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1. I‘Ddi?llf}i}ljﬂjﬁi()

O estudo da vesposta imune ao Tryp nocoma crusl
em pacientes chagisicos ou em animais inoculados experiman—
talmente, tem demonstrado consistentemente a prescnga de an-
ticorpos capazes de reagir com o I. cruzi ou Coll 08 seus oX
tratos, tanto na fase aguda como na fase cronica da doenga .
Fetes anticorpos podem ser detectados pelas técnicas de fixa
cao de complemento (11, 9), hemaglutinacao indireta ({(23) inu
nofluorescéncia (2, 5, 10), aglutinagao direta (29, 37) e li

se do parasita (24).

U estudo detalhado do aparecimento de anticorpos,
capazes de serem detectados por estas técnicag durante a in-
feccao experimental em coelhos fol realizado em 1973 por Con
zales~Cappa (14). Este estudo demonstrou que, primeiramcnte,
siao detectadas aglutininas, seguidas de anticorpos liticos e
depois por anticorpos detectados pelas técnicas de imunofluo
regscéncia, hemaglutinagdo e fixagao de complemento. L seme-
lhanga das infecgbes bacterianas, as primelras imuneglobuli-

nas a serem suscitadas foram as do tipo TgM. Essas imuneglo

pulinas desaparecem apés o 109 dia de infecgao sendo subst

tuidas por 19G cujos titulos permanecem elevados durantc o

do periodo de observagac.

Interessante notar, no entanto, (ue estes anticor
o8 nao possuem efeito demonstravel sobre as formas infectan
tes do parasita conforme observado ja em 1945 por Muniz €
Boriello (24) e recentemente, por Teixeira & Santos Buch {(41).
sgtes autores, nao conseguiram demonstrar gqualguer efeito de

linfécitos sengibilizados sobre as formas tripomastigotas.

Esta aparente ineficacia da resisténcia especilica
do hospedeiro ao 7. crusi, fenomeno demonstrado tambén para

ocutrag parasitoses, suscitou a elaboragao de diferentes Lipd




Leses. Admite-se por exemplo, uma adsorgdo de protelsus  do
hospedeiro na superficie do parasita a semelhanga do gue ocor
re com Trypancscema vivar no gual foram detectadoes sialoglico
proteinas do hospedeiro {17). Tem se admitido também, COmo

{oi proposto por Wilson {43), a exigténcia de um efeito

i

queador ou neutralizador na resposta imune efetiva ac po Gl

ta pela producio conjunta de antigenos soliveis ¢ particula

des. Tem sido descrita a existéncia de antigenos solGvels no

soro de ratos infectados experimentalmente cam 7. R ste {71,

39)

Para se estudar qualquer destas possibilidades, tor
na-ge necessaria a utilizagao de antigenos bem caracteriza-
dos e definidos, a fim de que se possa identificar contra que
fracio ou fracoes antigénicas do parasita estao sendo produ-

szidos estes anticorpos.

A despeito das frequentes recomendagoes dog  peri-
tos da OMS (28, 45),ainda nao fol possivel abordar o proble
ma devido, provavelmente, a complexidade antigénica do para

sita e de sew ciclo syolutivo

As informacoes disponiveis sobre cs antigenos de
7. eruzi,dizem respeito principalmente & obtengao de fragoes
antigénicas mais ou mencs complexas destinadas 0 diagndeti-
co soroldgico da doenca (9, 13, 19, 21, 25, 30) ou bem, para
a elucidacdo de antigenos comuns a . cruxi de diversas ori
gens (26, 27) ou, ainda, para a pesqulsa de antligenos comung
entre as diferentes fases evolutivas do parasita. (18, 32)

Uma abordagem analitica & observada nos trabalbos
de Congalves & Yamaha (195),0s quais analisam imunoguimicanen
te um complexo polissacaridec obtido por extragao com hidra-
to de cloral. Afchain & Capron (1), submetem & anilise clec
troforética um extrato sollivel em cloreto de sodio,encontran

do 19 componentes antigénicos frente a scoros de ratos imunes.




Nos diversos trabalhos realizados atd o momonic,
os autores empregan diferentes técnicas, espécies animais e
amostras de 7. cruzi, dificultande a comparagac das  informa

poes obtidas.

Com o intuito de realizar um estude sistendtico de
antigenos do parasita, e clentes da importéancia dos antige
nos de superficie no desenvolvimento da resposta imune,nosso
laboratdrio iniciou em 1973 (31) um estudo imunoguimico de
lisados de 7. c¢ruzni,. Este estudo demeonstrou gue 08 8tdiaehl
tos obtidos destes lisados eram ricos em antligenos de supcr=
ficie. De Souza (40), demonstrou a possibilidade de isolar

uma fracio soliivel (F'A) desse sedimento. Esta fracao foi ca

+ 4 ) L3 . .
paz de inibir os titules aglutinantes de sorcs de coelhos e
cobaias imunizados com lisados de 7. cruzi € suclitar a {o:ma

cao de anticorpos aglutinantes guando incculados em coelhos.

