FAD), com a finalidade de serenm estuda~
das as suas propriedades fisico-quimicas, além de  suas
caracteristicas imunogenicas e antigénicas.

A andlise eletrofordtica da fracfo FAD revelou
0s tres componentes ja mencionados, cordvels simultanca-
mente peio PAS € pelo Coomassie blue. Entretanto, eles
se apresencaram como bandas fracamente coradas pelo Coo-
massie blue, ¢ que sugere gue esses componentes sejam de
natureza gilicopeptidica. Bsta hipdtese foi reforcada por
mais duas cbservacoes experimentais. Primeiro, a fracao
CFAD foi precipitads pela Con A, uma lectina que se combi
na especiticamente com polissacarideos que contenhanm re-
siduos de -D-glicopirancsil, ~d-manopiranesil, -D-fruto-
furanosil oo -D-arabinofuranosil ocupando posigoes termi
nais nao reduzidas {(Sharon & Lis, 1972}. Segundo, a fra-
gao FAD foi precipiteda peio HOL 0.1 N e no precipitado
foram encontrados tanto componentes proteicos como polis
sacaridicos. Esse Ultimo resultado sugere, que a ligacao
entre estes dols tipos moleculares & de natureza Cova-
lente.

Observou-se ainda na FAD, uma forte tendéncia

a agregagao em solugdes aquosas, o que indicava a presen
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¢a de componentes hidrofobicos, provavelmente lipides,
(Tamashiro, dados nio publicados). Foi verificado taimn-
bém que o {racio & fortemente dcida,uma ver que se mostrou
carregada negativamente, em experimentos de eletrofore~
e om gei de agarose e foi Capaz de reagir com as albu-
minas metiladas, formando um complexo insoltvel.

O conjunto desses resultados sugere que a fra
¢ac FAD € muito semelhante ac lipopeptidofosfoglican i-
solado por Alves § Colli (1975), i partir das formas e-
pimastigotas do T. cauzi e Caracterizado por Lederkremer
et al. (1976: 1977). Este composto que contém aglcares
neutros (galactose ¢ manose) e glucosaminas além de 13-
pides, peptideos ¢ fésforo foi Capaz de inibir a agluti
nagao de formas epimastigotas do parasito pela Con A o
que indicava a sua natureza de superficie.

Gottlieb (1977}, isolou e caracterizou par-
cialmente uma fracio obtida de formas epimastigotas do
T. enruzd, peio tratamento com fenol a 88%. Ista fracho
¢ mostrou muito semelhante 3 isolada por Alves § Colli
(19753, no que diz respeito a suas caracteristicas ele-
troforéticas, composicio molecular e propriedade fisico
~gquimicas (Gottlieb, 1978}, No referido trabalho, o au~
tor verificou também que ela inibia a aglutinacao de
formas epimastigotas pela Con A e que, cfetivamente ,ela
¢ uma fragéo antigénica da superficie do parasito como
demonstrado através de Teagoes de imumofluorescéncia e
POT microscopia eletrdnica, utilizando anticorpos marca

dos com ferritina.
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Além dos componentes glicopeptidicos, foi de-
monstrado na fracace PAD um componente apresentando rea-
¢ao de identidade com a proteinase isolada da fracao F5
(AraGjo, 1979). A proteinase encontrada na fracac FAD,
apesar de bastante ativa, deve estar presente em concen-
tracao relstivamente baixa, uma vez que unido foi possivel
detecta-la como ume banda proteica definida na  andlisc
eletroforética da fragio em gel de poliacrilamida.

desta forma, a veatividade da fragao FAD com os
diferentes soros testados pode ser atribuida basicamente
aos componentes glicopeptidicos pela sua rTesisténcia ao
calor, ao tratamento com HCLl e pela precipitacao com a
Con A. Alcwm dissc, as tentativas de padronizacio de uma
dose inibitdria do antigeno baseada no teor de proteina,
mostrou & existencia de ampla variac3o ao passo que, com
a padronizagac em termos de concentragao polissacaridica,
a dose inibitoria efetiva fol constante,

A imunizacdo de coelhos e carneiro com a fra-
cao FAD, rvesultou na obtencio de soros cujos titulos de
antlcorpos aglutinantes nao ultrapassaram mais de guatro
vezes os Titulos de antlcorpos naturals encontrados nos
50108 normass destes coelhos. A utilizagzo de tecnicas
indiretas como a imunofluocrescéncia e a imunoperoxidase,
que potencializem a deteccgao destes anticorpos, também
nao revelou altos titulos nos soros de coelho.

