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Vlvemos em um slstema dlnamlco em que 1de1as, ex
"fpermenclas e realxzaqoes se sucedem ‘na tentatlva constante,

"'do aperfexgoamento atraves do ensxno 'que & transmitido de

'7juns a outros. Nenhum trabalho e reallzado sem uma finalida-

'“de, sem um estxmulo ou ‘sem a cooperagao mutua.

A apresentagao deste trabalho, portanto, Trepre-

zifsenta tambem o acumulo de conhecimentos que nos foram trang

'-- m1txdos atraves da famllma,_amxgos, professores e impres-

',ses._Longa seria- a llsta de: nomes e entidades que permirci-

‘ram. dlreta ou lndxretamenta a reallzagao deste trabalho. No

'“fentanto,_sem mlnlmlzar o apoxo recebido dos demais,A gosta-

'[rlamos de salientat tres nomes que- marcaram definitivamente

CUuman carremra. Prof._Dr.,Joao Xavier annna e Profa, Dra. Ire

f:ne-Mlkoszewské;-da Univers1dade-redera1 do Parana, a quemn
devemos as priméiraé“brientagaes dentro da Microbiologia e
7Imunolog1a e o granda estlmulo para a carreira Universita-
j_rla, sem 0. qual nao terxamos tido a oportunidade de conhe-
cer o_Prof._Dr. Humberto de A. Rangel, que vem nos ensinan-

‘do, através de uma orientagdo amiga.
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INTRODUGAO

-ﬁﬁfétﬁdagde 1'antigénicité montre, que
Jﬁ'ndusf dévétonsV_mainténant- faire appel
a 1&1 §io1ogie- moléculaire du parasite
poﬁf aE¢€ééf}f§ la comprehension des
‘méchanismes que régissent les relations
-  h3£e~para9iteget nous permettre une

"aﬁ@roch@-ﬁrafibnnelle des yhénomenes

. immunitaires et des moyens de les sus-

citer". (Caprom, 1970)

"Identification of antigens crucially
~involved in host parasite relation
ships would undoubtedly provide the
greatest. - advances in the study of

: immunity to parasites” (ogilvie, 1970).




téencia por vezes extremamente longa (Laranja et al., 1956;
Salgado et al., 1962). A eliminagao completa do parasito ou
a morte do hospedeiro parece refletir a ocorrencia de aci

dentes circunstanciais.

Numerosas teorias tem sido elaboradas para expli
car esse possivel equilibrio. Pertencentes ac mesmo Phylum
o hospedeiro e © parasito, poderiam ter uma comunidade de
determinantes antigenicos (Dineen, 1963a, 1963b; Damian,

1964; Capron et al., 1968; Smither el al.,, 1969), que minimi

zaria a resposta imunitaria. Por outroc lado uma evolugao £i
logenética paralela (regras para51tof11et1cas) poderia per-
mitir a adaptagao mais estrita por dupla modificagao parasi
to-hospedeiro devido & selegao natural (Sprent, 1959; 1969)
conduzindo ao estabelecimento de estados de imunotolerancia
incompetencia jmunoldgica (Jenkin, 1963; Schad, 1966; Dami an ,

1967) ou de jmunossupressao (Adler, 1958; Fisher, 1963).

A despeito da existencia de virias observagoes
em favor dessas teorias, tais como a existencia de antige-
nos comuns a parasito e ao hospedeiro (Kagan et al., 1963;
Damian, 1964, 1967) ou a ocorréncia de fenomenos de faeili-
tagao imunolégica (Capron et al., 1969, 1970), o mecanismo

~de interagao parasito-hospedeiro ainda nao foi elucidado.

A complexidade do parasito & um dos fatores que
dificultam esse estudo. Contrastando com as bacterias, oOS
parasitos exibem um ciclo vital que envolve, via de regra,
obrigatoriamente, diferentes hospedeiros. Profundas altera=
¢oes morfoldgicas e fisiolbgicas sao ohservadas em cada fa-
se do ciclo (Deane, 1968), permitindo a adaptagao do parasi
to a hospedeiros filogeneticamente bastante afastados entre
si. Sem sombra de divida essas alteracgoes incidem també&m na
composicao antigenica do parasito conforme o . comprovam 03

trabalhos sobre Hemonchug contortus, Schistosoma .mansoni,

Triechinellas spirallis (OMS, 19653).