O significado bioldgico para a rvelacao  parasita

~hospedeiro des antigenos presentes na FA, nao estd esclare

i

cido, nao se sabendo por exemplo, se determinantes antige
cos idénticos ou similares aos do ¥A estarian presentes du-

rante a infecgao.

No presente trabalho, procurames verificar se du
rante a infeccao de camundongos por duas diferentes amostras
de 7. cruyxt aparecem anticorpos capazes de reagir  com O
determinantes de superficie das formas epimastigotas conti-

dos na FA.
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11 . MATERIAL E  METODOS

smogtras de P, crusi. A amostra Y de V. crus? (39) nos foi
caedida pelo br. 4. Brencr, U.F.M.G., Belo Horizonte, Drasil.
A amostra Nicaragua (NIC) nos foi cedida pelo Dr. F.A. HNeva

do N.I1.H. Bethesda, Md., U.5.8.

Maio de cultura. O melo de Yaeger (L.I.T.), preparado de acar

do com as imﬂicagﬁeﬁ de Fernandes & Castellani (8), fol utl
lizado para o cultive de ¢, eruzi. Porgoes de 20ml de indcu
lo eram semeados semanalmente em 100 ml de meio de cultura e
mantidos a 280 . Nessas condicoes a cultura apresentava  en

oo

média 95% de formas epimastigotas.

suspensao padronizada de 7. cruzt. As formas de cultura  de

T, eruzi com 7 dias de cultivo em meio LIT, foram lavadas 3
vezes a 1.085 g, durante 15 minutos a 4@ com tampac TRIS-
HCL pH 7,4 0,05 M. contendo 0,5% de glicose. & $u5pen$aa de
parasitas era filtrada em papél e ¢ nlmero de parasitas ojus
tado para 3x106 parasitas/ml por contagem em camara de Neu

bauer.

Obtencao do extrato bruto de 7. cruszi (ERC). Os parasitas
5 Go ae . crusi S

¥
contidos em 100 ml de cultura, foram lavados 3 vezes & 49
com solucao gelada de Na C1 0,15 M. durante 15 minutos o
1.400 g. ApOs a Ultima lavagem, o sedimentc obtido foi res

suspenso em 10 ml de dgua destilada gelada e imediatamente
liofilizado. O BRC liofilizado, era mantido a -209¢ ate o

nomento de uso.

Chtencac de EBC delipidado. O EBC delipidado fol obtide se

gundo de Souza (41). Porcgoes de 25 mg de EBC foram lavadas
sucessivamente durante 15 minutos a 3.000 g a 49 com 25 mide

acetona (2 vezes), mistura em partes iguails de éter e acetons



(2 vezes) e eéter (2 vezes). O sedimento obtido fol gecado
com jato de ar e conservado no vacuo a 49 até o momento de

LSO .

obtencio da fragdo contendo antigenos de superficie (FA). A

FA foi obtido segundo de Souza (41). Porgoes de 25 nmg de
EBC apds delipidacgao, foram tratados com 25 ml de NaCl (C,15
M durante 10 minutos em banho de gelo com agitagac ocasional.
0 sedimento obtido apds centrifugacao a 12100 g durante 30
minutcs a 49 foil tratado com 25 ml de solucac de NaOH 0,1
M e mantido em banho de gelo durante 10 minutos. A seguir, a
suspensac foi centrifugada nas condigoes descritas e o sobre

nadante obtido, precipitado a pH 5,5 can HCL. 0,1 M, mantendo

~se em banho de gelo 15-20 minutos. O precipitado formado foi
separado por centrifugagdc nas condi¢Oes usuais e o sedimen
to foi dissolvido em tampao TRIS-HCL 0,05 M pH 8,1.Bsta fra
cao dissolvida foi centrifugada a 49 12.100 g, durante 30 mi
nutos, e o sobrenadante limpido, rotulade FA, fol concentra
do em membrana ultrafiltrante Diaflo pM 10 (2micon),sob pres

sdc de Nitrogénio e imediatamente liofilizada.

Imune s0rog

1. soro anti 7. cruzi obtido de formas de cultura {(anti EBC).

Suspensoes lavadas de formas de cultura de I, crusi contendo
30x10° parasitas por ml, lisados por congelamento e desconge
lamento sucessivos {3 vezes), serviram para imunizar 4 coe-
lhos. Estes animais receberam inicialmente 1 ml do lizado por
via intraperitoneal. Apos 7 dias, receberam inoculagBes in=-
tradérmicas de 0,5 ml da mesma suspensaoc a intervalos de 3
dias, durante 3 meses. Uma semana apos a liltima incculacac,
0s animais foram sangrados e os soros obtides, apds inativa
cao a 56¢ por 30 minutos, foram mantidos a -20¢ até o momen

to de uso.

