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ABREVIAQCSHESEX

BSA Sorcalbumina Bovina

E-ACA Rcido Epsilon-aminocaprdico

EDTA Acide Etilenodiasminotetracédtico

EBT Extrato Bruto de Tripomastigotas

EST Extrato Seoldvel de Tripomastigotas

EIiT Extrats Inzcldvel de Tripomastigotas

FOB Soro Festal Bovineo

FITC Igoticcianato de Fluoresceina

HBSS Solug¥o Salina Balanceada de Hanks

iFl imunof iuorescéncia Indireta

MH Hononucleares

HCp Neuraminidase de C.perfringens

FRS SolucHo Balina Tamponada com Fosfalto

PHESF Fenil-metil-sulfonil Fluoreto

PHR Aglutinina ou Lectina de amendoim (A.hypogaea’
sC1 Soro do Camundongos Infectados com T.coruzi

SHC Soro Normal de Camundongos

Sph Proteina A de £.aureus acoplads 3 Sepharose-4B
TY Tripomastigotas Vidvels

Todozs o té&rmos gque designam materials o reagentes de ubilizagio
frequente em trabalhos de pesguiga, foram sbreviadom de acdrdo
com a nomenclaturas da lfngua Inglesa, acelta internacionalments.
Og demais t&rmos criados durante o desenvolvimento deste trabalho

foram abreviados de acfBrdo com a2 lingua Portuguess.
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I.IHTRODUCXOQ

furante os sstudos sobre as relacBes entre doencas parasitiriass @
sistema imune, muitos pesquisadores observaram gue alguns protozoidrios
poderiam parasitar o hospedeiro sem manifestac¢Bes aparentes , enquanto
que outros eram causadores de viérios sintomas de doenga . A
incapacidade dos mecanismos de resistfncia do hozpedeiro em controlar
ef et ivamente esteg parasitas, tem sido um grande desafio para o8
imunologistas. Atualmente, titem-s2 acentuado a necessidade de Be
adquirir conhecimentos fundamentais, em busca de novas alternativas
para o controle das doengas parasitdrias causadas por protozodrios.
Degta forma, muitos experimentog preciszam ser =@laborados para a melhor
compreencic de guais mecanismos da regposta imune pariicipam de tais
interacSesn, e ne estesz podenm ser alterados pelos parasitas que
geralmente escapam das defesas do hospedeiro.

s estudos bésicos recentes que tL8m facilitado o esclarecimento

dos mecanigmos regulatdrioz da reeposta imune, poder3o dar origem
futurasmente, a3 métodosz de potenciagBo ou de modificagio dagt s
respogta, de forma a controlar ou eliminar =fetivamente muitas
doengas paragitdrias. Para isso,torna-ge necessédria a andlise de

quais fatores do parasita estariam relacionades com a patogenia =@
digtirbios imunoldgicos, obgervades na moldstia humana @ nag infeccles
experimentais de animais. Em decorréncia desse fato, a malor atividade
de pesquisa em imuncparasitologia nos ultimos anos, tem-se concentrado

na identificacio, izclamento & caracterizagio de estruturaszs derivadas




dos  parasitas. A  obtencio de ant {genos parasitdriocs, pode ter
aplicag¥o em imunizagBerp, andlise imunopatoldgica o imunodiagndstico,
sendo que os mesmos, té8m-se tornade valiosissimos para o aprimoramenho
cada vez malor, dag pesquisas bédsmicag ¢ aplicadas na compreengdo daz
doencas parasitérias.

Entre a2 principasiz doengas caugadas por protozodrios, podemos
destacar ag viérias formas de iripanosomiases, que representam asdérios
problemas de sadde =2 atingem a populag¥c de extensas dreas dos
continentes Africano e BAmericano. Aldm do homem, muitas espécies de
mamiferos silvegires o domdsticos g¥o portadores destas Infecgles,
congtituinde assim, um grande regervatdrio de parasitas (David, 18837,

A penetraclo dog parasitas no organismo , normalments se faz
através de mucosas ou locais de descontinutidade da pele. Entrelanto,
nags infecclBes experimentals de animals, tanto a wvia de inoculag¥o
guante a quantidade de tripanogomas, peodem variar de acorde com  of
diferentes nmnoddélos de egtudeo (Cohen, 1983; Hahmaud, 1983y, Esta
pratica resulta em fenBmenos semelhantes acs gue ocorrem durente a3
infecclo natursl, eombora as analogias feitas entre moddlos
experimentals & a doen¢a humana aindsa sejam muito discutidas

A tripancosomfase Americana & causada pelo protozodrico flageladeo,
denominado Trypanozoma cruzi (Chagas, 1809, cujos vetores naturals
oun dag zonag rurais, =z3c ingetos hematdfagos da familia Trisztominaes.
Entretanto, nos grandes cenires urbanos estes parasitas  podem  ser
digseminados na populag¥o humasna, através de transfusles de pangue
(Scott & Snary, 1983). Apds a penetracgio no hospedeire, as formas
tripomastigotas metaciclicas invadem diversas celulas , no interior

daz quaisg, transformam-zge enm formas esfédricas denominadas de
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amastigotaz. Depeois de vérios cicles de divis3o bindria, as formas
amastigotas multiplicam-ze e a seguir diferenciam-se novamente en
tripomastigotas, que s¥o liberados nos tecldos apds a2 ruptura das
ceiulas infectadas. Estaz formazs tripomastigotas teciduais poden
invadir novas celulas nas proximidades, ou ent¥o difundir-se por todeo
o organismo abravés da circulacHo, iniciande novos ciclos
intracelulares (Brener, 1962: Scott & Snary, 1983). Qualguer tecido
pode ser parasitado, masg pseude-cistos (ninhos de amastigotas) s%Ho
frequentemente encontrades no bage e em fibrasz musculares lisas,
estriadas e cardfacas (Andrade, 1983).

Durante a fase aguda da doencga, caracterizada pela presenga de
grande numero de parasgitas na circulag¥o, o hogpedeiro pode nfo
apregsentar sintdmas, pordm em alguns casos, principalmente em criangas
my animais infectados experimentalmente, podemog verificar uma sdérie
de transtornos. Talsg sintdmas incluem geralmente: febre, dores
musgcul ares, aumento do figado, bago e linfonddoz, & ocasionalmente
miocardite e imunodepress¥o (Prata, 1968; Teixeira e cols, 1978;
Brener, 1880; Scott & Snary, 19833}, Depois da fase aguda, 8
parasitemia decresce a niveis pouco detectidvelis, e apesar de a cura
expontfnea nunca ocorrer, multos pacientes permanecem assintomdticos
por tempo indeterminado. As variac¥es de tals manifestacBes estHo
associadas com diferenter regiBes geogréficas, em funglo da existéncia
de cepas distintas de T.cruzi ou de fatores ligados 2 prépria
populagio das =zonas enddmicas (Salgado & Pellegrino, 1968; Scott &
Snary, 1983).

As tripanosom{ases Africanas =%o causadas por varias ouiras

aspécies de protozodrios flagelados, que distinguem-se do T.cruzi n3Eo
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=6 através de seus vetores, mas peic fato de se multiplicarem em nzio
extra-celular no hospedeliro masm{ferco. Desta forma, estes parasitas s%o
detectados na circulaglc sanguinea 2o longe de tode o perfode de
infecc®o (Vickerman & Barry, 1383). Em decorréncia deste fato, os
sintBmas apresentados nas duas formas da doenga s%c gemelhantes
durante a fase aguda, tornando-se bem diferenciados somente quando
instalado o processo crbnico da infecg¥o. Portanto a alteraclo dos
niveis celulares @ de outros componentes do plasma, £ uma
caracteristica comum destas doengas, zendo demonstrada no inzstante om
gque grandes quantidades de parasitass s¥o detectadss na circulag¥o
(Creenwood, 1974; Assoku & colg, 13877; Cardosco & Brener, 1980: Repka e
cols, 1985 . HintHmaz de anemia 18&m gido demonstrados durante as
tripanosomiases , tante humana quanto do animais, e a severidade
degtes depende da espécie de parasita e de outros fatores pouco
esclarecidos inerentes ao prdprio hospedeiro (ILRAD reports, 189843,

lkede @ cols (1877), através de estudos em camundongos infectados
por T.brucei ou T.congelense, verificaram uma diminuig¢¥o da mela-vida
circulastdria, de eritrdécitos gsingeneicos marcados com radicisdtopo,
guando transfundidos Imediatamente apds a infecgHo. Esse perfodo €
acompanhadeo de um aumento da atividade de macrdfagos (Hurray =
cols,1974a), sugerindo que tais cédlulas podem ser as responsdvelis pela
remoco  dos eritrdcitos da circulagio (Hurrsy ¢ coly, 1974a; lkeds @
cole, 19773,

Cardosoe & Brener £1980), descreveram a ocorréncia de anemia, aldnm
de leucopenlia e trombocitopenia, em camundongos infectados
ewxperimentalmente com as cepas Y e CL de T.cruzi. Este evento coincide

com a fase aguda, gquando grandes quantidadesz de parasitas s%o
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detectados na circulacio. Os sintomas mals acentuadon ocorreram Com &
cepa Y, ® op niveis dos componentes hemaloldgicos retornarasm ao
normal, assim que O©F animaiz entraram na fase crdnica da infecgHo
(Cardoso & Brener, 1980},

Has anemias de oticlogias diferentes, geralments o5 eritrocitos
2%0 lisados no prdéprio compartimento intravascular, porém eoste
fenSmeno raramente & observado durante as  tripanosomfiases (Assoku,
18975, Egieve e cols, 1982%. Nestes casos, a destrufcio de eritrocitos
ocorre provavelmente apds a sua remogio da circulaglo, gquando esates
s¥%c reconhecidos pelog macrdéfagos como alterados ou danificadoz (Hamo
& Holmes, 1975; Durocher & cols, 1975; lkedes e cols, 1977}, Devemos
admitir sntretantoc, gque a anemiz obgervadsa durante as tripancsomiages,
ainda & pouco caracterizada, envelvende diferengas entre hospedeiros,
ou até mesmo entre espdécies distintas de tripancosomas. A import8ncia
relativa de c<cada um dos fatores envolvidos, Ltambdm ¢ bastante
desconhecida.

Além de alteracBes hemstoldgicas, muitos autores observaram que

durante as infecgfBes experimentais de camundongoes com espécies
diferentes de itripanosomas, viarios distdrbios imunoldgicos esntariam
ocorrendo. Dots fenfmenos mals frequentes foram eztudados
inicialmente: a) o aumento da respeosts humoral a antfgenos ndo

relacionados com o8 parasitas, e b)Y a supressio postericor da resposta
a2 varics eztimulos antigénicos.

Diversos bLrabalhos foram elaborados na tentativa de e exwplicar
o8 mecantsmos de supressio observados durante as Lripanosomiasis.
Murray @ cols (1874), através de um estudo debtalhado em camundongos

infectados com T.brucel, concluiram que a imunodepressio estaria



associada com slteracBes do Sistemz Mononuclsar-Fagoclidrio, afotando
paralelamente, a2 func¢¥es de linfdcitos B (Murray o cols, 1874a,b). O
mesmo estade de tolerincia, envelvendso estag cédlulas na regposta a
ant.fgenos T-dependentes e Iindependentes, foi observado por outros
pesquisadores durante a infec¢l¥o de camundongos por T.cruzi {(Clinton e
colg, 1975%; Ramos @ cols, 1978, Através dessaz observacles
estabeleceu-ge que durante a fase aguda da infecgdo, ocorreria uma
ativac¥e policlonal de linfécitos, causande aumento dos nivels de
anticorpos dirigidos contra vérios determinantes. Depois de um periodo
de intensa proliferag¥o celular, ocorreria a exaugtic do sistemz qus
deixaria de responder a outros estimuleos, resultando na imunodepressio
{Clinton = colg, 1975, Cormsini e colg, 1977; Ortiz-Urtiz e cols,
1980). Outra observacio bastante frequente, resultante da ativacHo
policlonal durante as tripanosomfases experimentais, & o fendmeno de
autoimunidade (Kobayakaws e cols, 1979), gque poderia estar favorecendo
a debilitagBo profunda do hespedeirc e btornando-o imunodeprimido.
Estes dados ©L&m incentivado as pesquisas bésicas sobre as
relagBes do hospedeiro com tais parasitas, que normalmente entram em
contato direto com ag células imunccompetentes atravds da circulagHo.
Ramos e cols (1979), por meio de estudos "in vitro”, wverificaram uma
diminuiglo ds resposta mitog8nica enm celulas espliénicas de camundongos
infectados por T.cruzi. De forma interessante, estas células além de

no responderem efetivamente acs agentes mitogénicos, foram capazes de

blogquear a mesma resposta de células de camundongos normais. Ao
tentarem caracterizar o tipo de célula envolvida no fendmenc, o8
autores demonstraram que tal evento era mediado por células

T-gupressoras {(Ramos e cols, 1979). Entretanto, dados contraditdrios
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foram obtidogs posteriormente por Kiserszenbaum (1982), que atribuiu
essa funcHo 3 macrdfagos ativados, provavelmente através da  liberagio
de prostaglandinas.

Simultansamente, foram publicados trabalhos referentes &

existéneia de uma substinciaz supressora, em soros de camundongos

infectados por T.cruzi (Cunningham e cola, 1978, 1820). Uma gérie de
sxper imentos foram elaborados com a finalidade de gze isolar 2
caracterizar esta substincia supressora {(Cunningham & Kuhun,

1980za,b,¢), que culminaram entretanto, com a i{ncapacidade dos autores
em reproduzir os nessos dados, apds 3 rencvagfo de szeus animals de
laboratdric {Tarleton & Huhn, 19843,

Nutros autores confirmaram a ocorrencia de supress¥o, por mesio de
sxperimentos "in vitro”, ao estudarem a resposta mitogénica de
linfocitos obtidos de camundongos infectados por T.cruzi (Kierszenbaum
& Hayesz, 1980; Hayes & Kierszenkaum, 1981; 0O'Daly = cols, 1384,
Lalonde =& ools, 198%), ou utilizandeo células de animals normais
cultivadas =1 presenca de oextrates do parasita {Maleckar &
Kierszenbaum, 1983).

Quantos & ativac¥o policlional, Greenwood (1874) j& havia proposto

inicialmente, que a hipergamaglobulinemia detectada em pacientes com

diveraas formas de maldria = de tripanosom{ases, era devido 2
liberac3o de um mitdgeno especifico para cdélulag B, pelos prdprios
paragitas. Posteriormente, Assoku e cols (1977), publicaram dados
referentes & agsocltagBo da ativagio policlonal com 4dcidos graxos
liberados apds a lise dos parasitas na circulag3o, durante asz

tripanogomfasis Africanas. O fato mais relevante desses trabalhes, fol

a constatac¥o de que essesz dcidos graxos, caracterizados como sgendo
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téwicos para vérios tipos de cédlulas, eram Labdém potentes ativadores
de linfocitos "in vitro”, em concentracBes sub-citotdxicas (Tizard &
Holmes, 1976. Tizard & colg, 1977; Aszsgoku e colg, 1979}, De acordo com
estes fatos, podemos  verificar gue s ativacBo policlonal =
imunogsupressio szt¥o intrinsecamente associadas, pols ambas s
manifestam de forma consecutiva na faze aguds da infeccdo, e um me2smo
fator ativador da resposta imune, pode vir a se tornar tdxico e
depressivo com o aumento da concentragdo.

Atraveés de egtudoz "in vivoe”, Corgini & Costa {1a81y,
demonstraram que =& injeclo de extiratos de formas sangufcolas  de
T.cruzi em camundongos normals, produziu os mesmos efeitos de ativag3o
policlional, geguida de psupressio, oheervadog durante 3 infeccio
axperimental (Corsini & Costa, 1981la,b}.