Uutros esquemas de imunizacao em coelhos foram
testados, utilizando-se a fracao FAD em diferentes doses,

complexada com as albuminas, humana ou de coelho, metila
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das. Os resultados encontrados, quanto acs titulos de a-
glutinagao, imunofluorescincia e imunoperoxidase foranm
ainda scmclhantes aos encontrados com a FAD pura.

Embora com baixos titulos, os soros produzidos
contra a fragao FAD foram capazes de revelar a sua loca-
lizagao na superficic das formas epimastigotas, tripomas
tigotas e umastigotas do T. cauzd, através de reacdes de

aglutinaczo ¢ ou imunoperoxidase e imunofluorescéncia. A
1ém disso, tais reacdes entre os soros imunes anti-El,an
ti~FA e anti-FAD puderam ser linearmente inibidas pela
FAD. A absorcac desses soros com formas epimastigotas vi
vas tambén reduziu consideravelmente os seus titulos de
imunofluorescencia e imunoperoxidase. Além da Tragdoc FAD
ter sido detectada na superficie das formas epi-, tripo-
¢ amastigotas da cepa Y do T. cruzdi, ela fol também de-
tectada, através de reagdes de imunoperoxidase e imuno~
fluorescencia, em ninhos de amastigotas da cepa Colombia
na do parvasito. Resultados semelhantes foram encontrados
para a fracao FA (Repka et al., 1980¢). Esses resultados,
associados ao fato da fracao FAD inibir as reagoes de a-
glutinacao, imunoperoxidase e imunofluorescéncia dos so-
To$ anti-~rFA, sugerem que as duas fracoes contém determi-
nantes antigénicos semelhantes.

Nos sores obtidos de coelhos imunizados com  a
FAD complexada com albumina humana metilada, foram pes-
quisadas também, & presenca de anticorpos contra a albu-

. - ey e : 5 . bl . .
mina. As quantidades desse antigeno gue foram empregadas

na primelira dose imunizante sao, via de regra, suficien-
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Les para provocar nesses animals, respostas em titulos de

:

anticorpos precipitante

Y 5, 30 dias ap6s o iniclo da imuni
zagdo. kntretanto, mesmo apds a injecho de virias doses
desse antigeno complexado & FAD, nio foram detectados an
ticorpos precipitantes para a albumina nesses soros.

ba mesma forma, nao puderam ser detectados an-

ticorpos precipitantes para a protelnase presente na fra

Gao, nos diferentes soros anti-FAD obtidos, apesar da
comprovada imuncgenicidade desta enzima (Aradjo, 1979).

[ opossivel que estes resultados tenham relacio

5

com os avandos de Corsini e colaboradores (1980). Estes

autores vewrificaram que a fracio FAD, injetada por via
endovenosa em camundongos, produzia nesses animais uma

depressac <o resvosta imune humoral rimaria ¢ secunda-
H

ria, a hemacias de carnelro. A resposta imune mediada por

by

celuias ¢ verificada pela reatividade ao DNFB, também foi

deprimida pela FAD. A diminuicio do nimero de unidades
& i
formadoras de colonia em bagos de camundongos que haviam

recebido a fragao FAD, levaram os autores a concluir gue
essa fragio, provavelmente, interfere em algum estagio da
divisdo celuiar, levando a diminuvicio da resposta.

Liinton et al. (1975} ¢ Ramos et al. {1978) ob
servaram o fan&me&o de lmunodevnressao ocorrendo en Camun
dongos infectados experimentalmente com o T. cruzd.

U fato da FAD conter alguns determinantes anti
genicos da superficie das formas tripomastigotas do T,

chuzd € aparcntemente ser semelhante ao exoantigeno de-
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tectado no sovo de camundongos infectados com este para-
sito (Gottlieb, 1977; 1978), sugere uma possivel partici
pagao de componentes da fracio FAD, no fendmeno de imuno
depressac o antigenos niao relacionados, observado na doen
ca de Chayas experimental.

S¢ por um lado sabe-se que a fracao FAD produz
imunodepressao em camundongos, por outro se desconhece
qual dos componentes € o responsavel pelo fendmeno.Hsses
resultados s0 poderdo ser mais bem esclarecidos quando

0s componentes desta fracao tiverem sido purificados e

Cos ¢ em soros we camundongos infectados experimentalmen
te com o 7. cruzd (Atta et al. dados nao publicados). No

entanto, o papel de tais anticorpos, bem como dos antige

‘nos que evocaram tal resposta no curso da infeccio, é
uma questio zinda aberta.