Alénm de possuir um ciclo vital complexo, algumas
observagoes indicam que o parasito tem a capacidade de adap

tar-se as defesas organlcas do hospedeiro, quer por fenome ~




nos aproximados a facilitagao imunologica quer por uma modi
> log . . Lad . L »
ficagao dos determinantes antigenicos de superficie. 0s esg~

tudos de amostras de Trypanosoma brucei colhidos durante sur

tos de parasitemia que occorrem num mesmo individuo, mostra
a existencia de diferengas antigeénicas entre esgas amostras
(Franke, 1905; Ritz, 1914; Lourie and O'Conner, 1937;0saki,
1959; Gray, 1962) que no entanto, tendem a reverter a um ti
po antigenico primitivo, se repetidamente passados pela

Glossina (Broom and Brown, 1940; Gray, 1962, 1965; Miller,

1965; Vickerman, 1968). Este fato pode ser aproximado da ve

rificagao "in vitro" de que © Paramecium aurelia exibe alte

ragoes reversiveis na sua composigao antigenica, quando sub
metido a pressao seletiva, gradualmente crescente, de anti-

corpos especificos (Beale, 1957; Beisson and Sonnebain, 1965).

A anilise critica dos exemplos ccligidoé sobre a
biologia do parasito e do mecanismo de interagao entre este
e os seus hospedeiros evidencia que os estudos sobre esta
interagao nao poderao progredir sem uma anilise prévia dos
constituintes antigenicos e de sua fungao (Soulsby, 1963;
Brown, 1967). A falta dessa analise, tem sido reconhecida
come um fator decisivo no progresso dos nossos conhecimen~-
tos sobre o mecanismo de interagao (Kagan, 1967; Roy and
Rittz, 1970). As recomendagoes de grupos de peritos, (OMS ,
1965) e varias declaragdes de especialistas mo assunto, (Ca
pron, 1970; Desowitz, 1970; QOgilvie, 1970) insistém na ne-
cessidade da investigagao ao nivel molecular dos constituin

tes antigenicos dos parasitos.

A caréncia de informagoes sobre os antigenos de

Trypanosoma cruzi tem sido considerada como um obice de fun

damental importdncia na interpretagao do mecanismo de inte-
ragEo deste parasito com os seus hospedeiros (Kagan, 1967
OMS , 1965). Varios aspectos destas interagoes permanecem des
conhecidos a despeito da numerosa bibliografia acumulada (v.
g. IBBD; Miles and Rouse, 1970) a partir da descoberta . do
T. cruzi (Chagas, 1909).

Numerosos dados sugerem que 08 constituintes an-




tigénicos do parasito e oS anticorpos especificos possanm
ter um papel relevante na patogenia dessa doenga (Vianna,
1911; Torres, 1917; Okumura et al, 19603 Pizezi, 1963;
Tarrant et al, 1965). Contudo, a comprovagao dessa hipitese
depende de um estudo préevio dos constituintes antigenicos,a

respeito dos quais dispomos de apenas escassas informagoes.

0s estudos sobre o8 antigenos T. cruzi, inieia-

dos por Guerreiro Machado (1913), tem sido arientados, mna

maioria das vezes no sentido de estabelecer tecnicas diag-

nosticas para a doenga de Chagas. Muniz e Freitas (19443,

isolaram uma fragao polissacaridica capaz de precipitar com

os soros de pacientes chagasicos. Fife e Kent (1960), sepa-

raram dos extratos brutos de T. cruzi uma fragao protéica
] - 13 ~ ~

e uma polissacaridica. As reagoes dessas fragcoes com BSOros

de pacientes foram investigadas pelas tacnicas de fixagaodo

complemento. Tarrant e col. (1965), demonstraram a presenga

no meio de cultivo de um componente nao dialisavel conside-
rado como exoantigeno, capaz de fixar complemento frente a
soros de pacientes de doengas de Chagas. Esse exoantigeno,
provavelmente de natureza glicoprotéica, & capaz de produ-

zir anticorpos quando inoculado em coelhos.

Alguns autores utilizaram téenicas imunoquimicas
para o estudo das relagoes antigenicas entre diferentes a-

mostras de T. cruzi (Nussenzweig et al, 1962, 1963; Cappa e

Kagan, 1969) ou relagoes antigenicas entre T. cruzi e dife-

rentes especies de tripanossomos (Dupouey e Marechal,1966).