Todos estes dados L8m incentivado as pesquisas de isclamento 2
caracterizacio imunoquimica de estruturas antigénicas de tripanosomas,
slém das interacBes entre estes parasitas e hospedeiros, observadas
durante as infec¢Bes experimentais. Com relaglo as tripanosomfasis
Americanas, maloresg interesses foram dirigidos para o componentes do
parasita, com atividades bloldgicas diretamenie relacionadas com &
inductio de registéncia e proteglo, ou com o mecanismos de penstragdo
& escape da resposta imune do hospedeiro (Nogueira e cols, 1980,
Erettli, 1982; Hrettli & Brener, 1982; Armidjo, 19845,

Pelo que foi constatado até o momento, parece que apesar da
oxigténcia de uma resposta detectdvel de anticorpos dirigidos contra
componentes de superficie dos parasitas, o hospedeiroc n¥o é capaz de
elimind-los definitivamenite. Vérios pesquisadores demonstiraram gue a

imunlzac¥e atliva ou a transferéncia vasgsiva de anticorpos, confare
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apenas resisgténcia parcial em animals inoculados com T.oruzi {Brener,
1280, Krelttli, 1982; Aradjo & Tighe, 19843,

Ima périe de trabalhoz fol publicada, & reapeito do izolamentoe 2
caracterizacio de antigenos presentes em lisados de diversas formas
evolutivas de T.eruzi (Repks e colsm, 1979, 1880; Colli e cols, 1981
Nogueira e colz, 1981, 1982, Alguns componentes com  atividades
bioldgicas definidas foram descritos, tals como protsases (Bongsrtz &
Hungerer, 1978; Rangel e cols, 1980a.,b) e outros, envolvidos com a
penetracio celular ou registéncia 3 fagocitose (Zingales e cols, 198Z;
Hogueliras, 1982 . Pereira (1982), demonstrou a exisiénoia de  unms
gtividade de nsuraminidase (gsialidas=), provavelments asscclada com
distdrbios observados na fage inicial da infecglo experimental de
camundongos por T.cruzi (Pereira, 1983a,b). Embora n%eo tenha sido
igolada a enzima, exigtem evidéneclas de gue esta atividade esteja
diretaments relacionada com a glicoproteina de 20.000 daltons (90K},
degcrita anteriormente, como sgendo uma estrura de superficie do
parasita {(Nogueira, 19833.

Diverzos pardmetrog que foram constatados, apdiam a hipdtese de
ocorréncia da atividade de neuraminidase de T.ecruzi: al Moléculaszs de
dcido Sidlico s5%o liberadas de glicoproteinas ou da supericie de
eritrocitos, durante a incubacHo "in wvitro”, em presenca de f{ormnas
tripomastigotas (Pereira, 1983a); b) Este efeltc £ blogueado pela
adigdc de subsiratos egpecificos ao sistema {Psreirs, 196830) ; o3
Eritrocitos de camundongos infectados, ou depols do contate "in §itra”
com formas tripomastigotas, %o aglutinadeos pela lectina de amendoim
(Arachis hypogasea) (Pereira, 1983a,b), a qual liga-sze especificamente

a residuos de D-galactose existentes om estruturas de guperffcie dos
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eritrocitos, somente apds a remoglo de dcido Sidlice (Lotan e cols,
19753; dY Recentemente, o mesmos ofeitos foram demonstrados sobre
célulag sndoteliais & de miocdrdio de ratog, durante o culiivoe ns
presenca de formas tripomastigotas de T.eruzi (Libby e cols, 1886).

A exigténois de atividade de neuraninidase tambdém fol zugerida
para as tripancsomfasgses Africanas, com a observaclo da elevacio dos
niveis de dcido Sidlico no plasma e diminuic¥do na superficie de
eritrocitos, durante a infeccfo ds animals com T.vivax (Esievo & cols,
189823 . Aldm disso, o3 dadosz mencionados anteriormente, sobre o
decrédscimo da vida nmédia dog eritrocitos durante a infecglo por
T.congolense o T.bruceti (lEede = cols, 1877y, pu oz distirbios
hematoldgicos observados na infecglo experimental por T.cruzi (Cardoso
& Brener, 1980}, parecem convergir para © mssme ponto om  guestio.
Todos esgez fendmencs foram observados na fazme sgudas da  infecgio,
guande gquantidades macigas de parasitas entram em contato COm
componentes plasmiticos. A remocHo destas células da circulagfio, pods
egtar asssociada a alteragles provocadas por produtos dos tripanosomas,
dentre os quals a prdpria neuraminidase.

Esta amplamente estabelecido, gque =2 remoglo de dcido Bidlico da
superficie de c<dlulas, ou de glicoproteinas plasmédticas, diminue
drasticamente a vida média destes elementos na circulacio, sendo o=
megnos sequestrados principalmentie pelo figado 2 pelo bago {(Gattegno e
colg, 1974 Durccher & colae, 1975:. Bocci, 19761}, Entretantoc outros
fenBmenos podem resultar também da remogHo do &dcide Sidlico de
superf{cies celulares, taig como: a) Ativac3Bo da via alternativa do
complemente por eritrocitos {(Fearon, 1978; Rademaker e coly, 1981,

Hrown e colz, 1883); bl ModificacBes na imunogenicidade = na



reatividade antigénica de eritrocitos e linfocitos (Grothaus = cols,
1971; Bird & Wingham, 1%71; Rosenberg e cols, 1972; Barth & Singls,
1974); ¢} AlteracBes no padric de recirculacio de linfocitos (UWoodruff
& Gesner, 1969; Samloweki & cols, 1984, Rosen & cols, 1985%) ou de
estimulaglo dos wesmos por mitdgenos (Hovogrodsky e colsz, 1975,
Sharon, 19833.

Lk matoria das estruturas de superffcie celular contendo
polissacar{delios acoplados, apresentam-se ricaz em dcido HNeuraminico,

gue frequentements ocupam a pogigHo disgtal em relaglo a0 plano da

membrana {(Spiro, 1963a,b; Corfield & Schauer L1379}, Os radicals
fcidog destas moldculas g0 degprotonasdos em pH fiszicoldgico,
conferindo carga negativa as cdlulas (Nordling e cols, 1972). Esta
condicBo, torna pouso acegsivels determinadas esstruturas  de

superficie, e por egssa razio, az moldculag de dcido Sidlico devem
participar ativamente nas interacBes celulares gque ze fazem airavés de
receptores de membrana {(Czop e colg, 1978; Jancik e cols, 1878:; Hood
e cols, 1978}, Alguns ensaioz tém sido slaborados recentemente, com o
ebjetive de se constatar a real importincia do dcido HNeuraminico e
outros carboidratos, na integridade das estruturas gue participam de
interagBes wmoleculares e celulares, e que compfem uma resposta imune
efetiva (Ropen e colsg, 187%; Sharon, 1983, 19284; Samlowskl o cols,
1984; Klerx 2 cols, 19861,

Baseando-me nog fatos relatasdos, o presente itrabalho Ferd
reallzado com a finalidade de estudar a atividade de neuraminidase de
T.cruzi sobre eritrocitos 2 célulazs mononuclesres, atravésg da
interagiio com a lectina de amendoim {(A.hypogaea’. Utilizou-se <omo

fonte de neuraminidase, as formasz Lripomastigotas cobtidaz de



sobrenadantes de culturas de células Hela, infectadas com a cepa Y de
T.cruzi. A partir desze material preparou-se suspensBes de parasitas
ou exiratos dos mesmosz, que foram utilizados nos testes de detecs®o da
atividade de nesuraminidase sobre cdélulaz, @ de inibicfo desgta, por

ant i~ goros obtidos de camudongos infectados experimentalmente.
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2. MATERI11 A1 S E EE£TODOS

2.1. OBTENCKD DE CgLULAS

2.1.1.Célulag Humanag: Eritrocitos e células Mononucleares (MDD
humanos, foram obtidos de amostras de sangue periférico de individuos
normals, colhidas com heparina (10 U/ml -~ Roche, Frangsa?. Amogbras de
10 mi de gangue foram centrifugadas a 400 % ¢ {J21C-Beckman,USA), por
10 minutos, a 42C, e og leucocitos localizados na porgio superior do
sedimento, foram aspirados com auxf{lio de ums pipeta Pasteur o
removidos para outro tubec, contendo 2 m! de SclugZBo Salina Balanceads
de Hanks (HBSS ~ pH 7,2}, preparada de acordo com Dresser {1978). Esta
suspensdc de células fol centrifugada a 700 % g, 20 min, scbre igual
volume de soluglo de Ficoll-Hypaque (2,5 partes de Ficoll 10% -~ Sigma,
USA + 1 parte de Hypague 50% - Winthrop, USA), de densidade igual a
1,077 g/ml {Bovum, 19763 . Depois da centrifugacfo, ag células HMH
localizadas na interfase do gradiente foram aspiradas e colocadas em
outro tubo., Egtas foram entfo lavadas por I vezes em HRES, a 400 = g,
5 min, © ressuspensaz no final, a uma concentracio de 4 106
célulag/ml na mesma solucios. O zcérto da concentracio foi  reatlizado
através de contagens de cédlulas ao microscdplo, em cBmarsa
hemocitondtrica de NHeubauer (Herka, Al . Ocidental).

Parte do sedinento de eritrocitos, resultante da

centrifugacdo da amostra inicial de sangue, fol =zeparada em ouiro tubo
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2 oz eritrocitos forasm lavados virias vezes em SolugHo Salina
Tamponadsa (PBS = Hall 0O, 15K, PQ% O,018 - pH7,2), a 400 = g, 5 min.
Ands estas lavagenz, oz eritrocitos foram regsugpensos 3 ceoncentragio
final de 5% em volumes, no mesmo tampio.

Az suspensfes de eritrocitos & de células MN, foram sempre
utilizadags imediatamente apds a sua preparagio. Em alguns experimentos
com eritrocitos, selecionou-se doadores de grupoes sanguineos ARO & Rh

conhesidog,

2.1.2.Célulaz de Camundongos: Determinadog experimentos foram
realizados com células de camundongos de linhagens Isogénicaes, CBA,
CH7BL10 @ de seus hibridos (CBA »x CS57BLIOXF1, fornecidos pelo Biotério
Contral da UNICAMP, e mantidos em nossas depend8ncias.

SuspensBes de eritrocitos e de células ¥N foram preparadas
da mesma maneira gque ag cdlulas humanas, a partir de amogiras de
sangue colhidas do plexo bragulal . Células de bage também foram
colhidas dos camundongos, apds deslocamento cervical. Os orgdes foram
colocados em tubos, contendo 2 ml de HBES e depois ds compressio dos
maesmos contra o fundo dosz tubos, com asuxilio de um 8nbolo de vidro, ss
células em suspensio foram removidas e centrifugadas sobre gradiente
de Ficoll-Hypague {(d = 1,077 g/ml), de forma idéntica &as células
humanas. Finalmente, as cdlulas foram lavadas em HBEE, a concentracio

6

celular  foi acertada para 4 w 10 célulag/ml, e utilizadas

imediatamente nos sxperimentos.
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2.2. PREPARACXO DA LECTINA DE AMENDOIM (PHA)

2.2.3. A lectina de amendoim (Arachis hipogaeae) ¢ amplamente
utilizadas na deiscelo de residuocs D-galactozidicosz, encontrados
freguentemente na estrutura de glicoproteinas ou de glicolipidecs de
gsuperficies celulares ou do plasma (Glossmann & Heville 1871: Sharon,
1983). A gequéncia esquenatizada a seguir, representa o protocolo
de preparacio do extrato de amendoim, contendo astividade de lectina,
gegundoe metodo de Lotan e cols (19753, com  algumas modificacles

{Esquema [).
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0 extrateo concentrade com Sulfato de Aménie (PRA -~ 113,
depoisz de dialisado contra PBE, apresentou-se turve & com colaragio
sscura apds congelamento. Este asgpecto persistiu mesmo depois de
centrifugacio a 10,000 » g, por 20 min, 2 por esta razfo procedeu-se a
precipitac¥o com Acetonz B80¥% . No final, depois de nova didlise,
obteve-ge uma solucdo limpida 2 de coloraclo castanho-claras (PHA-I11}),
que fol esterilizada por filtrac%o (Millipore 0,22 wum -~ USA) e
armazenada em aliquotas, a -202C. As amosiras permansceram eostdveln,

sem decrdacime do titulo hemsglutinante por maig de um ano.

2.2.2.Caracterizaclo dos Extratos: As dosagens de protefnas foram
realizadas nas trés preparac@es de PHA, pelo mdétodo de Lowry o cols
(1951, modificado por Schacterie & Pollack (19725,

Para os testes de atividade de lectina, utilizou-seo
eritrocitos humanos (U, Rht+}, tratados ou n%o com neuraminidage de
C.perfringens (Type VI - Sigma, USA). Em um tubo pléstico (7 = 40 mm},
adicionou-ze 0,2 ml de suspensio de eritrocitos a 5% em PRS-pH 7.2, a
igual! wvolume de neuraminidase (10 mU/ml? dilufida na mesma solugio.
Egta mistura foi incubada a 372C, por 1 hora e depoig de centrifugads
a 400 wx g, por 5 min, degcartou-sze ¢ sobresnadante. 0Oz eritrocitos
foram entBo lavados por centrifugacio, 3 vezes em PBSE. Depois de
lavados, ressuspendeu-ge o8 eritrocitos & concentracfo final de 2%, en
PBS contendo 0,2% de soroalbumina bovina (BSA - FracHo V-Sigma, USA).
0 controle contendo apenas eritrocitos em PRS, recebeu o mesno
tratamento, desde o infclo do experimento. Estas suspensfes foram

gntBo utilizadas na titulagio dag amostras de PHA.
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Em placas de microaglutinac¥o de fundo cBnico (Costar,USA),
contendo 0,025 ml de PBS por orificio, foram feitap diluicBes ceriadas
de cada amostra, com suxilio de alcas diluldoras de Takatsi {Inlab,
Brasil) de 0,025 ml. As amosiras foram diluidas em duplicatas, sendo

que uma fileira recebeu por orificio, 0,025 ml de eritrocitos a 2%

tratadog com neuraminidase. A outra fileira racebsu as mesmas
quantidades por orififcic, de eritrocitos tratados apenas com PBS. As
placas foram agitadas por rotag¥o durante zlguns gegundos, e depoils

mantidas em repouse 3 lLemperatura ambiente. Efetucu-se as leituras,
apog  uma hora 2 os resuliados positivos foram expressos em Gtitulos
aglutinantes dos extratos, considerando-sgse a malor diluicio capaz de
aglutinar o8 eritrocitos.

Além da detecg3o da atividade aglutinante dos extratos
foram real izados tambdém, testes de inibig3o da lectina por
carboidratos conhecidos. Dezta forma, algumas gugpenglos de
eritrocitos foram preparadas em PBS, contendo D-Galactose, Lactose,
D-Clucome ou Sacarose {(Sigma, USAY em diversas conceniracfes, antes da
distribui¢Bo na placa de microaglutinag3s. Considercu~se inibidora, a
concentrac¥o de agidcar capaz de bloguesar a aglutinac3o de eritrocitos
tratados com neuraminidase, reduzindo oz titulos de diluic¥o dos

extratos em maig de 4 casas.

2.2. OBTENCEKO DE FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T.cru=zi

Amoztras enriquecidas de tripomastigotas foram obtidas de
sobrenadantes de culturas de células Hela, infectadas com T.ecruzi

{cepa Y), através da cenirifugac¥o sobre gradiente de Ficoll-Hypaque.
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Culturas de células Hela, mantidag por passagens periddicas

de 3 a4 diag em meio RPMI 1640 (Giboo, USAY, contende 10% de sgoro

fetal bovino (FC5; Hicreobioldgica, Brasil), foram inoculadas
inicialmente com formas iLripomastigotaz, obtidas de plasma de
camundongos infectados com T.oruzl, colhidos durante o pilco de

paragitemia. As culturas foram mantidesy =m frascos estdreis a 3720, em
eatufa de atmosfers dnmida & 5% de CO {Newbrunswick,USA2, por um
perfodo de 6 dias. A partir doz sobrenadantes destas culturas contendo
grande gquantldsasde de paragitas, novas partidas de cdlulag foram
infectadas, estabelecendo-ge agsim uma culbtura sincronizads.

flg sobrenadantes de virias culturas (200 a 300 mi}, f'oram
aspirados a cada 3 ou 4 dias, e centrifugados a 1.700 % g, por 10 min.
Apds a remogHo dosg sobrenadantez, oz sedimentog gue continham cdélulsas
e parasitas, foram reunidos em um mesmo tubo, ressuspendendo-ge em 10
g 1% ml de RPH! 1640 gem soro. Além de formas tripomastigotas, esia
suspensic continha cédlulag Hela, destacadas do fundo doz frascos de
cultura e formas amastigotas liberadas em consgequdnecia do rompimento
do algumas destas células.