1

Jesta formz, os fatos ora apresentados justifi

i
0]

~

cam um estudo mais aprofundado sobre a composicido molecu
lar dos constituintes de FAD, no sentido de esclarecer o
possivel papel bioldgico dessa fracio antigénica, a exen
plo do que ocorreu com a endotoxina de Eschendchia cold

(Morrison § Ulevitch, 1978).




V.  RESUMOS E  CONCLUSDES

Yoram reallzadas experieéncias com o sentide de
verificar o possibiiidade de se extrair determinantes an
tigenicos da suverficie do Trypanocsoma cruzi, através da
agao da proteinase existente no sedimento dos lisados das
formas epimastigotas do parasito

Us resultados mostraram gue pode ser extraida

uma fracac antigenica (FAD), quando csses sedimentos sio
incubados en condigbes propicias a aciao da proteinase

(PBS, pil 7.2; 37°C por 1 hora). O teor de proteina ¢ de

da fragao antigénica era aumentado quando
se utilizave ativadores da acdo enzimdtica (379C: 2-Me)

¢ se¢ enconirava diminuido quando se utilizava inibidores

dessa {0%C; IAc), indicando que a enzima facilita a
~obtengao Jos constituintes da superficie. Através de pro
vas de inmunceletroforese cruzada, fol demonstrado gue a
enzima presente nesses sedimentos & antigenicamente 1=

dentica a anteriormente isolada por Aralijoc (1979).

A analise em gel de poliacrilamida, mostrou que

as fracoes obtidas em condicles que favoreciam a agao da

proteinase, eram constituidas por tres componentes de bai

xo PM (Rm @ 0.5, 0.6 ¢ 0.9, respectivamente), ao passo

bﬂd

que as fragoes obtidas na presenca do inibidor ou a 09C
eram constituidas principalmente por componentes de alto

PM. Lm ambos os casos, as fragdes obtidas inibiam as rea
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‘tinagao dos soros anti-epimastigotas (a-BEL),

s

[

indicande gue as diferente “culas, de alto ¢ de bai-

0

o b

8
Ui
(@

4
o
[

3
[
e
3
P
<
.
.

G
.
o
r
el
o

§ mesmos determinantes antigénicos.

em condigoes padronizadas (PRS,

pio7.2, @ 3790 por 1 ohora), continha proteinas ¢ polis-
sacarides na relacdo de 4:1 e apresentava uma dose inibi
de polissacaride, nas reacoes de
aglutinacso.

rssa fragao, que exibia uma forte tendéncia &
agregagao en solugdes aguosas, apresentou apenas um Com-
ponente, com aita wmobilidade anddica, na andlise eletro-
foretica on gel de agarcse. Quando submetida a eletrofo-
rese em gel de poliacrilemida contendo SDS, aprosentou um

componente principal com Rm de 0.9 e dois outros compo-
I I i

nentes, en menor conceniracido, com Rm de 0.5 e 0.6, res

pectivamente. Us tres componentes eram corados simultanes
mente peio PAS e pelo Coomassie blue, embora reagissen
apenas fracamente con ¢ segundo corante. Lsses resulta-
dos, associudos 4 experiencias de precipitacio pelo dci-
do cloridrice e pela Con A, indicaram gue tais componen-
tes sgo de natureza glicopeptidica.

gue também precipita na presenga

de albuminas metiladas, guando inocculada em coelhos ¢ em
carneiro, induziu z formagio de anticorpos, que s¢  moS-
travanm capezes de dar reacoes de aglutinagio com as for-

mas epimasiigotes e de imunofiuorescencia e imunoperoxi-

dase com as formas epi- , tripo- e¢ amastigotas do 7. eRU

td, mostrando gue ela contém determinantes antigénicos de




superficic <o pavasito. A fracio FAD fol tambdn capaz de
inibir completamente nio sé essas reacoes, como também
as observadas entrée 08 Soros anti-FAD, anti-EL ¢ anti-[A
¢ as formas amastigotas da cepa Colombiana do parasito,
indicandc assim que a exemplo da fracao FA, anteriormen-

te dsoladsz, a fragho FAD contém determinantes antigeni -

COS comuns o ¢ssas duas cepas do T. cauzd e provaveimen-

te as demuis cepas do parasito.

i
i

VS ImMUnessoros anti-FAD nic foram capazes de
dar reacdes deo precipitacac com gualquer dos componentes
da fracac su com as albuminas metiladas. Fntretanto, an-
ticorpos precipitanies para a fragao FAD foram detecta-
dos nos sorvos de pacientes chagisicos e em so0T0s de ca-

y - . ~ ( Y p . . - B
muncongos ionfectades com o T. chuzd, indicando aue pelo
menos alguns ¢os determinantes antigénicos contidos na

fraguo FAD, cstdo representados durante o pProcessa in-
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