A falta de um estudo sistematico dos antigenos
do T. cruzi e a diversidade de tecnicas empregadas tornam
dificil a comparagao dos resultados obtidos por diferentes

autores.

Visando contribuir para um melhor conhecimento
da interagﬁo deste parasito com seus hospedeiros, iniciamos
um programa de trabalho que tem por finalidade um estudo dos
constituintes antigenicos das diferentes formas do ciclo

vital do T. cruzi. O presente trabalho apresenta parte dos




resultados obtidos na investigagao dos constituintes

nicos das formas de cultivo deste parasito.




MATERTIAL E METODOS

Amostra de T. cruzi. A amostra de I, cruzi utilizada neste

trabalho nos foi cedida pelo Prof. Mario Camargo, do Insti-

tuto de Medicina Tropical de 8ao Paulo.

Meio de cultura: O meio de Yaeger (LIT) preparado de acordo

com as indicagoes de Fernandes e Castellani (1966) foi uti-

lizado para o cultivo do T. gruzi. Porgoes de 5 ml de ind-
culo eram semeados em 20 ml de meio de cultura e - mantidos

em estufa a 289 durante uma semana.

Suspensao de tripanossomos: Cultura de 7 dias em meio de

Yaeger, eram lavadas 3 vezes com solugac NaCl 0,15 M em cen
trifuga refrigerada a 5% a 1.700 g durante 15 minutos. 0
sedimento era ressusSpenso em solugao salina fisioldgica em
um volume correspondente a 1710 do volume original da tultu
ra. O numero de tripanossomoé dessa suspensﬁo era entao de

terminado espectrofotometricamente.

Determinagao do noimero de tripanossomos. Amostras da suspen

sao de tripanossomos, convenientemente diluidas em solugao
salina formolada foram utilizadas para a determinagao do nd
mero de microorganismos. A solugao salina formolada era pre
parada com formol neutralizado, diluido em NacCcl 0,15 M de
mode a se obter a concentragao final de 0,3%Z. 0 nimero de
tripanossomos por ml das diferentes diluicoes de uma mesna
suspensao de germes foi inicialmente determinado em camara
de Neubauer, realizando—se contagens éem triplicata. A den-
sidade otica dessas suspensoes foi determinada em espectro-
fotometro Colemann Junior A=530 em cubetas 12x75, estabele-

cendo~ge deste modo uma curva de referencia relacionando




densidade otica e niumero de tripanossomos. . AsS determina-
goes de rotina do numero de germes das suspensoes erxam fei-
tas espectrofotometricamente, utilizando=-se a curva de refe

roncia abaixo indicada.
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Figura 1. Relagao entre numero de tripanossomos €

densidade otica.

§3spens§o padronizada de tripanossomos: Suspensoes padroni-

sadas foram preparadas diluindo-se convenientemente as Suf
pensoes de tripanossomos de modo a se obter 26x100 microorga
nismos/ml. Essas diluigoes eram feitas em solugao fisioldgi

ca e mantidas em banho de gelo até o momento de USO.

Tmune~soros. 0B imune~s8oros anti T. cruzi foram obtidos em
l. cruzs

coelhos, imunizando-se, inicialmente, com'tripanossomos mor-
tos pela agao do formol,e a seguir, com tripanossomos vivos.
As suspensoes de tripanossomos WOrtos foram preparadas em
solugao salina formolada de meodo a se obter 26x10% microoxr
ganismos po¥ ml. Essas suspensoes eram mantidas a 09 por

10 minutos. A seguir 08 tripanossomos eram iavados 3 vezes,




em solucao salina fisiologica, a 5° e ressuspensos nesta 80

lugao de modo a se obter uma concentragao igual a 26x106

tripanossomos por ml.

0s animais foram inoculados inicialmente no co-
xim plantar de cada pata com 0,5 ml da mistura em partes
iguais de adjuvante incompleto de Freund e suspensao de tri
panossomos MOTLOS. Quinze dias apos, 08 animais receberam,
durante 3 semanas consecutivas, uma injegﬁo endovenosa de
5 ml da suspensﬁo de tripanossomos MOrtos. Uma semana apos
a nltima inoculagao era feita a sangria de prova. Os ani-
mais que apresentavam anticorpos, foram inoculados por via
endovenosa, uma vez por semana, durante 3 meses com 3 ml de
suspensao de tripanossomos vivos. Uma semana apos a Gltima
1nocu1agao, os animais eram sangrados a branco. Os s0r08
obtidos eram inativados 3 56° durante 30 minutos e cOnsSeér

vados a =200 ate o momento de uso.