Amostras contendo cerca de & ml desta suspens¥o concenirada,
foram colocadas em tubos, sobre 3 ml de soluclo de Ficoll-Hypague de
densidade igual a 1,060 g/ml {Titte 2 cols, 1982). Oz tubos foram
ent¥o centrifugados a 1.700 % g, por 30 minutos a 42C, e no final,
todas as fragles do gradiente foram aspiradas de acordo com o esquema

a seguir (Ezquema [I1):
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ESQUEMA 11:

SUSPENSAD DE —_ fracio 1
CELULAS + SUBRENADANTE
PARASITAS

(& ml) 1.700 u g fragio 2
> bymt—I INTERFASE

30 min, 4eC £y :
FICOLL~HYPAQUE ' L fragio 3

d: 1,060 ABAIXO DA INTERFASE

w . . Pragfio 4
SEDIMENTD

Estas frag®es foram lavadas separadamente por 3 vezes em
HBES, a 1.700 x g, por 10 min e no final, o3z sedimentos foram
ressuspensos em 1 m! desta solucBo. Determinocu-gse ent¥o o numero de
células e parasitas, através das contagens de cada amostra ao
microgscopio, utilizando-se c8mara hemocitoméirica de Neubauer

Nos experimentos com tripomastigotas vidveis (TV), estés
foram mantidos em HBSS e utilizados imediatamente apdés a oblenc3o.
Entretanto, as preparac¢Ses de parasitas lisados, foram mantidas em PRS
ou HBSS e congeladas a -202C, até o momento de uso. As amostras

enriquecidas de tripomastigotas, sempre foram ajustadas a uma

concentrac@o de 5 x 107 parasitas/ml}.
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2.4. EXTRATOS DE TRIPDMASTIGOTAS

Az vidrias amogtras enriquecidas de tripomasgtigotas
armazenadas a ~202C, qguando descongeladas 3 temperatura ambiente
apresentavam particulas em suspens3o, equivalentes = agregades de

fragmentos de parasitas lisados. Apds a homogeneizaclo com o auxilio

de uma pipeta Pasteur, adiclonou-ge um inibidor de proteages,
Fenil-Hetil-Sulfont! Fluorets (PHEFY, & concentracis final  de  imM,
Estas suspensfes receberam 3 denominagio de Extrate Bruto de

Tripomasztigotas (EBTY, gue apezar do aspecto turveo, desapareceram os
agregados.

A centrifuga¢¥o do EBT a 10.000 g, 19 min, @ 42C, resultou
am 2 fragBes: um sobrenadante Ifmpido & um sedimente viscose. Ambos
foram geparados e o sobrenadante recebeu z denominac¥oe de Extrato
Solivel de Tripomastigotas (EST); o sedimento, depoig de ressuspenso
no wvolume inicial, em PBS ou HBSS contendo PHMSF inM, foi denominado
Extrato Insolidvel de Tripomastigotas (EIT). Estes extratos ERT, EST e
EIT, e em algumas ocasiSes, sugpenstes de TV, foram utilizados nos
experimentos, de detec¢¥o da atividade de neuraminidase de T.cruzi,

gchre eritrocitos ¢ cédlulas ME.

2.5. ATIVIDADE DE NEURAMINIDASE

Todos o8 experimentos em que pretendia-se manter =]
viabilidade de tripanosomas ou de células MN, foram realizados em HESS
fpH 7,2, 08 demaiz testes com eritrocitos e extratos de tripanosomas,

foram realizados com PRS. O controle positivo era constitufdo de uma
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solugdo de neuraminidase de C.perfringens (NCp), contende 5 wml/mi.
Qualquer gque seja o tamp¥c utilizade, em todas as preparacfies,
adicionou-~ze PHEF 3 concentrag¥o final de imM, execetuando—se aquelas

em que a sua omizs¥o ou adig¥c de oubros compostos foi especificada.

2.5.1. M ividade sobre eritrocitos: Em tubos plésticog (10 »x 50mm),
foram adicionadeos 200 ul de suspens¥o de eritrocitos humsnosz ou de
camundongos, a 5% em PBS e apds centrifugacHo a 400 » g, 5 min, os
sobrenadantes foram aspirados. Foram adicionados ac sedimento, 200 ul
de suspensdo de TV ou dos extratos EBT, EST ¢ EIT & oz controales
raceberam igual volume de tamp¥o ou de NCp. Oz tubos foram eontio
homogensizados e incubados em banho-maria a 372C, por védrios periodos
de tempo. No final das tncubagBes, os eritrocitos foram lavados 2
vezes em PBS, a 400 % g, 5 min, e ressuspensos a 2% em PBS~-BSA 0,2%

A atividade de neuraminidase sobre os eritrocitos foi
detectada através da aglutinac¥o pela PHNA, baseando-se na mesma
metodologia utilizada para a caracterizac¥o da lectina, descrita

anteriormente.

2.5.2.Atividade sobre Células MN:O procedimento para a incubagio
dag cdlulas HHE com TV ou com ERT, EST o EIT, foram gemelhantss ao
utilizado peara og eritrocitos. Entretanto, as leituras dos tftulos
agiuntinantes de lectina foram efetuadas ao microscdpico comum, entre
l&8mina e lamfnula. Antes da adic%o da iectina, a wviabilidade das
ceélulas fol verificada pela exclus¥o por Azul de Trypan (Sigma, USA},
0,4% em PBS despresando-se as preparacfes com viabilidades celulares

abaixo de 70%.
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Z2.6. ATIVIDADE HEMOLITICA E CITOTSXICA

No decorrer dos experimentos, observou-se a ocorréncia de
hemd] i se 2m alguns tubogs contendo eritrocitos e extratos de
tripomasitgotas. Apds a repeticio controlada dos mesmos, congstatou-sge
que asta stividade hemolftica era devida a algum fator liberadcs pela
lise dos parasitas. Desta forma, em alguns experimentos mediu-se a
atividade hemolftica, simultaneanente & de neuraminidaze, nos
sobrenadantes das primeiras lavagens dos eritrocitos, depois das
incubacBes com og extratos sob condicBes egtéreism.

Determinou~-se a atividade hemolitica nos sobrenadantes, por
meic da leitura espectrofotoméirica das abgorbinclas, em comprimento
de onda igual a 420 nm. As leituras obtidas foram transformadas em
porcentagens de lise, pela multiplicag®o por um fator, que foi
calculado a partir de uma curva padr3o de hemdlise. Esta curva foi
tragcada com os resultados das lelituras doz sobrenadantes, obtidos apos
a lise de quantidades conhecidas de eritrocitos com dgua destilada.

Em decorréncia dessa atividade zobre eritrocitos, testou-sme
também =z viabilidade de ¢élulas MN, apds incubaclo em presenca de
tripomastigotas vidveis e lisados. Amostras de 20 microlitrosm de
suspenstes de células MN, foram misturadas com igual volume de uma
solugdo de Azul de Tripan 0,4% em PBS. A porcentagem de células
vidvels foi determinada através de contagens ac microscédpio comum, om

c@mara de Neubszuer, apds cada perifodo de incubacBo,
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2.7. INIBICXD DA ATIVIDADE HEWOLYITICA

Alguns testes comparativos, das atividades de neuraminidase
2 hemolitica, dos extratog EST e EIT sobre eritrociios, foram
elaborados em presenca de certas subst8ncias ou apés desnaturacio pelo
agquecimento.  As  substincias utilizadag forasm: Etilenodiasmino-
tetracetate de Sddio (EDTAY 15 mM; Azids Sédica (HaN Y0,1%
Fenitl-Hetil-Sulfonil Fluorsto (PESFY I1mM (todos adiguiridos de Sigma,
USAY: e Xcido Epsilon-Aminocaprdico (E-ACA)Y 20 mM (NIKKHO, Brasil).
Algumas amostras de EST e EIT, foram tratadas por aquecimento em banho
de dgua fervente, durante 5 minutos, sem adic%c de substincias
inibidoras., Apds incubac¥o dos eritrocitos com oz exiratos, a 2372C por
8 horas, z atividade hemolitica foil determinads nos sobrenadantes gque
foram separados por centrifugac¥o. O sedimentos de eritrocitos,
depois de lavados em PBS, foram ressuspensos a 2% em PRS-BSA 0,2% e

utilizadogs nos testes de detecclo da atividade de neuraminidasze.

2.8. 1IRIBICEQ DA ATIVIDADE DE REURAMINIDASE POR SOROS DE
CAMUNDONGOS

2.8.1.0btenc8c dos Soros: Amositras de soros de camundongos foram

obtidas de Thibridos (CBA x CB7BLIOMFI, infectadozm com =2 cepa Y ds

T.cruzi. Virios lotes de camundongos de 2 meses de idade, machos e
fémeas, foram inoc¢ulados intraperitonialmente, com 100 formas
tripomastigotas, em um volume de 0,1 ml de PBS., Constatou-s=e a

Iinfeccfo em cads animal, 10 a 12 dias apds a iInoculacio,



mat /met 25

determinando-se os niveis de parastiemia (Brener, 1962), em amoshras

e pangue colhidas pela cauda. Ao redor de 42 dias (62 gemana) de

infecgdo, o animais foram sangrados pelo plaxo braqguial &
gaerificados. As amostras de sangue obtidas de cada lote de
camundongos foram mantidas a 42C, para a retraglc dos codgulos, e

depois centrifugadas a 1.700 % g, por 20 minutos. Oz diferentes lotes
foram separados em alfquotas de 1 ml, e depois de inativadoz a 5620
por 30 minutos, foram liofilizados e armazenados em refrigerader, a
42C. Ho momento da utilizacHo, az amostiras de zoros liofilizados,
foram recongtituidas no volume original com dguam destilada eostéril.

Alguns lotes de soros de camundongos normais foram obhidos
de maneira idé&ntica, a partir de animais de ambos op sexos o de mesma
idade que oz infectados no momento da colheita do sangue.

Oz titulos de anticorpos contra formas tripomastigotas de
T.eruzi, foram determinados por imunof luorescdncia  indireta,
ut.ilizando-se Igt de coelho conjugada com  Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC), anti-gamaglobulinas de camundongos, preparado de

acordo com Camargo (1968) (Lima & da Silva, 1970).

2.8.2.Teste de Inibicg¥o: Oz testes de intbic¥o da neuraminidase
foram realizados, utilizando-se o maspoe método de detscc¥o  da
atividade do EST gobre eritrocitos humanos. Desta forma, adicionou-ge
50 ul de soro de camundongos normais (SNC)Y ou infectados (5CIY, a cadsa
tubo contendo 200 ul de EST o eritrocitos a B%. Oz coniroles continham
o extrato ou PBS junto com eritrocitos, pordm sem soro. Estas misturas
foram incubadas a 37°2C por 12 horas, e depocis de lavados, os

eritrocitos foram ressuspensos 3 concentracio de 2% em PRS-BEA 0, 2%
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Procedsu~-se ent¥o a determinac¥o do titulo aglutinante de PHNA, de

forma id8ntica 3 descrita anteriormente.

2.8.3.Absorc8o dos Sorog: Alguns lotes de 3CI foram absorvidos com
preparagfes enriquecidas com formss tripomastigotas de culturas de
cglulaz Hela, obtidas pela centrifugac¢do sobre o gradients de
Ficoll-Hypaque. Amostras de 0.2 ml de soro foram misturadas com 108
tripomastigotas vidveis, em tubos plésticos (10 x 50 mm) que foram
mantidos em banho de gelo, a 42C, por 1 hora. Depois desse perfodo, osm
tubos foram centrifugados a 1.700 % g, por 20 minutos, a 42C e oz
sobrenadantes livre de parasgitass, foram utiiizados nos testes de
inibigdo da atividade de neuraminidase gobre eritrocitos. Aldm da

abgorg¥o com tripomastigotas, amostras desses lotes de soros Fforam

abgorvidas de forma idéntica, com misturas de célylas Hela & fornmas

amastigotas, agsim como com amoptras de sritrocitos humanos, a 20% em
volume.
Apds as absorgles, os titulos de imunoflucrescdncia indireta

contra formas tripomastigotas, foram determinades novamente.

2.8.4.Passagen dos Soros em Coluna de Sepharose-Protefnz A  (aph):

Uma coluna de pléstico (15 » 20 mm), contendo ne seu interior,

aproximadamente 5 ml de Protefna A-Sepharosge (Pharmacia, Sudcia)

previamente hidratads, fol sguilibrada com tamp¥o Fosfato (KH PO o+
Na HPD , Merck, Brasil) 0,1 ¥, pH 8,0.

Vérias amostras de diferentes lotes de SCI foram reunidas emnm

um volume de 6,2 ml, ao qual adicionou-sze 2 ml de Tamp¥o Fosfato O,1¥,

PH 8,0. Em seguida adicionou-se 0,1 ml de tamp¥o Tris-HC! 1H (Trizma
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Base, Sigma, USA), pH 8.5, resultando em uma amostra de soro
ligeirsmente dilufda, cujo pH no final, apresentou-se igual a 8,0,
Esta amostra fol aplicada na coluna em fluxo lento, de forma gque
o tempo de passagem fosse retardadeo, permitindo o contato do material
com 0 imunoadsorvente durante 20 minuteog. 0O materizl n¥o adsorvido foi
recuperadoc , e a paritir de ent¥o, a coluna foi lavadas exaustivamente
com Tamp3eo-Fostato, até que a leitura espectirofotomdirica da
absorb8ncia ( A = 280 nm} das amostras fosse inferior a 0,05,

0 material adsorvido & coluna fol removido pela passagem de
Tamp#o Glicina~HCl O,2M (Glicina, Sigma, USAY, pH 2.6 . gendo
recclhido em volumes de 1 mi, em tubos sgeparadeos. Depois da
neutralizacgBo do pH destess amogtras, foram selecionados os tubos
contendo as malores concentracBes de protefnas, através da medicdo das
absorbénciag. Desta forma, constatou-se a presenga do material que foi
removido da coluna em 14 tubos, ou zeja, em um volume igual a 14 ml.
Os materiaiz contidos em 10 destes tubos, apregentando as maiores
concentrag@es proteicas, foram reunidos em uma iUnica amostra.

As duas fra¢8es recuperadas da coluna de sphd, foram
dialisadas com PBS, depois de vdrias trocas de tamp¥o, durante o
perfodo de 48  horas., Estass ameostras foram ent3oc armazenadas em
al fquotas, a -802C, até o momento do uszo em testes de inibic¥o da

atividade de neurasminidasse sobre eritrocitos,



2. RESULTADOS

2.1. QOBTERCXQ E CARACTERIZACED DA PHA

0 método de purificac3o da lectina de amendoim (PHAY, proposto
por Lotan e cole (1975, pode ser coneiderades bastante scessfvel.
Entretanto alguns auteres afirmam que ¢ axtrate s=zalins, depois  de
concentrade com Sulfate de Amdnio, pode ser utilizade de forms
gatisfatsria, em bestes de aglubinagBo, para s detecclo da  atividads
de neuraminidase {(Luther e cols, 1983; Pereira, 1983h). Na Tabela 1,
estdo indicados os resultados das dosagens de protefnas e oz +tfitulos
agiutinantes, dos extraztos obiidos de acordoe com o agquena descrito
anteriormente . Como podemos observar, somente oz eritrocitos btratados
com neuraminidase, s¥o aglutinados pela lectina, que estd presente nas
trés fragBes. Oz rendimentos foram expressos em porcentagens de cada
amostra em relacHo ac extrato bruto inicial {PNA-TY, calculadas
aegundo a formulsas

ATIVIDADE ESPECIFICA ¥ PROT.TOTAL X 100

ATIV.ESPEC.da PNA-1 X PROT.TOT.da PNA-I

Ao compararmeos os rendimentos dasg fracBes PNA-I1 e PHA-IIT,

que apresentaram-se ao redor de 90%, com a quantidade inicial de

lectina da fracg¥3o PNA-I, podemos verificar que toda a atividade



aglutinante foi recuperada. Estas fragSes foram reconstitufdas apds =
precipitagio, em volumes aproximadamente quatro veres menores gue o 4a
frac¥c PHRA~I (de 1.100 m! para 250 m!). Entretanto, a atividads
aglutinante em ambag, de forma coincidente, também foi quatro vezes
maior que a atividade inicial da PHNA-I (25.600 e 6.400 UA/mi,
respectivamente) em termos de tftulos de aglutinac¥o {(Tabelas 1).

A aglutinacH8o de eritrocitos tratadog com neuraminidase, pela

fragdo PHA-I!1l, fol testada em presenga de macarideos conhecidoz. De
acordo c¢om =z Tabela 2, podemos observar que houve inibig¥o
significativa da aglutinac¥eo, somente pelos agicsres, D-galactose s

Lactose, para os quais, a lectina tem especificidade (Lotan = «cols,
1975). Na presenca de D-glucose e Sacarose oz Ltitulos aglutinantes
foram iguais acs do contréle sem sacarldeos.

Através destes dados, confirmou-se a presenga da lectina na
frac3c PHNA-III, pois esta foi capaz de interagir com a membrana de
eritrocitos, =zomente apds 2 remocHo enzimidtica de moldculas de scido
Heuraminico (Tabels 1), aldm de que, esta interagBo fol bloqueada
eapecificamente por agicares gque continham D-galactose em suag
egtruturas (Tabela 27.