2. soros anti 7. -ruz? obtidos de camundongos com infeccao

experimental . Estes imune soros foram obtidos de diferentes

lotes de camundongos Swiss inoculados com amostras Y ou Ni
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caragua {NIC) de 4. crust. Os soros anti amostra NIC {a-
HICY foram obtidos de animais inoculados com 0,2 mi o san-
gue contendo 103 tripomastigotas. A& cada 7 dias, durante 8
semanas, um lote de 15 animais era sangrado a branco. O gan
gue era deixado coagular em um periodo maximo de 2 horas &
temperatura anbiente. A& sequir, o soro era separado e reali-
zado o controle da presenca de formas tripomastigotas. Ol
SOr0s (ue nac apresentavam parasitas, foram misturados, ina
tivados a 569 e mantidos a -209 até o momento de uso.

Os soros anti amostra ¥ {(a-¥Y) |, nos foram cedidos pelo prof.
E. Salata da U.N.E.S.P. e obtidos pela inoculacao de 0,2 ml
de sangue contendo 200 tripomastigotas. A coleta do  sangue
e obtengac dos imune sorcs foi semelhante & técnica emprega

da para obtencaoc dos imune soros anti-NIC.

3. soros anti - FA. Coelhos foram inoculados no coxim plan-

tar com 0,5 ml em partes iguais de FA (2mg prot./ml) e adiju
vante de Freund completo. Vinte dias apbg, foram inoculados
por via intraperitoneal com 1 ml de FA suspensa em 1 -ml de
NaCl 0,15 M. Apds 7 dias, foram feltas, semanalmente durante
20 semanas consecutivag, injegSeS intradérmicas de 0,5 ml de
FA (1 mg prot./ml). A seguir, os animails receberam irccula-
¢oes intravenosas de 1 ml de FA (1 mg prot./ml) com interva-
log de 3 dias, durante 2 meses. Decorrides 10 dias da Ultima
inoculacao, os animais foram sangrados. 0s soros cbtidos fo

ram inativados a 569 e mantidos a ~209 alté o uso.

4. soros humanos de pacientes chagasicos. Estes sorcos foram

obtidos no laboratdriode Imunclogia Clinica e Alergia da
Faculdade de Ciéncias Médicas .UNICAMP. Todos apresentaram
reagoes positivas de imunofluorescéncia frente a epimastigo

tas de amostra Y de T, crusi.

Reagao de aglutinacgao. Aliguotas de 20 ul de suspensao padro

nizada de 7. ecruz? foram misturadas, em laminas escavadas, a



igual volume das diluigCes seriadas dos imunesoros e a 20 ul
de tampao TRIS HCL 0,05 M. pH 7,2 adicionado de 0,5% de
glicose., A mistura fol agitada suavemente com movimentos ro
tatorios e deixada em camara Umida durante 1 hora a tenperan
tura ambiente. A leitura da reagao foi realizada ao microscd
pio Otico com objetiva 40/0,65 e ocular 8x. Como controle ‘
foram incubados, nas mesmas condigoes, 20 ul de suspensio pa
dronizada de 7. eruzid. e 40 ul de tampao. O titulo aglutinan
te foi expresso pelo inverso da Gltima diluigao que apresen

tou reagao positiva.

Inibigao da reacao de aglutinacao. Aliquotas de 20 ul de Fa

eI canc@ntrag&es conhecidas foram incubadas com 20 ul das di

luicoes dos soros por 1 hora a temperatura ambiente. A sequir,
20 ul da mistura foram transferidos para laminas escavadas (ue
continham 20 ul de suspensao padyonizada de 7. cruzi e volu-
ne semelhante de tampac. Apds ingubacio de 1 hora a tenpera
tura ambiente em camara tmida, a leitura da reacgac era reali
zada em condigoes semelhantes & da reagdo de aglutinacfo. Os
resultados foram expressos pelo inverso da Gltima  diluigde

que apresentou reagdo de aglutinagdo.

Reagao de imunofluorescéncia. Foi empregada a técnica de imu

nofluorescéncia segundo Camargo (5), alterando o tempo de in
cubagao indicado para 30 minutos. Os conjugados utlizados nas
diferentes reagoes foram: Soro de cabra anti~IgG de canundorn
gos e soro de cabra anti-gama globulina humana foram obtidos
da Hyland Laboratories (U.S.A.): soro de carneiro anti-TgG de
coelho obtido em nosso laboratbrioc. Todos os conjugados fo-
ram previamente titulados em reagoes em bloco.

Inibicao da reagdo de Imunofluorescéncia. As reacdes de ini

bicao foram realizadas incubando a temperatura ambiente du-
rante 1 hora,20 ul de I'A em concentragoess conhecidas com 20

ul das diluigoes dos difcrentes sorog. A sequir, 10 ul de ca

da mistura foram transferidos para l&minas contendo formes epl



mastigotas tratadas pelo formol. A reagao para  verificacioc

de imunofluorescéncia foi processada como indicado acima.