Absorcao de soros. Quando necesgario, os imune-soros foram

absorvidos com formas de cultivo do T, cruzi. Porgoes de
10 ml de suspensEo de germes, preparadas como acima indica-
do, eram centrlfugadas a 5°, 1.700 g, 15 minutos. O Sedimeg
to obtido era ressuspenso em 1 ml do imune~soro e a sSuspei~
sho conservada a temperatura ambiente por 30 minutos. Apos
esse periodo, a suspensao era centrifugada a 50, 1700 g,
durante 15 minutos e 0 BOIXO separado do sedimento., Este pro
cesso era repetido até nao se observar mais aglutinagao das

formas de cultivo.

Extracao dos antigenos. 0s antIgenos foram extraidos utili-

zando~se dols diferentes processos: 1~ Pela agEo do congela
mento e descongelamento sucessivos; 2~ Pela agao do desoxi
colato de sodio.

1- Acao do congelamento e descongelamento sucessivos. Sus-

pensaés contendo 56x107 tripanossomos foram cpngelados a
-200 e descongeladas a 370 por tres vezes consecutivas. 0

material era entao centrifugado i 50, 3020 g, durante 13 mi
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nutos para separar o sedimento (sc) da fragao soliuvel que
sera doravante denominada de extrato bruto {(EBC). Quando ne
cessario SC e EBC eram conservados a -20° atée o momento de
usa.

2~ Acao do desoxicolato de s5dio. Experiencias preliminares

foram realizadas visando determinar a menor quantidade de
desoxicolato de sodio capaz de lisar completamente todos os
organismos de uma suspensao padronizada de tripanossomos. Im
vista dos resultados obtidos, a seguinte tecnica foi utili-
zada para a extragao dos antigenos. Aliquotas de 10 ml das
suspensSes contendo 56x107 tripanossomos/ml eram centrifuga
das & 1.700 g, durante 15 minutos A 50, 0 sedimento, res-—
suspenso em 10 ml de uma solugao aquosa de desoxicolato de
gsodio a 0,17 recentemente preparada, era jncubado em banho
de gelo durante 10 minutos. A seguir, as suspensoes eram
dialisadas durante uma hora, com agitagao constante em ba-
nho de gelo, contra um litro de solugao salina fisiologica,
renovando-se o liquido de didlise apos 30 minutos. O mate-
rial era entio centrifugado a 59, 3020 g, durante 15 minu=
tos. ¢ sedimento 5D e o© sobrenadante EBC eram separados e
quando necessario conservados & -20° até o momento de

Us0:

-~ - 3
Concentracao de antigenos. 08 antigenos extraidos das for

mas de cultivo do T. cruzi, foram concentrados, quando ne-
cessario, por liofilizagdo ou através de membranas filtran
tes. Tanto os antigenos quanto © material concentrado eram

conservados a =—20° até o momento de uso.

Solventesorganicos. A acetona, foi redestilada a 56° no la-

boratorio. 0 éter, desembaragado de perdxido por Ilavagens
sucessivas com solugao saturada de sulfato ferroso e livre
de Alcoois e agua pela adigao de sddio metalico, era desti-
l1ado a 35° em presenga de sulfato ferroso seco e conservado

a -20° até o momento de uso.

Cromatografia em Sephadex. As recomendagSes de Flodin, (1962)
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foram seguidas durante a execucao das experiéncias de croma
tografia em Sephadex G 200 (Pharmacia Upsala). Colunas de
42cm % 2¢m, contendo este material equilibrado com solugao
salina tamponada com fosfato 0,01 M, pH 7,2, foram utiliza

das para analisar porgSes de 5 ml de antigeno concentrado.

Cromatografia em camada delgada. Foram gseguidas as instru-

¢oes Kirchner, (1967), na execucao das técnicas de cromato-
grafia em camada delgada, segundo Stahl. Como eluente, foi
utilizada a mistura: éter de petroleo, 80 ml; acetato de e~

tila, 20 ml; acido acetico, 0,5 ml.