D8 eritrocitos humanos foram utilizados nos axperimentos de
detecgdo da atividade de neuraminidase de T.cruzi, peis estes s3Fo
muite susceptfveis 2 aglutinac¥o pela PNA, atingindo tftuloz elevados

(1/25.600) e tornando desta forma, o testes bagtante gengivelis.



TABELA § - Atividade aglutinante dos extratos de amendolm
{3.hypogaea’ sobre eritrocitos humanos apds incubagio
com PBS (E~PBS) ou com Neuraminidase de C.perfringens

(E~NCp}), a 372C por 60 min:

EXTRATOS % PNA-I PHEA-II PHA - III
Tituleo
Aglutinante de E-PBS NEG HEG NEG
E-NCp 1 7 6.400 1/25.600 1/25.600
Conc. Proteinas {mg/ml) 23,4 13,2 12,5
Vol. Total ¢ ml D 1.100 250 250
Prot. Total ¢ mg 2 25 740 3.300 3.125
Unidades Aglut. (UA/ml)# &.400 25.600 25.600
At iv. Eppeci(f. {UA/ mg? 273 1.8324 2.048

Rendimento Total da
At ividade (%7 100 90,8 91,0
* PHNA-1:. Extrato bruto em Salina (NaCl 0,15 M}. PHA-11: Precipitado
com (NH4)Z 504 a &0% de saturagio; PNA-11l: Precipitado com Acetona
80%, =a - 20:=C. # Congiderou-se o© n? total de Unidades
Aglutinantes como sendo o inverso da maior diluic¢¥o capaz de aglutinar
oz E-NCp. T Porcentagem de Atividade Total recuperada em ralac3o

ac extrato bruto intcial (PNA-1Y.



TABELA 2 ~ Inibic8o da aglutinaclo de eritrocitos vpela fracio

PNA-111 na presenca de sacarideocs:X

SACAR{IDED TLTULD AGLUTIHANTE
D-Galactoze i/ 1.600
Lactoge 17 1.600
D~-Gliucoge 1725 600
Sacaroge 1725, 600
zem sacarideo 1725 . 600
* Eriltrocitos humanos foram tratados com HNeurazminidase de

C.perfringens (E-NCp), em condi¢Bes identicas 3s da Tabela 1
antes do teste de aglutinac3o pela PNA |, na presenga de

sacarfdeos conhecidos {(concentr. finzal de 150 m¥Y.



2.2. SEPARACKO DE TRIPOMASTIGOTAS EM GRADIENTE DE FICOLL-HYPAQUE

Durante a padroniza¢Zo do método de obtengio de formag
tripomastigotas a partir dos sobrenadantes de cultura, foram
real izadas as contagens de cédlulas Hel.a @ de paragitas

{(tripomastigotas e amastigotas), antes e depois da centrifugacio sobre
o gradiente. Na Tabela 3, podemos observar os resultados das contagens
obtidas em cinco amosiras diferentes. Os valores foram expresszos em
nimero total de cada elemento, contido em uma mesmza fraclo do
gradiente, aoc lado dags porcentagens destes, em relaglo ac mimers total
de células o parasitas.

2 Dbanda formada na interfase, depois da centrifugac¥ec do
gradiente, apresentou-se enriquecida em 90% de tripomagtigotasy,
contende aproximadamente 10% de amastigotas e praticamente livre de
células Hela {(<2%)., A obgervac¥o dessas amogtras ao microgcdpio,
revelou a presgenca de formas flageladas intensamente ativas, indicando
que a viabilidade dos parasitas permaneceu inalterada durante todo o

processo de separaclo.
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2.3 DETECCXO DA ATIVIDADE DE NEURAHINIDASE HAS VERIAS FRAGQTDES DO
GRADIENTE DE DENRSIDADE

A atividade de neuraminidase sobre eritrocites humanos, ot
testadas em cada fraclo separada pelo gradiente de Ficool-Hypague. De
acorde com a Tabsla 4, podemos observar que depols da incubaclo dos
eritrocitos por &, 8 & 12 horas, o 3750, 2m presenca dessgas  fragiee,
gomente agquelas enriguecidas de formas tripomastigotas (290X} £ qgue
apresentaram atividade evidente (1/32, 1/64 e 1/128 para cada tempoX.
Nos sobrenadantes, livres de células e parasitas, n8o fol posgivel
detectar-s2 atividade de neuraminidase, atravds da aglutinagio com a
PHA. Ho gedimento, contendo grandse guantidades de cédlulas Hels & de
amastigotas (+50% e +40% resgpectivamsente), tambdn ndHo foi detectads 2
atividade gobre eritrocitor. Uz titulos de 172 ¢ 174, obtidos com =
frac8o localizada na regido abaixo da interfase do gradiente, depols
de 8 e 12 horas de incubag¥o, podem ser atribufdos & quantidade
remanescente de Lripomastigotas{(+Z0¥) (Tabela 4).

A partir destes dados, amostiras enriquecidasg de

tripomastigotas de culturas de cdlulag, foram uttlizadas como fonte de

material, contendo atividade de neuraminidase de T.eruzi. HNestas
amogtras, que poderiam ser constitufdas de parasitas vidveis ou
lipados, foi adicionado um inibidor de proteases,

Feni{iMetilSulfonll~-Fluorseto (PHMSF), a concentracio final de 1 m¥M.



TABELA 4 - Atividade de neuraminidase das varias fracBes obtidas
pelo gradiente de ficoll-hypagque, sobre eritrocitos

humanos, detectads pela aglutinag¢Bo com a PHA:

INCURACXO DE ELEMENTO TITULD AGLUTINANTE DE PNA %X
ERITROCITOE COM: PRESENTE % apds &h apdsz Bh apds 1Zh
SOBRENADANTE - NEG HEG REG
IRTERFASE 30% tripom. 1732 1/64 17128
ABAIXO Da 20% tripom. NEG 1/2 174
INTERFASE 5% amagbig.
SEDIMENTO &% tripom.
40% amastig. NEG REG HEG
50% Hela

* Porcentagem media de celulas e parasitas determinadas em cadsa
amosgtra {vide Tabela 3}, antesz da incubacio com sesritrocitos.a
a72C, por viéariog perlodos. *k Determinaco dos +titulos de
aglutinag¥e com a PHA, apds cada incubacio. Dados szsemelhantes

Foram obtidoz com 5 smosiras diferentes
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3.4. ATIVIDADE DE NEURAMINIDASE EN TRIPOBASTIGOTAS VIEAVEIS E

LISADDES SOBRE ERITROCITOS

Durante 2 incubac3o de eritrocitos humanos, por viarios
periodos de tempo, em presenca de tripomastigotas widveis (TV)Y ou
ligadosm, podemos  verificar através da Figura 1, oF seguintes
resultados: o titule de aglutinag3o de eritrocitogs pela PHA, apds a

incubac3o com TV, aumentou lentaments, atinginde o mdximo (1/25&6)

depois de 12 horas. Este valor permaneceu inalterado, por mals &
horas, até o término da incubag¥o. Uma parte da suspensZc de
paragitas, foi utilizada na preparagio do extrato bruto (EBRT), =2 a

partir deste, obteve-gse por cenirifugac®o, o exirato scoldvel (EET) & o
insolhtdvel (EIT) de tripomastigeotas. As incubagfes dos eritrocitos com
egtes exiratos revelaram gque a atividade inicial do EBT, apesar de
cemelhante &8 dos TV, nio pbde ser medida além de & horas de
incubac¥c. Neste momento, a ocorréncia de hemdlise torneou impeossivel o
teste de aglutinacio com a PNA. O mesmo fendmeno de lise ocorreu com o
tubo contendo eritrocitos Jjunto com o EIT, porém a atividade de
neuraminidage medida durante & Thorasg de incubacio, foi
bem inferior 3 dos TV ou do EBT, atingindo um tituleo de

apenas 174 . De forma inversa a incubacho de eritrocitos
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com o EST, n¥o apresentou nenhuma lise, ao longo de todo o experimento
{18 Thoras), n%o prejudicando assim, a determinac3o da atividade de
Heuraminidase. Os resultados comprovam que os tftulos obtidos com o
EST, foram semelhantes aos dos TV, indicando gue esta atividade,
estaria sendo liberada sob a forma solidvel, apds a lise dos parassitas
em PRS.

Oz wvalores demonstradog para cada um dos pontos deste griafico,
representam o©g resultados obtidos em 2 ewperimentos distintos, n3o
havendo nenhuma variacBo nos titulos de aglutinacio sentre amostras
contendo o mesmo numero de formas tripomastigotas. Podemos observar
que og tLitulos obtidos com TV e EST foram semelhantes, ao longo de
todo o periodo de incubag¢¥o dos eritrocitos (Figura 1). O periodo de
12 horas foi egisbelecido como padr¥o, para amostras contendo de 10 a
10 tripomastigotas/ml, nos experimentos subsequentes. Em raz¥o disso,
ag incubagfes dog mesmos puderam ger realizadas durante o perfodo
noturno, facilitando assim a elaboracfio do trabalho.

A Figura 1 apresenta também, os valores obtidos com og conir8les

de eritrocitos i{ncubados em presenca de PBS ou de NCp.
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FIGURA 1 - Atividade de neuraminidase de tripomastigotas (Vidveis

ou Lisados), sobre eritrocitos durante vérios perfodos
de tempo. Eritrocitos humanos foram incubados a 37°C,por
2 a 18 h, em presenca de: ( @ YPBS;( O )>Tripomastigotas
Vidveis (10 /ml em HBSS ); ( O ) Extrato Bruto de
Tripomastigotas; (SEPANEE Extrato Solivel de
Tjipomastigotas; ¢ & } Extrato Insoldvel de
Tripomastigotas; ( X ) Neuraminidase de C.perfringens.
Em todas as susgspensBes e solucBes, adicionou~se PMSF 3

concentragio final de 1 mM.
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2.5, ATIVIDADE HERMQL{TICA DOS EXTRATOS DE TRIPOMASTIGOTAS

Em um experimento, foram controladas simultaneamsents, =
at ividade hemol {ftica @ de neuraminidase, nos ewtratos de
tripomastigotas, =sob as mesmas condigBes do anterior. Os resultadoes da
Tabela 5, referem~ge iz porcentagens de hemdlise, que foram calculadas
a partir dag leituras espectrofotométricas, doz sobrenadantes obtidos
apdz  cada periodo de incubaglo. A atividadse de neuraminidasse tanbém
foi determinada neste experimento, resultando em valores idénticos aos
obtidos anteriormente (Figura 1}, ¢ por egta razio, nHo foram
inclufdos na Tabela 5.

Certas preparagfes de neuraminidases obtidag a3 partir de
outros microrganismos, comumente s¥3o contaminadas com substincias
hemolfticas e citobtdxicas. Este efeito geralmente pode ser bloqueado

por inibldores enzimdticos cu metabdlitos (Ada e colsm, 1961: Kraemer,

1268y, D2 acorde com 3 Tabela &, podemos obgervar oz dadom
comparativosg, dog efeitos do EST & do EIT, sobre eritrocitc om
presenca de algumas substéncias, potencialments inibkbidoras de
atividades enzimdticas, ou apds aguecimentio por 5 minutes em banho de

fgua fervente.



TABELA 5 ~ Atividade hemolitica de extratos de tripomastigotas

durante incubagBo com eritrocito humanos, por varios

periodos de Lempo:

INCUBACXO DE PORCENTAGEM DE LISE AP&S INCUBACKO POR kX
ERITROCITD oo om e o e e o o
COM % 2 h 4 h & h 8 h 12 h 18 h

PRBS ) o) o) 0,8 1,2 3,3
EBT 1,3 5,72 26,6 46,7 71,4 88,7
EST 0 0 0 0,4 2.3 3,5
EIT 2,6 6,2 29,1 47,2 69,7 az,0
NCop o 0 o 0,1 0,8 2.6

* Extratos de Tripomastigotas de T.cruzi (5 x iOIXmE em  PRS-PHEY

1 mKE), EBT= Extrato Brute ; EST= Extrateo Solidvel: EITs Ewxtrato
Ingoldvel: Contr8les; PRS=  Solucio Salina Tamponada;
NCp= Neuraminidase de C.perfringens. *% Porcentagens de

lise calculadas a3 partir de lelturas espectrofotoméiricas dos
zobrenadantes  ( =420 nm), 2m relag3o a uma curva padr¥3o de

hemdligs. Valores repregentativos da média aritmética de cada

tempo em triplicata, de um Unico experimento.
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TABELA 6 - Porcentagem de hemdlise e titulo de aglutinag¥o de
eritrocitog humanogs pela PRA, apds incubag¥o com EST
e EIT, por 12 h, a 27¢C em prezengs de substanciasz

inikidoras:

EST 17
IRIBIDORES & s e s mn i i m i e e b e i s
% lise aglut . ¢/ PHNA % lige aglut.c/ PNA
PRE 58,9 H.D. & 96,0 N.D.
1002, Bmin {(g/17 Q,2 Negativo 0,4 Kegativo
HaN2 ©O,1% 0,3 1 7 128 77,5 N.D.
EDTA 15mM 7,6 1 /7128 83,4 H.D.
PHESF 1 m¥ G,1 1 /7 128 90,2 N.D.
E~A C A 20mM 0,1 1 7 128 89,7 N.D.

T Extrato Sohivel (ESTY & Insoldvel(EIT) de Tripomastigotas (51107 /m1d
* Inibidoreg:NaN3=Azida GSddica; EDTA=Etilenodiamino-tetracetato de
Sodio; PHSF=FenilMetilSuifonil-Fluoreto; E-ACA=Acido Epsilon-amino-
caprdico; PRE=Sclugd¥o Balina Tamponada. # ND= n¥o determinade em

decorréncia de hemdlize.



Z2.6. COMNPARACXD ENTRE AZ ATIVIDADES DE NEURAMINIDASES DE T.cruzi
(ESTY E DE C.perfringens (HCp Y SOBRE ERITROCITOS

HUMANOS E DE CANUNDONGOS.

Verificou-ze anteriormente que or tlitulog de aglutinac¥c de
eritrogitos humsnos pela PHA, eram mulio slsvados, depois de tratados
com NCp (Tabela 1 e 2, Figura 1. Os mesmos valores n3o foram
ohgervados, depois da incubag¥o destes eritrocitog com EST, resultando
em titulos bem inferiores. Provavelmente isso ocorre,pelo fatoe deste
material tratar-se de um extrato n¥o purificado de T.cruzi, contendo
dentre véarios componentsz, a atividade de neursminidase. Desta forma,
on padrfes de aglutinag¥o de eritrocitos humanos e de camundongos pela
PNA, apds incubag¥o com EST e NCp foram comparados. De
acorde com 3 Tabela 7, podenos obgervar gque a atividade de
neuraminidazge do EST, da mesma forma gue a NCp, nBSo variou em rela¢io
az diferencaz de grupos sanguineos entre og eritrocitos humanos, ou de
linhagens entre campundongos. Todavia, notamos uma diferenga  bastante
evidents, eontre o=z titulos de aglutinacBo das cdlulas humanas e de
camundongos, quando incubados por neuraminidase, seja de C.perfringens
ou de T.cruzi. Portanto, podemos verificar que os eritrocitos humanos
gHo malz susceptiveis & aglutinag8o pela PHA, deo que og de
camundongos, guando traltados por neuraminidases gob ag mesmas

condiocBSes .
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TABELR 7 ~ Compara¢Bo das atividades de neuraminidase do EST ¢ da
HCp sobre eritrocitos humanos e de casmundonges, pela

aglutinac¥o com = PNA:

INCUBACKD *® ERITROCITAO TITULO DE  AGLUTIHAQED &
EST CARMUNDONGO CBA 1/ 32
CH7RLO 1 /7 22
(CRARCS7O)FL 1/ 032
HUMAND &+ 1 /7 256
A+ i /7 256
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm B+ 1/ 256
N Corp CAMUNDONGO CBA 1/ 512
C57B10O 1 /7 BiZ2
(CBARCH7IFL 1/ Bi2
HUMAND O+ 1/ 12.800
A+ 1/ 12.800
B+ 1_7.12.800

* Incubac¥o dog sritrocitos a 37¢2C, por 12 horas, com:: EST= Extrato
Soldvel de T.cruzi (5 » 10 tripom./ml! em PBS-PHSF;NCp= Neuramini-
dase de C.perfringens (5 nl/n! em PRS-PHMSF 1mM) . # Valores
semethantes foram btidos com 2 amostras diferentes de cada grupo

ou linhagem de eribrocitos.
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2.7. IRIBICXD DA ATIVIDADE DE NEURAMINIDASE POR S0ROS DE
CAMUNDONGOS

Vérios lotes de soros de camundongos (CBAxCS/BLIOIFL,

comprovadamente reagistentes b infecgle por T.cruzi (Corzinl e cols,

1980, obtidos apds & semanas de infecgio, foram testadog guanto 2

capacidade de inibir 2 atividade de neuraminidase sgobre eritrociltos
humanos. Estes lotes de sorces foram tlitulados previamente guanto a
reatividade conira formas tripomastigotas, por imunoflucrezcBncia
indireta ¢ adicionados &s amostras de EST na proporgZo de 1:5 en
volume.