Atividade enzimdtica da FA. A determinagdo da atividade enzi

matica foi realizada segundo a técnica de Anson (3) modifica
da. Alliquotas de 0,5 ml de ¥Fa (1 mg prot/ml.) e 0,5 ml de he
moglobina bovina (80 mg/ml) foram misturadas e incubadas a
379 por 2 horas. Como controles da reacao foram incubados 2
tubos, 1 dos quais continha apenas 0,5 .1 de FA e outro so-
mente 0,5 ml de hemoglobina bovina. Apbs incubagéo, foi adi
cionado a todos os tubos 1 ml de TCA a 5%. A seguir, aos tu
bos controles foram adicionados FA ou hemoglobina. Como bran
co de reacao, foi preparado um tubo no gual misturou-se 1 ml
de

os tubos foram incubadeos por 15 minutos a 45¢. 2pds este tem

)

TCA 5%, 0,5 ml de hemoglobina bovina e 0,5 wl de FA.Todos

po, foram centrifugados a 1.700 g durante 15 minutos a 49 e
os sobrenadantes foram lidos a 280 nm. O resultado da ativi
dade enzimatica foi expresso em delta (A) D.O.,diferenca da

leitura entre o tubo de reagao e o tubo controle contendo FA.

Tnibicao da atividade enzimitica. A inibigdo da atividade en

zimatica fol realizada incubando 0,1 ml de inibidor com 0,4
ml de FA em concentracac conhecida. A seguir, a reagao para
determinar atividade enzimdtica era processada. Como contro-
le, foram realizadas conjuntamente uma sé€rie de reagdes sem

o inibidor.

Hemoglobina bovina. Heméacias provenientes de 1000 ml de san

gue bovinge foram lavadas com NaCl 0,15 M a 1.000 ¢ durante
15 minutos a 49. A papa de hemacias obtida,foi dialisada com
agitacao constante contra 5,000 ml de Agua destilada durante
48 horas a 49. O material dialisado foi centrifugado a 12.100
g durante 30 minutos e o sobrenadante {(hemoglobina}, liofili

zado e mantido a ~209 até o mnomento de uso.
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Concentracao do antigeno ou fracdes antigénicas. Quando ne

cessadrio, o antigeno ou fracoes antigénicas eram concentra
dos em membranas ultrafiltrantes pM 10, sob pressioc de Nitro
génio (10psi). Durante o periodo de filtragao,o material era

mantido em banho de gélo.

Dosagem de proteinas. As proteinas totais foram dosadas e
lo método de Folin Ciocalteau modificado por Lowry et.al.(d0)
e ou absorvancia a 280nm. ou 220nm em espectrofotometro Yeiss
M4 @ IILI utilizando cubetas de quartzo de 1 om  de caminho

otico.

Inibidores enzimaticos. Foram utilizados Di~isopropil fosfo

fluoridrato(DFP) obtido da Sigma Chemical Company e Iodoace
tamida obtida da National Biochemical Companvy.

Solventes organicos. 0s solventes ¢rginicos continham a de-

signagao de quimicamente puro. A acetona foi redestilada a
569 neste laboratdrio. O &ter livre de perdxides, por lava-
gens sucessivas com solugao saturada de sulfato ferroso €
livre de alcoois e de dgua pela adicdo de sddioc metdlico, foi
redestilada a 359 em presenca de sulfato ferroso seco.Os sol
ventes eram mantidos a ~209 até o momento de uso.

Solugoes tampoes. As solugbes tampoes foram preparadas de

acordo com as intrugoes de Gomori (12) de modo a se obter o

pH desejado quando diluido a 1/10.
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FIT . BESULTADOS

1. Reag%e% gﬁ FA com o085 imune goros

A possivel presenga de anticorpos capazes de reagir
com a FA em soros de animais infectados experimentalmente com
o Trypancsoma eruzi, fol pesquisado através das reagoes  de
inibigao de aglutinagdo e de imunofluorescéncia. Para isso,
08 s0ros obtidos semanalmente de lotes de camundongos  inocu
lados com a amostra Y ou NIC foram titulados por ambas as

técnicas.

Os resultados obtidos nas reagoes de aglutinacao ,
indicaram a preseng¢a de antigenos comuns a ambas ameostras vis

to que reagoes heterologas foram observadas. {(I'ig. 2)

A titulagao destes soros, indicou uma evolugio o
clica nos niveis de anticorpos capazes de reagir com as for
mas epimastigotas tanto no sistema homblogo como heterdlogo,
(Figs. 1 e 2) Titulos miximos de aglutinagiic foram observa-
dos nos soreos obtidos na infeccio pela amostra Y o 289
dia e no 499 dia de infecgdo. Nos soros de animais infecta-
dos com amostra NIC, titulos maximos foram detectados entre
O 289 e 429 dia e no 56¢ dia(Fig. 1).
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As reagoes de inibi¢ao da aglutina¢io destes soros
pela FA, indicaram que anticorpos suscitados durante a infec
cao em camundongos, sao capazes de reagir com esta fracgao
(Figs. 3 e 4).Nestas reagoes foram utilizadas diferentes con
centragoes de FA e os resultados obtidos indicaram inibicao
em concentragoes superiores a 100 ugr. No entanto, concentra
coes finais superiores a 300 ugr. nio foram capazes de ini-
bir totalmente a aglutinacao das diferentes amostras de so-
ros. A inibigao da aglutinagdo no sistema homdlogo foi infe

rior & observada no sistema heterdlogo.

utinante
B}
s

Titulo agl

o]
e

% 28 42 56

Dias &pds infecsho.

Fig. 3. Reacho de aglutinagdo da amostra Y com sores a- Y, obtidos
ern diferentes periodos de infecclo, na aussn. o { G | OU 1@
FUESENCE {omww-g) de 150 pgr de FA, )
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A titulacao destes soros pelas reagtes de imunofiuo
rescéncia, utilizando soro anti gama globulina 7 5, indicou
gque aparentemente a evoluqao dos niveis de anticorpos detec
tados por este antisoro também & clclica. Titules maximos de
anticorpos foram detectados entre 289 €429 e no 639 dias de
infecgao nos soros a-Y com epimastigota homdlogo. Nos soros
a~ NIC, testados com amostra Y, os titulos mais altos foram
encontrados entre 429 e 569 dia (Fig. 5). A comparagao dos
niveis de anticorpos obtidos com as duas amostras, sugere ge
o8 soros a-NIC possuem maiores niveis de anticorpos capazes

de reagir com as formas epimastigotas.

A FA em diferentes concentra¢oes, nac foi capaz de

inibir as reacoes de imunofluorescéncia destes soros.

1 28 42 5g
Dias apds infecgdo h
Fig. 5. ReacBes de imunofluorescéncia de epimastigotes da
amostra ¥ testades com soros de camundongo a-Y (e )
ou a= NI, (#n o e e}
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A comparagao das curvas de titulacao de anticorpos

sy g e ey o e

pel

as Lo, dndicou,
que no decorrer da infecgao ndo hd correspondéncia entre os
titulos obtidos por uma ou outra técnica. As figuras 6 « 7

nostram a existéncia de periodos win que ha acentuada diminui
¢ao dos titulos aglutinantes,enquanto os titulos obtidos por
imunofluorescéncia permanccem inalterados ou lLevemente aunen

tados.
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A capacidade da FA inibir as reagoes de aglutina-
cao e de imunefluorescéncia de 10 diferentes soros humanos
com reagac de imunefluorescéncia positiva para 7. cruzt, foi
investigada. Estes soros foram previamente titulados por am-
bas técnicas, utilizando-se como antigenc formas epimastigo
tas de amostra Y. Os resultados obtidos pela técnica de imu
nefluorescéncia, indicaram titulos entre 1/160 e 1/640 supe
riores aos encontrados por reagdc de aglutinagao (de 1/24 e
1/196).

Concentracoe:s de 100 ugrs. de FA nao foram capazes

de inibir estas reagoes.

Os soros de coelhos a-EBC apresentaram titulos aglu
tinantes sensivelmente maiores (entre 1/1.000 e 1/2.000) aos
apresentados nas reagoes de imunefluoresceéncia (1/160 e¢1/320).
0s testes de inibicdo com FA indicaram gue ela & capaz de
inibir as reagdes de aglutinacdo, porém, nao foram observa-
das inibicdes nas reagdes de imunofluoresceéncia quando empre

gadas concentracoes de 500 ugr. a 1.000 ugrs. (Fig. 8)

g4 cem inibidor T cemninipidor

I

U2 150 4 gr da FA 4
40 [ 2004{gr de F A

CL0 foar de FA

20

6o

2 3
Agluiinagao ‘ imunoflucrescincia

Fig. 8. Titulagdo dos soros anti FA e inibizo da reagho de

aglufinasdo e de iraunofluorescéncia nela FA.



A comparagac entre os titulos obtidos nas reagoes
de imuncfluorescéncia e aglutinagao com diferentes scros an
ti 7., crusi, assim como a incapacidade da FA para inibir as
reagoes de bmunoflucrescéncia, sugeriram wea possivel agao
do formol sobre alguns determinantes antigenicos de superfl-
cie do T. eruzi, ou que determinantes antigénicos diferentes

eram detectados por estas duas técnicas.

A fim de elucidar uma ou outra possibilidade, fo-
ram realizadas reagOes de aglutinagao utilizando suspensoes
padronizadas de 7. c¢ruzi tratados com fuurmol neutro em con
dicoes semelhantes as utilizadas para as reagoes de imuno-
fluorescéncia. Como controle, foram realizadas gimultaneamnen

te aglutinacoes com parasitas vivos.

0s soros de camundongos assim como 08 Soros huma-
nos mesmo em diluigoes baixas (1:2) nac foram capazes e

ajlut inar o8 parasitas tratados pelo formol.

A comparacgao dos titulos aglutinantes obtidos com
os soros de coelhos anti EBC e anti FA empregando-se parasi
tos formolades e nao formolados, indicaram uma gueda nos ti
tulos aglutinantes quando eram empregadas as formas epimag

tigotas tratadas pelo formel. (Fig. 9)

3840 ]
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anti~ Fa.