De sacorde com a Tabela B, podemos verificar gue o2 guatro
lotez de sgoros de animals infectadosg (8C1) que foram testadog, de

alguma formza bloguesram 2 stividade de neuraminidase do EST sobre

eritrocitos, peis n%o houve aglutinac¢3o dos mesmos pela PHA.
Entretanto, oz dois lotes de soros obtidos de camundongos normaisg
(ERCY, foram incapazes de inibir o mesmo efeito do EST. Podemos
obgervar ainda que, tanto og SC! quanto oz SNC, n%o bloguesaram a

atividade de neuraminidase de C.perfringens socbre eritrocitos. HNa
Tabela 8 est3o demonstradog tambdm, og regultados da titulacleo dos
sorog por lmunof lucorescéncia,

Ao  analisarmos egies dados podemos verificar que, apesar dos
lotes de 5C] aspresentarem titulos varidveis de imunofluorescéncia, -
inibig%o da aglutinag¥o pela PHA foi total com gualguer um deles.
Todavia, ao realizar-se o mesmo teste com dois lotes de SCI, em

diferentes diluigfes, constatou-se que oz titulos de aglutinagio



TABELA 8 ~ Atividade de neuraminidase do EST e da NCp gobre

eritrocitos, na presenga de soros de czmundongos normais

(e L¥

infectados por T.cruzi: %

ATIVIDADE EM

PRESENCA DE

PEE

ENC lote
iote

g o1 iote
lote
lote
lote

Aglut. < PHA apds incubag¥o com:#

I F [ &% E & T H O p

- i 7/ ZBE 14 12 800
1 i1 7 4 1 /7 128 1 /4 12.800
5 1/ 2 1/ 258 1/ 12.800
2 1 /7 &80 Neg i /7 12.800
5 1/ 180 Heg 1/ 12.800
7 1/ 80 Neg 1/ 12,800
12 1/ 180 Neg 1/ 12.800

¥ Soroszs obtidosz

de varios camundongos (CBAxCHB7BLIOXF! normais (SNCY ou

infectados com T.eoruzi {(8CI), 40 dias apds a inoculacgio.

¥k kTitulog de Inunofluorescénecia Indireta contra formas tripomastigotas

fixadas por formol, utilizando-se gl de coelho anti-gamaglobulinas

de camundongo

#¥ Titulos aglut

, conjugada com FITC.

inantes de PHA, apds incubagio dog eritrocitos com EET

(5x107 trip./ml) ou NCp (5 mU/ml) em preseng¢a de PRBRS, SHC e SCI.



de eritrocitos aumentaram gradativamente,’ medidas que estes soros
foram sendeo diluidos com PBS. 0Os resulitados desgste experimento estio
demonztrados na Figura 2, na qual podemos cobservar as diferengas entre
s SNC e os  SC1, guanto A capacidade de inibir a at ividadse de
neuraminidase do EET.

3 capacidade blogueadora dos SCI1 sobre o EST, resultando na
inibi¢¥%o da aglutinag¥o de eritrocitos pela PMNA, pode ter wviarias
explicacB®es. Entretanto, o falo de gque o mesmo nio ocorreau com O SHOC
& que nenhum destes soros fol capaz de blogueesr 2 atividade de
neuraminidase de C.perfringens, sugere que haveria uma certia

especificidade envolvida no fenfmeno. Por esta raz¥o, foram realizaday

algumas absorgles dos 8C1, com tr&s preparagBes contendo
separadamente: tripomastigotas, células Hela infecltadas Junto  com
amastigotas, ou apenasz eritrocitos humanog. A Figura 3, apresenia os

resultados dos testez de inibicHo da atividade do EST, peles dois
lotes de SC! depois de abgorvidoes.

Como pBde ser verificade, houve uma ligeirs diferenca entre os
iotes 2 & 12 de SCI, guanto & recuperacio dos niveis de aglutinacHo de
eritrocitos apds as diluigHBes (Figura 2). Somente as absorg¥es dos 5CI
com formaz tripomastigeotas, tornaram estes soros, Incapazes de
blogquear = ativiade de neuraminidase do EST. Eritrocitos humanos,
células Hela infectadas e formas amastigotas, n¥c foram efetiveos nsa

abzorgis dos 5CI (Figura 3).
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pgs 1/1 1A0 1/1 1/10 150 1/100 1/1 V1o 15501400
SHC-L1# SCI- Lote 2 SCI - Lote 12 #

inibic3o da atividade de neuraminidase de T.ecruzt (EST)
.
por soros de camundongos em diferentes diluicBes.

A aglutinagdo de eritrocitos humanos pela PNA fol
teétada, apds incubaglo com EST (37°C, 12h), em presenga
de soros de camundongos normais (SNC) ou infectados com
T.cruzi (8CI1) em diversas diluig¢®ez. Foram selecionades

oz lotes 2 e 12 de SC! e o lote 1 de SNC, de acorde «om

o8 resultados obtidos na Tabela 8.
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FIGURA 2 - Inibig¥o da atividade de neuraminidase do EST por soros de

H
camundongos infectados por T.cruzi (SC1}), em diferentes

diluigBes e apds absorg¢gBes com: Tripomastigotas (T), celu-
las HelLa + Amastigotas (H+A) , eritrocitos (E) e sem absor-
¢330 (=2). O teste de aglutinag¢¥o com a PNA foi realizado
apds incubag¥o dos eritrocitos com EST em presenca doszs SHC
(Lote 5:Fig.3A e Lote 1:Fig.3R) e dog SC1 (Lote 2:Fig.3A e

Lote 12:Fig.3B) em diferentes dilui¢Bes e apds absorc¢Bes.



3.8. INIBICXC DA ATIVIADE DE REURAMINIDASE DO EST APSS PASSAGEE DOS
SCROS bDE CAMUNDONGOS INFECTADDS EM COLUNA DE
SEPHAROSE-PROTEYNA 2

Uma amostra constitufda de uma mistura de virios lotes ds SCI,
fol passads através de cooluna de afinidade, contende Protefna-i
acoplada & Sepharose (SpA). A fraclo que n¥o ficou adsorvids foi
recuperada & apds varias lavagens da coluna com tamp¥o fosfato (0,1M,
pHE 8,0), o material que ficou retideo foi dessorvido com tampio
glicina~HC] 0,21, pH 2,6, Depois da didlige dam duns
fracBes,determinou~se as concentrac®es proteicas destzs e do soro
total, testando-se a seguir, a capacidade blogueadora da atividade
de neuraminidase. As dosagens de protefinas apregentaram oz seguintes
valores: a) PBoro total= 57.5 mg/ml: b} FracHo n¥o adsorvida & SpA=
27,3 mg/ml; b) Frac¥o adsorvida 3 SpA= 2,94 mg/ml.

De acordo com a Figura 4, podemos constatar que a fragio
adsgorvida, fol mals eficaz do gue a n¥o adsorvida, gquanto & capacidade
de inibig¥o. Entretants, nenhumz dag amostras apregentou-ge p-Ta
eficaz, quanto o sore total, ficande evidente que a capacidade
bloqueadora flicou distribuida entre as duass fracBes, apesar de mais

concentrads na amostra adsorvida & Spk (Figura 4.
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as segulntes concentragdes proteicas: Soro
mg/ml; Frac¥%o Adsorvida & SpA = 2,94 mg/ml;

adsorvida a SpA = 27,3 mg/ml.
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A sp-a A sp-a
ATIVIDADE DO E S T (200ul) SOBRE ERITRO -
CITOS EM PRESENCA DE:
¥
InibicHo da atividade de neuraminidase de T.cruzd
(EST)por frag®es obtidas apds a passagem de SCI em coluna
de Protefna A-Sepharoge (SpA). As amostras apresentaram

Total = 57,5

Fracdo n3o



3.9. ATIVIDADE DE HEURARINIDASE DE T, ocruzi SOBRE CELULAS

MONONUCLEARES (END

Antes dos Lestes de detecclo da atividade de neuraminidase.
fez-se necessdrio o sstudo da viabilidade de células HN durante a
incuba¢dc com tripomastigotas vidvels e lisados, por vériecs perfodos
de ‘tempo. Desta forma, células MN de sangue periférico humano Fforam
incubadas em presenca das preparacBes de TV, ERT, EST e EIT, em
HRSE-PHSF  imM, durante 8 horasm, a 3720, A porcentagem de cdlulas
vidvelias, fol entZo determinada periodicamente, pela exclusilo por  Azul
de Trypan e os resultados est¥o svidenciados na Figura 5. Como podemos
observar, as células HN s¥o gensiveis & lise, palios extratos EBT e
EIT, da mesma forma dque og eritrocitos. Apds duag horas de incubacHo,
cerca de 50% das células, apresentaram-se coradas pelo Azul de Trypan,
e muito antes do final da incubac¥e, todas olas jd haviam zido ligadas
em presenga do EBT e do EIT {(Figura VI). Por outro lado, a viabilidade
das células manteve-ze pouco alterada durante 4 horas de éncubag%m com
os TV ou com o EST, e apds 8 horas, cerca de 65% destas ainda
permaneceram Integraz. Somente agp cdlulas incubadas em HBSS-PHMSF,
mantiveram a viabilidade dentro dos limites gatigfatdrics, chegando ao
final do evperimento com uma porcentagem superior a 80% de células

vidveis (Figura 5).
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FIGURA 5 -~ Viabilidade de c¢élulas mononucleares de Sangue
Periférico Humano, durante incubac¥o com tripomastigotasn

vidvels ou lisadosz.
¥

As porcentagens de cdlulas vidvels foram determinadas
pela exclus¥o por Azul de Trypan, apds incubacic por
védrios perfodos, a 37<C em presencga de :( < YHBSS. ( & )
™V (O >z§m‘; € & HEST; ( & DEIT (vide texto).
Em todarn as suspensfes adicionmu-ge PMSF 3 concentracdo
final de 1mM. Cada pontoc representa o valor médio de 4

experimentos, realizados em triplicatas.
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Bazeando-ge nestes dados, op testez de deteccHo da atividade
de neuraminidasge, foram realizados apenas com az preparaces de TY e
de EST, em BBESE-PHMHEF inM., Aldm das cdlulasg humanss, utilizou-ge
cédiulag MN de sangue periférico @ de bago de camundongos. Entretanto,
o periode de incubagfo n¥o ultrapassou as 4 horas, pols & medida gue a
wviabilidade diminuiu, estas células apresentaram forte tendéncia de se
agregar expontaneamente. A delerminaglo dog titulos ds aglubtinagio
pala FHRA fol realizada por melo da observacHo microscdédpica de vérios
campos, contende suspensfes de células com diferentes concentracles de
lectina. A& Tabela 9, mostra oz resultados obtidos em um degtes
experimenteor, onde pode-~se constatar que gz cdlulas ME, tornaram-se
aglutindveis pela PHA depois de um perfode de 4 horas de incubagio com
TV e EST. Henhuma das suspengfes de codlulag que forasm incubadas com
HBSE-PHSF, apresentou sinais considerdveis de aglutinagio, mesmo na

presenca da PNA.



TABELA 9 -~ Aglutinagfo de células HN humanas e de camundongos pela
PHA apds incubacio por 4 horas, a 372C, em presenca de

tripomastigotas vidvels (TV) ou ligsados (EST):

TITULD DE AGLUTIHACKD COM P H A

CELULAESE g APSS  TNCUBACED COM %k

SANGUE PERIFZLRICO

HUM®MABRDGD REG i/ 22 1/ 64

SANGUE PERIF£RICO DE

CAHMUNDOHGO %% REG i 716 i/ 16
BACOD DE
CARURNDOGHNGO %X NEG 1/ 32 1/ 64

¥ TV e EST preparades 2 partir de uma suspens¥o contendo 5 x 107
tripomastigotas/m! em HBSS-PHEF 1 mH. 80 controle continha o
mesmo tamp¥o com inibidor de proteases.0Os valores representam a
média dos t{itulos obtidos com 2 amostras de cada tipo de celulas

em triplicatas. *% Camundongos (CBA x CB7BLIOMFL.
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4. DISCUSEXRD

A membrana citoplasmdtica representaz um componente fundamental
na organizacBo celular, realizando uma variedade de funcBes wvitails
para o organismo. Em virtuds de gsuz estrutura, a membranz constitue
uma  barreira gque gepara uma c#flula de outra e estas de seu proprioc
amblente, permitinde = egspecizlizacio de funcBes airavés da selecio de
compostos que devem entrar ou gair da cdlula. A arquitetura bédsica das
membranas celulares congiste de um mosaico de protefnags o lip{dsosz,
'Que geralmente apresent am cadelias oligossacaridicas ligadas
covalentemente (Singer, 1974). Estes sacaridsos est¥o voltadosm parz o
exterior da célula como parte integrante da estrutura de receplores de
superficie, participande diretasmente da transferéncias de informacles
Chshwell & Horell, 1977).

Az cadelas oligossacaridess de membranas celulares da matoria

dos vertebrados sHo congtituidas por apenas nove Lipos de
monosgacidrides, de forma que geig deles, 2%0 agucares neubtrog:
glucose, fucoee, galactose, manose, arabinoge = wiloge: dois

amino-agucares Jgue apregsentam-ge zob a forma NH-Rcetil: glucogsamina e
galactogamina; e o maiz complexo destes monossacdrides, representado
pelos viérios derivadog do dcido Heuraminiceo, coletivamente denominados
de dcidosg Sidlicog (Spiro, 18632az: Heood & cols, 1978, Este Ultimo
geralmente, ocupa posicles mais distais em relacBo & cozdeiaz
polipeptidica ou lipfdica, sendo responsdvel em grande parte p=la
carga negativa de superficie dag células (Nordling £ colg, 1972), além
de participar ativamente em virios mecanismoz de diferenciacBo e de

interagfies celulares (Hudgin e cols, 1974; Sharon, 1983; Cooper, 1984},



Moldculay de dcido Sidlico podem ser removidas por hidrdlise

dcids moderada, ou por enzimag especificag denominadas de
neuraminidasges {mialidages), gem azliteracfo do restante da oadein
oligosgacaridica {(Corfield & Shauer, 1372, A clivagem enzimdtica

deztas moléculas, quando integrantes de glicoproteinas plasmétices ou
de guperffciess celulares, em nada interfere tembém na esstrutura das
cadeias polipeptidicas, que passam entBo a ser denominadas de
Pasialo-glicoproteinas”. Entretante, a simples ausénecia de alguns
regfducs de docido Sidlico & suficiente para mudar de forma acentuads,
o comportamento hioldgico de moldculas e célulags (Bocci, 197%; Ashwell
& Morell, 18977},

A atividade de neuraminidase =zobre determinado substrato, pode
ser detectads ou quantificada através da dosagem de dcido Eidlico
tiberado, O vérioz wmétodos de dosagem de scido Zidlico bagzeiam-ge =2n
modificacB®es dos mesmos utilizados para oublros carboldratos. Porém sz
tes ensalos fornecem resultados inespecificos, quande aplicados dire-
tamente na detecgBo da atlividade de neuraminidase sobre materiais bio-
Idgicos conplexocs {(cdlulas ou tecidos), exigindo uma elaboragio prévia
doz mesnog { Warren, 18983),

Extratos salinos de amendoim {(Arachiz hypogaea) tL&m gido
ampl amente utilizados na inveshtigzglo clinica de fendmenos de
potiagliutinacls, pela sus caracteri{ztica particular de aglubtinar
eritrocitos eapds fratamento com neuraminidase. 2 poliaglutinac¥o
muitas vezes & regultante da presenca de microrganismos bacteriandos ou
virais nas amostras de sangue, provenisnteg da prépria infecgio dos
pacientes ou da contaminacfio desse material durante a colheita (Bird &

Winghanm, 18971: Luther e colg, 19833, O fato mais relevante @ ser
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destacado no caso dos paclientes, 6 que a aglutinacHo dos eritrocitos
pelo extrato de amendofm constitue um método =zensfvel de congtatacBo,
embora indireta, da presenca do agente infecclioss na circulagio
sanguinea. Depols de descartada a possibilidade de contaminacic da
amostra, a realizagio da hemocultura pode regultar no isolamento des
microrganismos produtores de neuraminidase (Rird & Wingham, 1971).