Flg.g.ﬁeagées de aglutinaghe .om soros antt FA e anti
oo . < ,
com parasitos vivos (1) e tratadas pelo formo (&
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II. Estudo da atividade enzimdtica da FA

Perdas significativas no teor proteico de FA, apds
congelamento e descongelamento sucessivos sem que, no entan
to, houvesse alterag¢oes significativas na capacidade dessa
fragao em inibir a aglutinagido dos diferentes imunesorcs an
ti 7. crusi, sugeriu a presenca de enzimas pz@t@@liticasr@g
sa fragao. A presenga de enzimas foi investigada através da

técnica de Anson modificada, utilizando-se hemoglobina bo

vina como substrato (40 mg) e FA na concentracio de 500 ugs.

Os resultados obtidos em diferentes partidas, indi
caram uma atividade proteolitica da FA sobre hemoglobina bo

vina bem como uma autodigestdo. (Tabela 1)

Tabela 1. Atividade proteolitica de diferentes partidas de

Fa (500 ugr) sobre Hemoglobina bovina (40 mg) .,

Absorvancia dos sobrenadantes 280 nm.

Partida Tubo reacgao Tubo controle A D.O.
Fa+hemoglobina FA 4+ tampao

1 0,420 0,080 0,340

2 0,520 0,200 0,320

3 0,500 0,150 0,350

4 0,510 0,150 0,360

A possibilidade de inibir esta atividade proteoil
tica foi investigada, utilizandc como inibidores Todoacetami
da (IA) e di- isopropil fosfofluoridrato (DEFP). Os resulta

cos (Tabela Z), indicaram que IA na concentracio de 200 nM



inibia esta atividade. ¢ DFP na concentragao de 2mM nao foi
capaz de atuar sobre as enzimas existentes na PA. Maiores

concentragoes de DFP nao foram testadas.

Pfabela 2. Inibigac da atividade enzimética da FA sobre heno

globina bovina com IA e DFP,

Absorvancia dos sobrenadantes 280 nm.

Inibidor Tubo reagao Tubo controle A DO,
Fa+henoglobina FA + tampao

TA 20 mM 0,320 0,260 0,060

IA 2 mM G,420 0,160 0,260

DEp 2 mM 0,500 0,220 G,280

0,520 0,200 0,320

A presenca de enzimas capazes de digerir componen
tes da FA sem alterar significativamente a capacidade de ini
bir reagbes de aglutinacio dos diferentes imune S0ros,  suge
riu a possibilidade de utilizar o fendmeno de autmdigast&wgﬁh
ra obtencac de fragmentos com baixo peso molecular, contendo
determinantes antigénicos da superficie da epimastigota.BEsta
possibilidade fol estudada incubando a 379 durante 60 e 120
minutos concentragoes conhecidas de FA, Apds este periodo, o
material fol submetido a ultrafiltragao sob atmosfera de Ni
trogénio em membrara ultrafiltrante pM 10. Como controles de
reagao foram utilizados FA concentrado logo apds a sua Ok
tengao (tempo 0) e FA aguecida previamente a 569 durante 30

minutos e a seguir, incubada a 379 por 120 minutos.

As proteinas totais das fragOes concentradas foram
determinadas assim como a capacidade de inibir as reagdes de

aglutinagao. As fragoes ultrafiltradas foram lidas no compyi




mento de onda de 220 e ZB0O nm. ¢ a seguir, licfilizadas I
dialisadas contra agua destilada durante 18 horas. Apds di&
lise, novas leituras foram realizadas nos mesmos comprimen-—
tog de onda (Tab. 3) e determinada a capacidade de inibir a

reacac de aglutinagac (Tabela 4).

Tabela 3., Absorvancia dos ultrafiltrados obtides por autodi

gestao.
Absorvancia
Tempo de .
) e Antes da dialise Apbs a diadlise
autodigestao
. 220 run. 280 nm. 220 nm, 280 nm.
{ minutos)
0 0,170 0,083 0,168 0,080
G0 0,280 0,105 0,280 ¢,110
120 0,560 0,270 0,240 0,110
120 apds 0,145 0,072 0,150 0,080

inativacgao
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Tabela 4. Reagdes de aglutinagac do soro a-EBC N@ 2 apds  tra

tamento com os produtos de autodigestao da FA.

Diluigdes do  imune soro
Inibidor
1:96 1:192 1:364 1:760 1:1420

Concentrados dle

¢ minuto + + - o -
60 minutos + + 4 - .
120 minutos + + +- . -
120 minutos + N B _ )
apcs inativagao
Ultrafiltrados de
0 minuto ' + + + + -
60 minutos 4 + N - -
120 minutos -+ + + - -
120 minutos 4 . + .
apos inativagao
Controle sem
i + + t -

inibidor
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IV . DISCUSsio

Os resultados obtidos por Souza (40} , demonstraram
que a FA era capaz de inibir as reacgoes de aglutinacgao de SO
r0s hiper imunes. Contudo, os anticorpos obtidos em imuniza-
coes experimentais podem nao corresponder em especificidade
aos obtidos no decorrer de uma infecgao,jd que os métodos de
imunizacao e extragdo de antigenos podem alterar os determi-

hantes,ocultando alguns ou expondo outros (44).