A aglutinina existente nestes extratos Foi denominasds
inicialmente de Tagluiinina anti-T”, em raz%c de gua reatividade
andloga aons anticorpos capazes de reconhecer os antigenos T, os quals
determinam o grupes sangufneos HN na superficie de eritrocitos
humanos (Bird, 1964). Posteriormente a estrutura responsdvel pela
aglut inagdo foi purificada por cromatografia de afinidade, utilizando-
s B-D-galactopirancsilamina, acoplada a Sepharcose (Lotan & cols,
1973). Esta aglutinina fol caracterizada como sendo uma proteina, de
pego molecuiar igual a 110.000 daltons, capaz de aglutinar eritrocitos
humanos tratados com neuraminidase, ou de raagir TOMm agialo-
glicoproteinas em testes de imunodifus¥o em gel {(Lotan e cole, 1978,
A partir de entBo, esta lectina fol denominada universalmente de PNA
("peanul agglutinin®).

Recentemente, degsenvolvau-ze um mebddo zgpecifico e comparativo
de mediclc da stividade de neuraminidase sobre =sztruturas de
guperf {cie de eritrocitos, por mneio da marca¢ic radicativa de
moléculas de dcido Sidlico e da aglutinac¥o destas cdlulas pela PHA
{Pereira, 1983b). O processzc de medicHo da radioatividade liberada &
bastante sensivel, mas além de dispendioso, exige bLambénm umas
elaborag8o malg complexa durante a marcagiico. Entretanto, fot posgivel

estabelecer uma correlac¥o direta entre a guantidade de dcido Sidlico

UNICAEMP
eIBLIOTECA CENTRAL



liberada e os titulos de aglutinacgBo de eritrocitos pela lectin

W

{Peraeira 1983k
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pregente itrabazlho, um extrato de smendeim fol preparado  com
objstive de ge estudar a atividade de neuraminidase de T. cruzi sobre
a superficie de odiulas humanazs e de camundongos. De acorde com os
regultados das dosagens de proteinas & da determinaglo dos titulos
aglutinantes do extrato salino e das fracBes preciptadas com Sulfato
de Emonio 2 Acetona, podemos verificar os seguintes fatos (Tabela 1),
12Qualquer uma das fragBes fol capaz de aglutinegr eritrocitos humanos,
zomente apdz o tratamenio com neuraminidase (1/6_ 400 com PNA- 1
1/25.600 com PRA-II e I1i): 2% Grande parte do material proteico
inespecifico do exirato salino, foil removido pela precipitacio
com Sulfatos de Amonio, pois a quantidade inicial de proteinas
{35 7450 mgyt, apresentou-ge cerces de 8 vezes superior & dsx fragko
PHA-II (3.300 mgl; 3) A quaniidade de lectina determinada pelo titalo
aglutinante, manteve-gse inalterada mesmo apds nova preacipitacfo com
Acetona {(1/25.800), apresgentando-se apenasg concentrads, na meZng
propeorciio em que o volume final fol reduzido (+ 4 vezes): 43 A
precipitac¥o com Acetona (PNA-II1), deve ter removido algum material
n¥o proteico e instdvel em solug¥o, nBo havends alterac¥o no conteudo
total de proteinas em relacfBo 3 frag¥o PNA-II(3.200 mg e 3.125 mg
regpect ivamenie)

A amostra PNA-1!1 obtida no final, apregsentou-se I1lfmpida e
estdvel apdp armazenamentoc em refrigerador, a -202C, mantendo o titulo

por tempo indeterminado (> 1 anod.
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Dubtro aspecto importante foi constatado, através dos testes de
aglut inagic na presenga de agdres conhecidos (Tabela 23, Apesar da
iectina reagir especificamente com o digsacar{deo
D-Gal-BO1-3-D-GalNAc, esta interacic pods ser blogueads por
estruturas riczas em residuos de D-Galactoge (lotan e cols, 1875

Pereira # cols, 18976). 0= dados da Tabela 2, est3o em concordincia com
estea afirmac¥o, pois somente os agdcares Galactogse & Lactose, foram
capazez de inibir acentuadamente a aglutinaglo de eritrocitoz pela
PHA-III (de 1/25. 600 para 1/1.600), em concentracgHes finals de 150 mM.

Para a realizag¢¥o dos experimentos de detecc¥o da sastividade de
neuraminidase de T,eruzi , foram utilizados como fonte de parassitas,
og sobrenadasntes de culturas de cdiulas Hela infectadas com a cepa Y.
Atravds da centrifugacio dos sobrenadantes em gradiente de
Ficoll~Hypague, foram obtidas 4 fragles digtintas : o sobrenadantse,

a interfase, a =zona abaixo degta e o sedimento. De acordo com =2
Tabela 32, apds a determinagio do nimero de célulag e parasitas, cada
amostira apresentou as zeguintes composigles. 1) (s sobrenadantes eram
livres de oélulas o paragitas; 2 As azmostiras obtidas d=  interfasze,
apresentaram-se enriquecidas de formas tripomastigotas (>30%), apesar
da presenca de uma pequena porcentagem de amastigotas & de célulasz
Hel.a; 3} Nag amostras extrafdas da zona zbaixo da interfase foram
encontrados oz 3 elementos | havendo a predominfBneia de amastigotas
(+ &0} & umsz paquens porcentagem, porém sgignificativa, de
tripomasbtigotas (+ 20% ; 4) Oz sedimentos apresentaram quantidades
equivalenteg de células Hela e de formas amsstigotas (+ 50%), com um

baixo contelddo de tripomastigotas (<10%) (Tabeliaza 3},



O processc de fracionamento de susgpensles de celulas em
gradientes de dengidade, resulta sempre em preparacBes apenas
enriquecidas em um dos componentes. Qualguer tentativa adicional de
cbhiengio de amogtraz ‘totalmente puras, sacaba comprometendo o
rendiments no final do procegso, obtendo-ze mulitas vezes, uma
gquantidade pouco satisfatdria de cada componente (Boyum, 1976; Highell
e colsg, 13980; Sharon, 1983).

A atividade de neuraminidase sobre eritrocitcs humanos fol
testada por virics periodos de tempo com cadas frag¥c do gradients,
através da aglutinagio com a PHA. De acordo com a Tabela 4, foram
chservados o5 geguintes resultados: 1) Nenhums atividade fol detectads
nos gobrenadantes, ou meja, na ausdncia de células ou parasitas; 2) As
amostras iscladas da interfase, ricas em tripomastigotas, apresentaram
atividade evidente a partir das primeiras horas de incubagBo {(1/22,6h>
@ os titulos de aglutinaclo de eritrocitos pela PHA, aumentaram
gradativamente com o tempo (1/64 & 1/128: Sh e 12h, regpechtivamentel:
3} HNas amosiras que foram separadas da zona abaixo da interfase,
contendo predominantemente formas amagtigotas, - atividade foi bem
inferior mesmo apds 12 horas de incubagBo (1/4); 4) 0Oz sedimentos con-
tendo praticamente células Hela & amastigotas, apesar da presenca de
algumag formas flageladas, apresentaram resultados negativog durasnte
todo o experimento.

Ao analligsrmos esies dados, podemos concluir gque a atividade ds
neuraminidase esta associada com ag formas tripomastigotas. As formas
smagtigotas, cago spresentem atividade, a quantidade de nsuraminidase
deve sger muitaz vezes inferior & doz tripomastigotas. Fesmo

congiderando-se o titulo de 1:4 , observado apds a incubacBo dosm
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eritrocitos com as amostras oblidas da regifco abaixme da interfase
{Tahels 43, a atividade poderia ser atribufda acse tripomastigolas
remanescentes. Como podemos notar, & medida que decresce a quantidade
de formas iripomastigotas nestas amostras, menores g2%o o titulos de
aglutinag¥o dog eritrocitos com a PNA. Em ewxperimentos com quantidades

varidvelis de tripomastigotas, tal fato pdde ger confirmado (dados nio

apresentados’ .

Eztes dados est¥c de acorde com Pereiras (198232 o cjunl
demongirou gue as formaz tripomastigobtas de cultura, apresentaram 2
maior atividade especifica de neuwraminidaze sobre diferentes
subgtratos, e gue as formas amastigotas n3Ho posgsuiam nenhuma
atividade. O mesmno autor concluiu também, que o8 maiores titulos de

aglutinagio de eritrocitos pela PHA, foram atingidos apds 8 horass de
incubacfe na presengas de aproximadamenta 107 tripomastigotas
{(Pereira, 1983a’.

Em nossos experimentos, as védrisp zmostrasg enriquecidas de
tripomastigotas, foram ajustadas a2 concentragBes enire 107 & 108
paragitas flagelados por mililitro de PBS, e foram armazenadas a
=202C. Ho momento de uso, apds o deszcongelamento gempre fol adicionado
o inibidor de proteases (PMEF -~ ImM}, para impedir a auto-~degradacio
do suxtratc, na tentativa de e manteren Integras as estruturas
liberadas apds 3 lipe doz parasitas. Estes extratos foram utilizados
sob  a forma bruta (EBT! ou degdobrados em 2 fracBes, solidvel (EST) e
ingoldvel (EIT), através da centrifugagio,

De acorde com a Figura 1, podemos comparar a atividade de
tripomasgtigotas vidvels (TV) com as dog extratos EBT, EST e RIT sobre

eritrocitos, por vérios periodos de tempo. Hestes experimentos foram



observados o©F seguintes resultados: 1) Oz titulios de aglutinagio de
eritrocitos apds incubacHo com os TV, foram os mesmos que o0 obtidos
com o EST ao longo de todo o experimento (Figura 1); 2} & atividade do
EBT, também foi igual, porédm sd pbde ser medida durante as primeiras
£ horasz de incubacl3o. Depols desse perfodo, uma grande parte dos
eritrocitos foi destruida (+ 50), impogsibilitando a determina¢lc dos
t{tulos de PHA; 2) A stividsde 4o EIT foi bem inferior ({17103, e
também por causa da hemdlise, n¥o pdde ser medida além de & horas de
incubagleo (Figura 13.

0 fato da stividade de neuraninidase n¥%o ter sido detectada nos
sobrenadantes de culturas, apds a remoco dos tripomastigotas (dados
n¥o apresentados),sugerem que esta poderia estar associada a algum
componente estrutural e de superficie dos parasitas, sendo necessirio
o contato direto degtes com o2 eritrocitog. Entretanto, o
puperinentos com o extratos de tLripomastigotas lisados comprovam qgue

a atividade de neuraminidass, pode ger detectada sob forma solivel

P

(Figura 1. HNo procedimento para obtenc¢¥o do EBT, nenhum agente
solubilizador foi utilizado, adicionando-se apenas o inibidor de
proteszes, depols da fragmentagBo dos parasitas por congelamento e
depcongel amento.

Peresira (1983a) propds que 2 neuraminidape reria um componente
de membrans de T. eruzi, podendo ser detectada megmo na fracio
ineonlidvel, obtida apds a lige dos parasitas e lavagens exaustivas do
sedimento com dgua destilada. 0 auvtor n%o menciona a ocorrencia de
hemdlige em nenhum de seus experimentos, apesar de que estes foram
real izados na presen¢a de virios inibidores metabdlicos e enzimadticos

{(Pereiras 1983z, b).




digo.83

Em fungBo destas diferencas nos procedimentos de obteng¥o dos
extratos de iLripomastigotas, podemos sfirmar gue 2 neuraminidase,
meamo sendo um  componente de guperficie, estaria sendo liberada
durante a fragmentac¥o das membranas destes parasitas. A centrifugagho
do EBT, a 10.000 x g separou nitidamente az doag atividades,
recuperando-se no sobrenadante, toda a atividade de neurasminidase, &
ficanda a hemolitics concentrads na fracBo ingoldvel .

Recentemente, Libby e colg {198&) utilizaram ocomo fonte de
neuramninidase, meio de culturs condicionado através da incubaglc de
tripomastigotas 2 temperatura de 42C por 48 a 72 horas. Em noggos
experimentos, nenhums atividade fol detectads nos sobrenadantes de
culturas = 3720 {(dadog n%o demongirados). Baseando-sze neste f{ato,
podemos aceitar gque a neuraminidase seja uma estrutura liberadz da
superficie de itripomagtigobas, szomente em baixas temperaturas.
Entretanto esta afirmagBo necesgita de malhores esclarecimentos.

Em um eoxperimento, foram controladas ag atividades hemciiticas

de amozsitrsg de EBT, EST e EIT sobre eritrocitos humanos, atraveés da
determinaci¥o das porcentagens de hemoglobina liberada nos
sobrenadanteg. Nz Tabela 5 egztic demonstrados og valorez obtidos em

véarios periodog de tempo, e de acordo com os mesmos, podemos verificar
gue somente as amostras de EBT e EIT apresentaram atividade
hemolitica significativa. A porcentagemn de lise aumentou
gradat {ivamente e no final do experimento, depoiszs de 18 horas de

incubacio |, cerca  de 0% dos aritrociton foram degtruidos.



Ha presengs do EST, a porcentagem de hemdlizge fol semelhante 2  dos
controles contendo PBE ou neuraminidase de €. perfringens (NCp), qgue
n8o ultrapassaran o valor de 3,53% (Tabela 53 .

Através de egtudog com o T. congolense, Tizard & Holmes {1976,
degscreveram = ocorrénoia de um fenfmeno gemelhante, detectando
at ividade hemolftica gobre eritrocitos de carneiro, durante © contato
in vitro” com o parasitas. 0 fato maizg inportante destes

sxperimsntos, foli a congtatagio de gue os elementos responsdveiz pelo

e

»feito citotdmico, eram liberados pela auto-degradacico do material
insoidvel cbtido apds & lige doz parasitas. Ver{ficou-ze
posteriormente, gue nenhuma hemdlige era detectada antes de 8 horas de
incubacio, sendo assim, desnecesgirio o contato dos eritrocitos com o©
materialdurante egte perfodeo (Tizard & cols, 1977y, O fatores
hemoliticos resultantes da auto-degradacHo 4o material insolidvel foram
caracterizados como zende dcidos graxos satursdos, liberadog durante
um longe perfodo de incubaglo, mas ums vez gerados, eram capazes de
ligar totalments os eritrocitos em poucos minutos apds o contato
{Tizard & Holmes, 1976: Tizard e cols, 1977:.

Ao  compararmos esteps dados com oz obtidozs no sexperimento dsa
Tabela 5, podemcs  verificar que as atividades hemolfticas dos
extratos, tanio de T.congolense quanto de T.oruzl, 86 foram destectadas
depois de um longo periodo de incubscio. Entretanto nenhuma diferencs
fo! cbkservada, entre extratos de T.ocruzi sdicionadezm zos eritrocitos
imediatamente ou apds incubag¥o prévia, por 8 a 12 horas, a 37= C.
Hegmo na ausfncia do intbidor de proteases, s incubagioc prd&via do EST

n¥o gerou nenhum componente capaz de lisar a totalidads dog



eritrocitos, antes do periodo necegsario aoc mesmo material, guando
dicicionado imediatanente apds 8 gusa preparagic {dados nio
apresentados’y.

Componentes hemolfticos ou citotdmicos . tambdm podem ger
detectados em preparacBes de neuraminidases derivadaz de outros

microrganismos patogénicos, tsis come V.choleras e C.perfringens (Ads

e colsg, 1961; Krasmer, 1968), Estes contaminantes geralmente estio
relacionados com a presenga de protesseg, lipases & fosfolipases
{lecitinases), que podem atuar dirstaments gobre 2 membranaz das
celulas, ou gerar conponentes citotdwicoz através da  agHo sobre

diferentes gubsgtratos (raemer, 12968; Deuticke e cols, 1981),

A complexidade dos compostios presentes nas preparagBes de EST e
de EIT, ac lado da necessidade de um longo perfodo de incubagfoc com os
eritrocitos, %o elementog fFavordvels ao crescimento de microrganismoes
contaminantes. Por estszs raz¥o, ag atividades destes euxbratos foram
tegtadas en condigBes estdreis e na pregenca de Nal , EDTA, PHSE &
E-ACA, ou apds aquecimento dos exiratos em banho de agua fervente., De
acordon com oz resultasdos demonstradosz nas Tabela 6, podemos obgervar os
geguintes fatos : 1) A atividade ds neuraminidase do EST n3c  faol
bloqueada por nenhuma das substancias adicionadas, apesar de que nsa
augencia destas, mais de BO¥% dog eritrocitos foram lisados: 23 Na
presenga  das substanciags , 3 hemdlige causads pelo EST foi inibida
3 0 aquecimento sboliu totalmente as atividades de neuraminidaze e
hemolitica des 2 extratos (EST 2 EIT): 4) Nenhuma dass mubstanciag foi
capaz de bloquear a atividade hemolfitica do EIT, nas concentragles em

que foram testadas.