Os dades obtidos no presente trabalho, mostraran
que durante a infecgao no camundongo, seja com & amostra Y
seja com a amostra NIC, aparecem anticorpos capazes de aglu
tinar as formas epimastigotas de uma e de outra amostra indi
cando gue esses anticorpos sao especif’ os para determinentes
bresentes na superficie de ambas as amostras. Esses determi-
nantes, comuns a ambas as amostras, se acham representados na
FA uma vez que ela foi capaz de inibir as reagoes de agluti-
nagao,

Os titulos aglutinantes durani: O processo de  in-
fecgao sofreram uma variagao ciclica,sugerindo a exixténcia
de estimulos periddicos. Essas variagoes, embora semelhantes
€ seu aspecto geral, ocorrem em periodos diferentes da -
fecgao causada por uma ou outra amostra. As duas amostras
diferem significativamente quanto & patogenicidade e periodi
cidade de picos de parasitemia (35). B provavel que estas ai
ferengas no padrao de evolugao de aglutininas durante a in-
fecgao sejam reflexo das diferencas temporais de episddics
de parasitemia.

O aspecto clclico parece concordar com as observa-
goes de M8eller et. al. (22) gue descrevenm resposta ciclics
de células formadoras de anticorpos IgM,como resposta a uma

tnica dose de LPS de E. col+. Padrao semelhantes foi des



£y

crito também por Romball et.al.(34) para células formadoras
de anticorpos IgC como resposta a doses Gnicas de agregados
de imuneglobulinas. Este padrao de resposta & interpretado
nos persistentes (42).

A FA inibiu consistentemente a agac das aglutini
nas em guaisquer periodo da infecgao, sugerindo uma alta es
pewificidade e o fato de gque a FA foi incapaz de inibir aw
reagoes de imunefluorescéncia desses soros, praticamente ell
mina a possibilidacde de ocorréncia de uma adsorgao inespe
cifica de imuneglcbulinas pela FA.

Apesar das reacdes de aglutina¢ao nac permitirem
uma quantificacdo precisa do fendmeno de inibi¢ao, o conjun
to de dados obtidos utilizando-se esta reagac mesive gue &
FA possul determinantes do epimastigota contra os quais sac
suscitados anticorpos especificos durante a infecgao experi
mental no camundongo. B conhecido, de longa data, que duran
te a infecgao gac suscitados anticorpos gue reagem Ccom ex
tratos de epimastigotas (25) ou com essas formas integras
(10, 29). Reacoes cruzadas entre o8 antigencs das diferens-

tes formas evolutivas do 7. eruszi foram demconstrados atra-

vés das reactes de imuncfluorescéncia utilizando-se SOrOS
de camundongos infectados com T. eruzi (18, 31). Ho  en—

tantornio foi ainda descrita a obteng@o de wma fragac sold
vel contendo determinantes de supexrficie corraspondente
agueles anticorpos. BEmbora a fragao FA nao esteja completa-
mente caracterizada, os resultados sugerem quc ela possa vir
a desempenhar um papel importante para o estudo da estrutu-
ra antigénica de superficie do 7. cruzi .

A utilizacido das reacgdes de ilmunofluorescénciu ,
para a titulacao dos anticorpes produzidos pelos camundons
gos durante o desenvolvimento da infecgao, mostrou uma evo-
lugae de titulos de anticorpos diferentes das observadas
através das reacoes de aglutinacao. A comparagao das curvas
obtidas, mostrou que durante os periodos em gue haviaw beal

xos titulos de anticorpos aclutinantes ocorriam altos titg



los de anticorpos detectados pela imunofluorescéncia. Essa
dissociacao sugere fortemente gue determinantes antigénicos
diferentes estao sendo detectados por uma ou outra técnica
e que anticorpos contra esses diferentes determinantes s30
produzidos em diferentes periodos de infecgao. Em concordin
cla com esta hipbtese, a I'A nas comcemtrag&e& utilizadas

nao foi capaz de inibir as reagoes de imunofluorescéncia.

A dnvestigagac da acao do formol mostrou que es
te reagente & capaz de bloquear o determinante corresponden
te a FA enguantm'que, aparentemente, nac altera agueles de
tectados pela reagac de imunofluorescéncia. A acdo do for-
mol - sobre as reagces de aglutinagdo das formas epimasti-
gotas descritas inicialmente por Hauschka(l6) ainda nao en
controu uma explicagac satisfatdria. Contudo, recentemente
(Scott (36) baseado no principio de gue uma grande varieda
de de aldelidos provoca vesiculagio de superficies celulares,
descreve um método de isolamento de membranas plasmiticas de
nacrbfagos mediante tratamento destas células com formaldei
do de 25 a 250 mM. Estes dados, permitem a suposicdo de que,
sob a agao do formol, sejam expostos determinantes situados
mais profundamente na superficie do parasita, determinantes
estes, detectados pela reagao de imunofluorescéncia indire-
ta.