Eztez dados comprovam que as atividades dos extratos n¥He 3o

decorrentes de crescimento bacteriane, durante o longo periodo d=

inzubagBo. Todavia a posgibilidade da contaminagio dos materiais em
atapas anteriores, mesmo durante o cultivo ou izolamento dos
paragitas, n3o pode ger eliminada. De certa forma, a atividade

hemolitica detectads no EET pode ser atribuides aocs mesmos elesmentos
pregentes ne EIT, porém em quantidades bem inferiores. Por esta
raz¥co, a hemdlisze fol blogusads pelog vérios inibidores metabdlicos e
snzimiticos nas concentracles indicadas, sendo entretanto
inguficientes para inibir a mesma atividade do EIT (Tabela &3).

0 aguescimento do EST e do EIT, & temperatura de ebulic¥o da agusa
durante 5 minutes, fol puficiente para desgiruir totalmente a atividade
hemolftica. Todavia a atividade de neuraminidass do EST, apesgar de
persistir na pregenca dag substanciag, tambdm fol destruida durante
o tratamento pelo calor (Tabela 6). Estes dados comprovam que o efeito
hemol it ico, asgim como & remoglio de acido Sidlice, s3o provocados por
e#nzimas cujas atividades s¥%o destrufdas apds desnaturacio.

Nog estudos de infeccBes experimentals por Lripancosomas
frequentemente s¥o utilizados camundongos , o5 qguzais apresentam
grandes quanlidades de parasitasz na circulsc¥o durante o fasge aguds.
Este estado paraszitémico pode ser letal para algumas !inhagens
izogénicas, engquanto que outras mals registentesn, conseguem sobreviver
& pasgam paras a fase ordnica da infecg¥o {(Kierszenbaum & Howard, 197%;
Corginl & cols, 1980, 1982).

Em fungio da paragitemia, védrios componenities do plasma , zejam

céiulag ou moldculas, entram oem contate direto com of parasitas e seus
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produtos, tornandeo-ge susceptivelis a modificacgBes. Desta forma, foram
sstabelecidos dadog comparativos, entre os eriitrocitos humanos = de
camundongos durante incuba¢Bes com EST, EIT 2 NCp. Heste experimento
foram utilizados eritrocitos humancs de grupos sanguineos diferentes
& das  linhagens de camundongos CBA, CB7BLIC e seus hibridos
(CRACBZRELIONFL. Azn linhageng foram selscionadas, baseando-se na
susceptibilidade (CBAY & resistdncia (CHBEVBLLIO = Fi) 3 infecclo com 2
cepa Y de T.eruzi {(Corzini & cols, 198802,

De ascordo com n Tabels 7, podemos verificar gue n¥o exigten
diferencas nosg titulos de aglutinag¥o de eritrocitos humanos pela PNA,
gualquer gue ssja o grupo sanguines ABD, depois de tratados com a NOp.
Da mesma maneira, eritrocitos de camundongos de linhagens digtintas,
também nBo apresentaram titulos diferentess entre gf. Por ouiro lado,
notamos uma diferenca marcante entre os titulos de aglutinacBo das
células hupmanas & de camundongos, guando tratadas com HCp ou EET  zob
as mesmas condiglBes. Conforme o egperado, o Litulos resultantes das
incubacBes de ambos oz tipos de eriirocitos com o EST, foram bem
inferiores acs cobtidos com a NCp. Entretanto, nenhuma diferenca foi
constatada taombém enire ag 3 linhsgens de camundongos, ou ehire o
doadoresz humanosg de grupos sanguineos diferentes (Tabela 7). B
incubagcHo dosg eritrocitos, tanto humsnos guanto de camundongos com  ©
EIT, resultou em hemdlise total =30 tdrminoe do experimento, sem nenhuma
diferenca gignificativa em relac¥o az observaglies anteriores {dados
n#Eo apresentados).

Como podemos verificar, os tftulos de aglutinacHo dos eritrocitos

de camundongos com PNA, foram bem infericres aos dos eritrocitos



Aisc. 68

humanos depois de incubados, tanto com NCp guanto com EST (Tabela 7).
De acordo com alguns auvtores, o teor de dcido Sidlico na superficie de
eritrocitos, pode variar nas diversas espécies de mamiferos (Heville &
Clozsmann, 1871, Durocher ¢ cols, 1975; Corfield & Shausr, 1979y .
Porém, a reatividade da PHA n%o esta associada apenas a egte fato. Ha
verdade a lectina liga-se a resfduos D-Calactosidicos, gque tornam-se
aressivels somente depois da remogfo de moldcoulan de decido Sidglico
{Lotan & cols, 197%,; Tomits & MHarchesi, 1975). Portanto o=z dados
observados na Tabela 7, denmonstram que a estrutura oligossacari{dica na
gsuperficie dog eritrocitos humanos, parece ger relativamente diferente
gquanto  ao  conteddo de residuos de D-Galactose, em comparagHo aos
eritrocitos de camundongos. Por esta raz¥o, og eritrocitos humanos
foram sempre utbtilizados nos experimentos de detecc¥o e de inibigBo da
atividade de neuraminidase de T.cruzi.

Og dados apresentadoz no momento, comprovam que o contato de
eritrocitos "in vitro”, com sz formas tripomastigotas de T.erumi, ou
com produtos derivados da lise dos mesmos, pode causar alteragBes nas
mambranas destas células. Tals modifica¢Bes podem variar desde =2
simples remoglo de moldculaw de dcido Sidlico de superficie, atd =
Hberagfo do contedde citoplasmitico, pela ruptura dJda membrana do
eritrocito. A consequencia imediata destes fendmenos, cazo estejem
ocorrendo  "in vivo”, geria a constatac¥®o da diminuigio da quantidade
de gidbulos vermelhos no sangue do hosgpedeiro.

O gintbmas de anemia g¥o muito frequentes nas Tripanosomiases
Africanas, sendo detectada precocemente, tanto no homem quanto en

animais domésticog, durante a fage =2guds destas deoengas (ILRAD



reports, 19843, Viérlas modificacBes hematoldgicas foram descritas
durante as infeccBes por T.congolensze ¢ T.brucei (lkede e colsm,
1977y, ou por T.vivax (Esievo e cols, 1982). Através de experimentos

com  camundongog infectades por Tleruzi, tambdém foi  constatada a

corréncia de anemias, Jjeucopenia & trombocitopeniaz (Cardeoso & BErener,

| d

980; Hepka = cole, 19885},
A anemia nestes casos, poderia estar ocorrando por 3 razes

a) Pela destruig¥o maciga de sritrocitos no prdprico comparitimento

intravascular; bYAtravéds da remogio destas cédlulasg do sangue, por
drg8os  que interpfBie-gse a circulac¥o, como o figado e o bago:; < Por
um disgturbio hematopoidtico, com diminuigBc da reposicio dos
eritrocitos circulantes. HNo primeliro caso, a elevacgio dos niveis de

Bilirrubina no sangue, seria o achado laboratorial predominante, porém

este fato raramente ocorre durante as tripanogomiases (Creenwood,

1974; Cardoso & Brener, 1980). Todavia, s remogfc pelo figado ou pelo
baco, necesgita de uma modificacBc prévia na superficie dos
eritrocitos, seja egtruturalmente {(Gattegno e cols, 1974: Durocher e
cole, 1875), ou através da opsonizac¥o (Czop e colg, 1978: Jancik e
cole, 1978;: Braun e colg, 18837y, Finalmente, a posgibilidade de

alteragBies hematopoidticas durante az infecgBes por tripanocsomas,
apegar dJde degcaritada por Assoku (1875} nasz tripsnosomf{ases Africanas,
ainda necessita de melhores estudos.

Durante og picos de paragitemia, diversos componentes liberados
apds a lise de tripanosomas na circulagclo, tailsg como enzimas,
hemoliginas e Loxinas, podem ser os resgponsivels pela destruiglo ou

geqgquestramento 08 eritrocitos, =lém de ocubros disturbios



hematoldgicos e imuncldgicos obgervados na fagse aguds da infecglo.

2 geveridade destas alteracBes, pode variasr com =z espdéoie de

tripanogoma ou com diferengas gendticas entre hospedeiros, que emn
slguns casos pode resultar nz mortes dos mesmos (ILRAD reports, 1984},
Entretanto, algumas proteinasz gque ocorrem nsturalmente no plasms,

apregentam ampla capacidade de neutralizar muitos destez componentes
paragitirios. As variac@Bes gendticas, em térmos quantitativos ou
gqualitativos destes fatbres neutralizantes, 8 que devem determinar os
caracteres de suscepiibilidade ¢ resisténocia |, entre tinhagens
tzogénicas de camundongos.

Em um expsrimento isolado, a atividade Themolliticsa do EIT
sobre eritrocitos  humanos, fol blogusada na pregenga de  goro
normal de camundongo.l atividade de neuraminidase permaneceu  pouco

atterads neste material gob a8 mesmas condicBes {dados n¥o

]

apresentados) . Entretanto, a atividade de neurmminidaze do 5T
scbre eritrocitos, foi totalmente intbida por virios lotes de soros
de camundongos (CBA x CS7BLIOXF1I , colhidos & semanas apds  a

infecclc com T.crazi .

De acordo com @ Tabela 8, podemos verificar um  blogueio
total da atividade de neuraminidase do EST, por 4 lotes
diferentes de soros de camundongos infectados (8CIY . 0O mesmo
efeite n3oc fol congeguido com os 2 lotes de soros  normalsg de
camundongos {SHC) ¢ nenhum dJdog soros normaiz  ou de animais

infectados, foram capazes de Dbloguear a atividade da NCp

=
&



Neste experimento fol impossivel 3 correlagfo entre z capacidade
bhlogueadora e og titulos de anticorpos contra tripomastigotas,
detectados nos sorog através a imunofluorescéncia indireta (Tabela 8).
Por este motivo, as atividades inibitdrias de 2 destes SCI {(Lotes 2 e
12 ¥ & do Lote 1 de SHC, foram analizadag em diferentes diluices. Oz
resulitades obltides estio demonsirados na Figura 2 . onde podenos
verificar gque og lotes de SCI perderam totalmente 1 capacidade de
inibig8n , depois de diluidos 100 wvezes em PRE. Em diluicBes
intermedidrias {(1/10 e 1/50), ambos inibiram parcialmente a atividade
do  EST , porédm o Lote 12 apresentou-ze mals efetive do que o Lote 2
(Neg:1/32 e 1/2;1/64 , respectivamentel. 0 Lote 1 de SHC, que havis
blogueado ligeiramente egia atividade, reduzindo em uma casa o +titulo
de aglutinag®o pela PHNR (de 1/256 para 1/128), perdeu totalmente asta
propriedade quando 4diluido 1710 (Fig.2).

A capacidade inibitdria dos SCI, pode ter vidrias explicacBes: a)
Por competigfo de muitas glicoproteinas séricas, ricag em 4dcido
Sidlico, pelo sftico ativo da neuraminidase: b)Y Por interaclo desta com
algum blogueador enzimidtico especifico, cujas concentragio aumentou em
decorréncia da prdpria infece¥o dos camundongos por T.coruzi o)
Anticorpos inespecificos, dirigidos para antigenos de superficie dos
eritrocitos, poderiam estar competindo com a neuraminidasze, pela
reaclco direta com o mesmo sitio de combinagio ou com estruturas
proximas  deste: d) Finalmente, anticorpos especificos para antigenos
de tripomastigoias, estariam reagindo diretamente com a neuraminidase,
blogueando totalmente a gua atividade.

A infecg3o euxwperimental! de camundongos por T.cruzi , pode

causgar diversos distirbios imunolidgicos, tais como a at ivacio



policlonal de linfdciteos, induzindo o saparecimento de anticorpos
reat ivos ! ant {fgenos nEo relacionados com oS parasitas
¢ Brener, 1980; Ortiz-Ortiz e cols, 1980 ; Tanowitz = cols, 1981 )

Com =a finalidade de ge comprovar a existéncia de anticorpos

especificos para tripomastigotas, capazes de inibir a atividade de
neuraminidage do EST, foram realizados doig sxperimentos distintos. Ha
primeira etapa, os SCI foram absorvidos com preparacBes contendo
separadamente: 1) formas tripomastigotas de culturas; 2) amastigotas e
céiulas HelLa infectadas: 3) eritrocitosgs humanos, obbtidos de varios
doadores normais. Em seguida, uma mistura de SCI fol passada através
de uma coluna de Proteina A-Sepharose (spl), para a separacioc dos
anticorpos da clagse 1ghG. A frag¥o gue passou livre pela coluna (n¥o
adsorvido) e a frag¥o adsorvida (elufda em pH 2,6) , foram recuperadas
2 & capacidade inibitdria foi testada com ambas.

De acorde com a Figura 3 podemos observar inicialmente, gue apds
sbheor¢fes dos  S1, nBo diluidos, com formas tripomastigotas, a
capacidade bloqueadora da atividade da neursminidase do EST foi
parciaimente abolida. Entretanto, o efeito inibitdric dos doiz lotes
de S5CI em nada foi alterado, mesmo depois de absorvidos com células
Hel.a e amastigotas, ou com eritrocitos humanos, apresentando
resultados negativos, da mesma forma que oz contrdles sem absorcSes.
A medida gue oz SC! foram diluidos, os titulos de aglutinacio de
eritrocitos com a PNA aumentaram, porédm valores igualz aog dos SHC,
g6 foram atingidos com og soros absorvidoz com tripomastigotas. Unma
ligeira elevag¢Ho nos titulos aglutinantes, pouco significativa, fol
verificada com o lote 2, absorvido com células Hela = amasbtigotas

(Fig.2A). Nenhuma diferenga foi detectada entre oz SCI zbsorvidos com

eritrocitos humanos e os mesmos sem absorgBes (Figura 22 e D).
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Estes dados comprovam que os elementos blogueadores da atividade
de neuraminidasge do EST, presentes nosg SCI1, foram capazes de reagir
COm a zuperficie de tripomastigotas, sendo removidos apds 2
centrifugscio. Durante o procedimento de absorc¥e foram utilizadas as
formas iripomastigotas vidvels, pois 2 absorg¥o com parasitas fixados
por formol Z¥%, n¥o modificou em nada = capacidade inibidora destes
sores {(dados n¥o apresentados). Todavia, az absorgSes com TV, poderiam
regultsr nz contaminaglo dos soros por algum composto soldvel, em
decorréncia da lise dos paragsitas. Este parimetro foi controlado e
nenhuma atividade de neuraminidase pdde ser detectada noz soros,
depois de absorvidos com TV, durante incubac¢io c¢om eritrocitos humanos
ng augdncia de EST (dadoz n¥o apresentados).

Um volume de 6 ml de mistura de SCI, foi aplicado na coluna de

Protefna A-Sepharose. A fragio gque n¥o ficou adgorvida, foi recuperada

gem  Lter ocorrideo uma diluigio considersvel do material. Por outro
iado, a frag¥o adsorvida, fol elufda em 14 alfquotas de 1 ml, ficando
portanto diluids mais do que 2 vezes. A TFigura 4 demonstra os

regultados da aglutinacHo de eritrocitos com a PHA, obiidos apde 2
incubag¢3o com EST, na pregenca das duas fracfes gue foram separadas
pela coluna de SpA e do soreo total. De acordo com estes resultados,
podemos  verificar gue as duas fracBes foram capazes ds bloguear,
apenas parcialmente a atividade do EET, gendo que a fracHo adesorvida
foi maiz potente gue 2 n¥o adsorvida. Entretanto, o soreo total foi o
mals efetivo gquantio 3 capacidade de bloguesr a atividade do EST.

3z resultados das Figuras 2 @ 4, quando analisadoz em conjunto,
demonstram que a atividade inibitdria dop 8SCI estd associada =2

pregenca de anticorpos especificos, apesar de que a possibilidade da
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participac¥o de componentes séricos distintos das imunogliobulinas, n3o
deve ser degprezada. Como z passagem de soros em coluna de SpA  retdnm
apenas grande parte dag Imunoglobulinas de camundongos da classe Igh,
outrag clasgses de imunoglobulinas, tals como IgH, poderiam ser as
respongsivels pela capaclidade inikhitdriaz remansgcenie na fraglo nic
adsorvida.

A capacidade loqueadora da atividade de neursminidase foi
descrita também, para soros de pacientes portadores de infeccles
virais. Bageado negte f{eonbmeno, foi estabelecido um método de
diagndstico Taboratorial, através da inibi¢¥o da aglutinacio de
eritrocitos pela PNA {(lLuther 2 colg, 19832, No caso dom 5C1, estes
alédm de reagirem com formas tripomastigotas em testes de
fmunof lucrescénoeia indireta, foram capazes tambdém, de proteger
camundongos da mortalidade causada pela infec¢Ho por T.eruzi, atravds
da transferéncia passiva (Repka & colgs, 1982). 0O fatoc destes soros
pogsuiren A proprisedade adicional de inibir ] atividade de
neuraminidase de T.cruzi, poderia estar sssociado com a capacidade
protetora, desde que zeja demonsiradz a participac®s da enzima na
patogenia da infecc3o experimental.