Os soros humanos apresentaram titulos baixos nas
reagoes de aglutinag¢@o e altos titulos nas reagbes de imun o
fluorescéncia. Esses dados eram esperados, portanto foram
utilizados soros de pacientes em fase crénica e & sabido gue
altos titulos de aglutinagdo sado encontrados apenas na fase
aguda. A FA nao foi capaz de inibir asg reagoes de aglutina
¢ao ou de imunofluorescdncia desses soros, indicando gue
ela ndo possui os determinantes antigénicos que correspon
dem aqueles anticorpos. Este fato, no entanto, nao invalida
a possibilidade de gue determinantes antigénicos contidos
na FA estejam representados durante a infecgao humana. Pode
-$e supor que a semelhanca do observado em camundongos,ocor

ram periodos de auséncia de anticorpos capazes de reagir
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com a FA em presenga de allos titulos de imunofluorescéncia.

Trabalhos de Kepka et.al. (32), demonstraram at i~
vidade proteolitica em lisados de extratos brutos de 1. cru
27 em diferentes faixas de pH. Posteriormente, Costa { &)
trabalhando com uma fragéa soluvel em NaCl 0,15 M obtidae de
ERC, demonstrou atividade proteclitica em pH 7 sobre a he
globina bovina e outrog substratos. Essa atividade protei-

nasica nao foi inibida pelo DFP mas, era inibida pela IA.

Nossos resultados revelaram uma atividade proteo
1itica em pH 7 sobre a hemoglobina bovina. As . experiencias
realizadas com inibidores, demonstraram gue a I'A era inibi
da, também, por IA e nao pelo DFP. Apesar de termos obtido
inibigao somente com concentragoes mais elevadas de IA ,
podemos admitir coincidéncias com os resultados obtidos por
Costa (6), nao se podendo por isso afastar a possibilidade
de que uma mesmd enzima proteolitica se ache distribuida na
fracao solivel e na FA. Contudo, o método de obtengao da
A que envolve sucessivos tratamentos com acidos e Dbases,
permite supor gque esta enzima esteja fortemente asscciada

aos determinantes de superficie.

0Os dados referentes & acao desta enzima scbre  os
determinantes de superficie,indicaram a possibilidade de ob
tengao de fragmentos de balxo peso molecular,gque sejam capa
zes de inibir a reagao de aglutinagao de soros hiper imunes.

Os ultrafiltrados dos digestos contém componentes de peque

no peso molecular (entre 5 e 10.000) e devem conter Villics
guantidade muilto pegquena de nicleos arcmaticos vistc que seu
teor proteico nao pode ser estimado pelos reagentes do Low
ry (20) e houve uma baixa absorvancia a 280 nm. Talvez, O
baixo peso desses componentes explique a peguena inibigac
das reagbes de aglutinagdo observadas. Seria necessario tesg
tar maiores concentragoes deste material para permitir uma
competicio efetiva pele sitio combinatdrio do anticorpo.Tor

na-se necessario uma investigagao mais profunda desse mate
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rial de baixo peso molecular e da atividade proteclitica as
sociada a FA a fim de se poder avaliar a importancia desses
achados para o conhecimerto dos determinantes de superficie

do T. cruzt.



Vo, RESUMO E  CONCLUSORS

Umna fracao designada TA contendo antigenos de
superficie das formas epimastigotas fol estudada com o sen-
tido de verificar se alguns determinantes antigénicos pre-
sentes naqguela fracao estariam representados durante a in

fecgao pelo 7. cruzi.

Soros de 10 pacientes humanos em fase croénica e
soros de camundongos obtidos de diferentes periodos de in-
fecgﬁes experimentais com duas amostras (Y e NIC ) foram
estudadas utilizando-se as técnicas de inibigdo de aglutina

gac e inibicao da imunofluorescéncia.
Os resultados obtideos indicam cque:

1. Os soros humanos em fase cronica nac foram capazes derxea

gir com a PA;

2. A FA possul determinantes de superficie da epimastiqgota
que se acham representados durante a infecgao experimen-

tal de 2. ¢ruzi em camundongos;

3. A evolucgao dos titulos de anticorpos detectados pelas
reagoes de imunofluorescéncia, foi diferente daguela de
tectada pela reagao de aglutinagdo. A FA embora iniba as
reagoes de aglutinagao, das formas epimastigotas vivas ,
nao inibe as reagOes de imunofluorescéncia,sugerindoe que
estas reagoes detectam diferentes determinantes antigeni

COs;

4. Bxiste uma atividade proteclitica, associada a Fa, Capaz
de degradar a hemoglobina bovina ou os antigenos presen-

tes na FA.
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