Atraves da aglutinac¥o pela PHA, Pereira {(198%3za) verificou a
ocorréncia da atividade de neuraminidase sobre eritrocitos de
camundongos, "in vive”, durante & fase aguda da infeccHo por T.cruzi.
Entretanto, ssgundo sszte auvtor, os camundongos foram irradiadaz antes
da inoculac¥o dowx parasitas, e o teste de aglutinac¥o com a lectina
fol realizado em tamplBo contendo Etilenoglicel a 30%, com a finalidade

de aumentar a sengibilidade do método (Pereira, 198%z) .
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Um ewperimento gemelhante Fod real izado com célulaz de

1

R

v

camundongos CBA,  zpuscephlivelizs & infecgle por T.eruzl, pordm ni3o
irradiadosz, obtidas durante o pico de parazitemia. Venhums aglutinacio

de seritrocitos com a PHA pfSde per detectada, mesmo =m pregenga  da

Etilenoglicol, BEA ocu Dextran, oz qualz favorecem zz interagfss nos
me&todos de hemaglutinaglo {dades nio  apresentadon?. Entretanto, A
occorréneia da atividade de neuraminidase Yin vivoe”, necesgitas ainda de

ezgtudoz malz detalhadosz.
Azsoku (1975 constatou 8 presenca de  anemia, causads pela

remoclc de eritrocitos da circulac¥o pelo S5RE (Sistema ¥Mononuclear -

Fagocitdrio, em ratog infectados com T.evanzi, relacionando  conm
digtirbies imuncldgicos ingapecificon. lkede @ cols €1977%,
demongtraram um sumento da destruicio de eritrocitos pele bago, em

camundongos infectados por T.brucei ¢ T.congolense . Cardoso & Brener
{1980 e Repka e cols {(1985), descreveram z ocorréncia de anemia oo
camundongos, durante a fase aguda da infecgde por T.cruzi. Esievo e
cols (1982, associaram zsintomas de zsnemla, em animais infectadosm com
T.vivax, com 2 diminuigBo da guantidade de dcido Sldlico nz puperficie
doz sritrocitos, & sumenio no plasma zob a Forma soldvel.

Todos esses dados apolam a hipdiese de que a anemia, ac lado de

outros digtdrbion mais gseveros, egtaria diretaments aspociada com =

morte de animais susceptivelis, durante z fase aguda das infeccles po

i

tripanocsomas. A anulaclio de alguns dos efeitos, como por exenplo, o
causadores de anemia, apesar de modificar muito pouce o curso da
doenca, poderia prolongar o tempo de saobrevida dog aninmais. De forma
intersessante, este fendmeno de aumento da sobrevida ocorres apds =3

trangferéncia papsiva de soros hiperimunes, parsa camundongos



susceptivelis, antes da inocculagBo dos paragzitas {(Repks & colg, 1882,
Trischann, 1983, D8 anticorpes ou  outrog fatores sgpecificos
presentes nestes soreos, poderiam egstar blogquesnde de forma efetiva,
algum componente do paragita com capacidade de modificar
sgtruturalmente ou  de agredir diretamente oz sritrocitos nas
circulascio,

Estudos comparstivos para o estabelecimento de guzis gintomas

egtariam realmente contribuinde com a morte doa hospedsiros,
necegsitam de uma elaboragio mals detalhada, para que pOoSSanos
constat ar gquais destes, esgtariam sendo atenuados o abol idos

totalmente apds a transferéncia pasgiva de soros imnunew.

Grogl! & Kuhn (1385}, .constataram diferengas no padrio de
resposta  humora! entre <amundongos registentes e szusceptivels &
infeccdo por T.ergzi., ao analisarem a rsatividade de anti-soros
obtidog destes animalp, contra diversos componentes asntigdnicos do
parazlita. O auntores sugeriram que az diferencas de restividade
abhgervadas com oz anti-gorog, pederiam egstar relacionadas com as
variacBes na susceptibilidade dos camundongos ao T.cruzi (Grogl &
Kuhn, 1985).

Apesar da regigtencia & mortalidade de algumas linhagens de
camundongos, durante a fase aguda da infeccle, tals hospedeliros poden
gobreaviver por um periodo de tempo limitade, devido & instalagio do
paragita em vérics tecidos. Em decorréncia deszte fato, muitos
peaguisadores L&m-gs empenhado 2m estudos gobre alteracBes
morfoldgicas e funcionais de tecidos invadidos por tripanosomas, ou
aobre az interacfeg entre egtes o células de mamifaros {Ribeiro do=s

Santozx & Hudson, 1980; &ndrade, 1983: Nogueira, 1983; Zingales &
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Recentemente, Libby e cols (1986, demonstraram a atividade de
neuraninidane gobre célulaes endoteslials 2 de miocardio de ratos, apsHon
o contato "in vitre”, com formes tripomastigotas de T.cruzi, ou com
meioc condicionado através do cultiveo dos parasitas a 420, HNesies
exparingnios  descariou-zs a2 possibilidade da  presenga de azlgums
atividads proteclitica ou glicolftica, de forma que os unicos
componentes  liberados da superficie das cdlulas foram moléculag  de

gcido Neuraminico (Libby & cols, 19863,

de

& remoclo de residucs de dci

AR

io Sidlico da puperficie de células

ot

endoteliaig ou de miccdrdio, pode induzir uma zérie

&3

= fenBmencs
relacionados com a2 infeceBo por T.cruzl. O irastamento de células

endotelials com neuraminidase, aumenta a aderéncia de granulocitos

i

rlaquetas (Hoover e cols, 1978; Gorog e cols, 1982), podendo induzir a

formacio de trombos ¢ fibross de mioccédrdio. Estes

tH

an

intomas T

b
5

freguentemente encontrados em camundongos infectados experimentalmente
por T.eruzi (Rosesl & colp. 1984; Factor e colg, 1985y, 0O prdprio
funcionamento normal das cdlulag de mioccdrdico, pode ger alterado por
trataments oom neuraminidase (Frank e colg, 1977 Uonds & cols, 198723,

Portanto, og sintomay de znemia cobservados na fase aguds, & de
campromeﬁim@nté cardface na fase crénica, podem estar relacionados com
z atlvidade de neuraminidasge de T.cruzi, que ao lado de outros fatores
geriam respongivels pela morte dosg hosgpedsiros.

e acordo com a Figura 5 e Tabela 9, podemos verificsr gue ag
células imunocompetentes, da mesma forma gue og eritrocitos, tambdm
2Ho gusceptivelsg = alteraciBes provocadas por produtos da
tripomastigotas., Ao analisarmos 3 vigbilidede de cdlulas Hononucleares

(MNY humanags, apds incubagio por virios periodos de tempo om  presenca



de tripomastigotas (TV) ou dos extratos ERT, E

E7 e BIT, werificamos o

%

2

segquintes resultados (Figurz 5): a} As porcentagens de cdlulas vidveis

decresceram lentamente, em funcio do tempo de incubac¥c com oz TV e
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neceonde porém superior a 60%, depoiz de 8 horas; fel
Por outro tadoe a viabilidade destaz cdlulas diminuiu
acentusdamenie, durante a incubacHlo com ag amogtras de ERT =2 TIT,
gendo  inferior a 20% apds 4 horas; mesno  antes de terminado o
ewperimento todas as céliulags foram lisadas 100 % apds 6 hilg;
c} Durante a incubagZo de células HN com HRSY, a wviabilidsde
manteve-g2 pouce alterada até o final do experimento (> BO%Y, e apds 4
horas a porcentagem de células vidvels foi semelhante 23z obtidas com
TY = EST (Figursa 5).

LZetes dados comprovam a sxisténela de produtor citotdmicos eom
grande quantidade, nas amostras de EBT e EIT. Por esta razfo, =
atividade de neuraminidase sobre as <dlulas MN foi sstudada apenas com
amogtras de TV e EST, por um perfodo de 4 horas. A atividade foi
constatada sobre cdlulaz humanas e de camundongos, depols ds adic8o
da PHA, através da obgervac3s direta ao microgcdpio comum. Os
resultados destes experimenio esstio demonstrados na Tabela 9, onde
podemos observar a ocorréncia de aglubtinac¥o das cdlulas MN, depols do

contato com TV e EST, por 4 horas a 37°C. Aldm desse perfodo, as

e

&

ceélulas apresentaram forte tendéncia a formar agregados, mnesmno
augéncia da PHA, em funglo do decrdpcimo da viabilidade <(dados nio
apregentados?) .

Az variacBes nas quantidades de residucs de fcide Sislico n=

superficie de l1infdcitos, determinam sstados de maturacio ou de

diferenciac¥o de subpopulacBes de c¢élulas T e B (Nordling e cols

#



tinfdides (Wooodruff & Gezner, 1968: Samlowski e cols, 1984; Rogen

i

cols, 1985}, Por outro lado, a remoc3o destes resfduos por tratamento

o]
ot
i

com neuraminidase, pode alterasr a antigenicidade (Grothaus = ¢

£

197%1; Rogesnberg e cols, 1372: Ray & Simmons, 19732, ou o padric deo

5

ragpostasz, alogBnics {Lundgren & Zimmonsg, 19715 ) mitogénica

3

tHovogrodaky & Hotchalski, 19732az,b; Novogrodsky & colg, 19795, 1as0y
de linfocitos "in vitro”.

Quanto & atividade fagocitéria, existe um grande ndnmero de
publicagles a respeito da modulagioc por residuos de dcido Sislico &
outros sacaridecs, tanto na superficie das "partfculas” (Bradfield e
cols, 18974:; Czop e cols, 1978), quanto das cdiulas fagocfticas

(Gamlowski = cole, 1984), revistas recentemenie por Sharon (19843},

Btravés da utilizecfo de vdrias lectinas de plantas, foram realizados

]

alguns sstudos sobre a caracterizac¥o de sacar{deos de superficie das
diferentes formas evolutivas de T.ocruzi {(Poraeirs, 1980 e d=a
lmportanciza destas estruturas, nas interacfes com o5 macrsfagos
CAraujo-Jorge & Souza, 19867,

A literatura a respeito das alteracSes da resposta imune durante
as  iripanosomiasis experimentals & t3Fo vasta, gue seria conveniente
citar apenas os fendmenos observados mais freguentemente: 1)  Aumentio
dos niveis basails da resposta de anticorpos a diversos Lipos de
eritrocitos heterdlogos, em decorréncia de uma ativagHo policlonal de

linfocitos B, constatada através da contagem de células formadoras de

lacam (PRECY, durante z fage inicial da infecoio {Corsind e ooig,

3

1977; Kobayaskawa e cols, 1979; Ortiz-Ortiz e cols, 1980, Corsini &



cogta,  198la:; O'Daly e colg, 1984); 2 A ativacio poeliclonal  pode
provocar  gzimultanesmente, uma resposta asutoimune (Hobayskawz ¢ cols,
1979y, ou 3 induzir um egtado de imunodepress3o ds resposta, =
diverzos antigenos n3o-relacionados com os parasitas {Hurray e colsz,

1%742.b:; Ramos & cols, 1978 Corgini = cols, 19808a,.h; Corsint &

CTosta,19821b):  4) Estes distdrbios podem ser mimetizados tambdm, pala
injec¢3o de extratos de tripanosomas (Assoku = cola, 1879 Corsint &
Costa, 1981a); 5) A resposta mitogénica "in vitro”, de linfocitos de

camundongos infectados por T.cruzi, apresenta-se suprimidas nz fase
aguda (Klerszenbaum & Hayves,1900: Haves & Kierszenbsum, 1981i; Lalonde
& cols, 1985) ¢ pode ser atribufda a células T-supressoras (Ramocs e
cols, 13739}, a fatores liberados por macrdéfagos {(Kilierazenbaum, 188z,
ou & agHo direta de produtos do paragita (Maleckar & Hisrszenbaum,
1883 .

Portanto, ag atividades de neuraminidase, hemolibtica =
citotdwica, além de outros fatores derivadoz de T.eruzi, podem
regultar em uma gérie de modificacBes estruturais e funcionaisg,
diretamente relacionadas com os distyrbios imunchematoldgicos que =%o
comumente obgervados durante a infecgBo . Az  celulas atingidas,
evidentemente z%o representadas pelos eritrocites, linfociios =
macrafagos & oz esgtudos das alterac8es morfoldgicas ¢ funcionals
destas, poden acregcent ar aigumas informac¥es importantes no

asclarecimento dosz fenfmeonos.



5. CORCLUSBES®S

Reste trabalho ficou comprovada mais uma v8z, a importincia da
utilizagis da lectins PERA {uwsers sob 3 forns gekRi-purificadal como un
reagente capaz de discriminer enire superficies de cdlulses normals ou
alteradas pela ag¥o da neuraminidase. Esta substincia constitue—-se
atualmente, de wum marcador especifico de esgtados de maturacio,
diferenciagBo e ativag¥o de cédlulas imunocompetentes, em suspensles ou
em corteg de tecidos (Butcher e cols, 1982; Sharon, 1983; Hsu & Roe,
1983; Cooper, 1984). Através de gpua utilizac¥c pbde-ze demonstrar =
atividade de neuraminidase de T.¢ruzi, sobre eritrocitos e cédlulas MN,
humanas ou de camundongos, aldm da inibig¥o da mesma por goros-imunes,
de animalis portadores de infeccfo crdnica.

2 atividade de neuraminidase fol detectada em formas
Lripomastigotas vidvels pu em extratos soluvels, obitidos apds a lise
dos parasitag e centrifuga¢¥o. A porc¢Bo insoldvel resultante destes

ligados, apreszentou-se tdxica para eritrocitos e células MN, pordm enm

func3o de sua composi¢de hetsrogénea, n¥o fol possivel &
caracterizacio deste material. Entretanto, @ recuperacio da
neuraminidaszse, gob 2 forma solidvel = com baixo nivel de toxicidades,

torna bastante promissora a tentativa de sua purificag¥o, a partir de

grandes quantidades de sobrenadantes de culturas de tripomastigotas.



Finalmente, 2 constatacio dn capacidade blogueadora da

neuraminida=ze de T.cruzi. por soros que posguem também a propriedade

2]

protetora de camundongos susceptiveis & infecc¥o, devem aventar a
possibilidade de participacHo desta enzima na patogenia da Doenca de

Chagas.
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&E. RESUEDO

Eritrocitos humanos qoando incubados em presenga de formas
tripomastigotas (TV) de T.cruzi, tornam-se aglutindveis pelz lectina
de  amendoim (PHNAY. Este fenBmeno ocorrs devideo & atividads de
neuraminidase derivada destes parasitas. No presente +trabalho foram
egtudados os  gseguintes parimstros: arfeteccls da ztividade de
neuraminidase em extratos brutos (EBT)Y, socliveis (FST) & ingolivels
(EITY de tripomastigotas, sobre eritrocitos e células mpononucleares
{HNY:; BYInibicHo dests atividade por soros de camundongos infectados
{5C1Y por T.cruzi, capazes de reagir com tripomastigotas em reacfes de
imunofluorescéneia indirsta,

Utilizaram-se como fonte de parasitas, as formss tripomastigotag
de sobrenadantes de culturas de células Hela infectadas com a cepa Y.
A atividade de neuraminidase destes sobre celulag, foi deteciads
através da aglutinac¥o com PHA.

Oz resulitados obtidos demonstraram gue: 1)A atividade do EST foi
idéntica 2 dos TV, o mesmo n3c ocorrendo com o EBT ou com o EIT: =D
atividade do EET foi blogueada especi{ficamente pelos SCI, o8 guais
foram incapazes de inibir a atividade de neuraminidasedes
C.perfringens; 2YRegultadoz semelhantes foram obtidos com = fracio
g6, resultante da passagem dog 50! em coluna de Proteina A-Zepharome.

O0s dados sugerem que a atividade de neuraminidase de T.cruzi pode
ger detectada scb a forma solivel, apds a lise dos paragitas & gue
anticorpos contra ow mesmos, foram capazes de bloguear ssta atividade.
Além de eritrocitos, cdiulasz HN também 5%o zlteradas apds z incubacHo
com TV e EZT, possibilitando-nos aventar a hipdtese de gue esta enzims
estaria relacionada com disturbios imunoclidgicos, provocados pelo
T.cruzi, e gue animais menos susceptiveis 3 infeccHo, podem produzir
anticorpos ezpeci{fices conira a mesma.
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