Como reveladores foram utilizadas as seguintes
‘solugaes, preparadas segundo as indicacoes do Departamento
de Histologia da UNICAMF: solugao saturada de sudan black
em etanol a 60%; solugao de ~cido fosforico a 207 em Agua;
solugao de acido fosfomolibico a 10% em etanol; oxidagao pe
10 cloro nascente 30 minutos e aspersao de solugao de Tolui

dina saturada em acido acetico 2%.

Spot test. A tecnica do "spot test' foi realizada segundo

as indicagaes de Lison, (1960).

A pesquisa de polissacdrides foi feita utilizan
do-se o reativo de Schiff, P.A.S. antrona, preparadas segun

do indicacoes de Lison, (1960).

Eletroforese. As eletroforeses em gel de agar foram realiza

das segundo as indicagoes de Grabar e Burtin, (1964) em pla

cag de 9 x 4 com uma camada de 3 mm de eppessura de agar
em tampao veronal pH 8.4 l=0,025#com gradiente de potencial

de 10 volts"cm em tempo de uma hora e 10 minutos.

Coloracoes. As coloragoes em gel de agar para a pesquisa de

carboidratos, lipides e proteinas, foram realizadas segundo
as indicagoes de Uriel, (1971). As coloragoes de Gram,

Giemsa, foram realizadas segundo as indicagoes de Wadsworth

(1943).
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Reacao de aglutinagﬁo. Porgoes de 0,1 ml de imune-soro pre-

viamente inativado e convenientemente diluido eram mistura-
das a 0,1 ml de golugao fisiologica e 0,2 ml da suspensﬁo
de tripanocossomos (26x106). TLgta mistura, feita em tubos
12x120, era deixada 4 temperatura ambiente durante uma ho~-
ra. Apos esse periodo o titulo aglutinante do imune=~soro era

determinado.

Reacoes de inibicao da aglutinagao; As experiencias de ini-

bigao da aglutinagao foram realizadas utilizando-se titula-
g¢oes em bloco em que diferentes diluigoes do soro eram tes

tadas contra diferentes concentragSes de antigenos.

Porgoes de 0,1 ml de imune-soro e 0,1l ml de anti
geno. eram misturados e deixados & temperatura ambiente uma
hora. Apos este periodo, 0,2 ml da suspensao padronizada de
tripanossomos vivos eram adicionados. Apds um novo periodo
de incubagdo de uma hora a temperatura ambiente, a leitura

era realizada.

Precipitacao em meio gelificado. As tecnicas de imuno-difu-

sao foram realizadas em gel de agar a 12 em meio salino

isotonico de pH 7.2, 7.3 segundo Ouchteriony, (1967). As

smunoeletroforeses foram realizadas conforme as indicagoes

de CGrabar e Burtin, (1964) em placas de vidro de 12%x8 c¢m,

contendo uma camada de 3 mm de espessura de agar a 17 am
tampao veronal, pH 8.4 u=0,025 K gradiente de potencial 10

volts/cm, tempo de uma hora e 10 minutos.

Reacao de fixacao do complemento. As reagoes de fixagao de

complemento eram executadas conforme as instrugoes de Mayer
et al. (1948), utilizando~se os seguintes volumes de reagen-
tes: 1 ml de antigeno, 1 ml de imune—~soro, } ml de uma di-
luicao de C contendo 5CH50/ml, 1 ml de solugéo‘tampao e 1

ml de hemAcias sensibilizadas com amboceptor.

Reacdes de floculagao. As reagoes de floculagao foram reali

zadas utilizando-se a técnica de Kahn, segundo as indica-




¢oes de Oliveira Lima e Dias da Silva, (1970).

Dosagem de Proteinas. As proteinas totais foram dosadas uti

lizando-se a técnica do hiureto segundo Weichselbayn,

(1946} .

Dosagem do N total. O N total foi determinado utilizando-se

a téenica do microkjeldahl segundo indicagoes de Kabat e

Mayer, (1961).

Dosagem de polissacérides. 0s polissacarides foram dosados

utilizando-se a técnica de Dubois et al., (1956).
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RESULTADOS

As susphnsges de T. cruzi, submetidas aos pro-
cessos de extragao dos antigenos, forneceram uma fragao SO
1Gvel (EBC ou EBD) e um sedimento (8C ou SD). Os sedimentos

e as fragoes soliveis foram estudados conforme indicade a2

segulr.

1. Estudos realizados com OS sedimentos, Os sedimentos 5C e

sp obtidos pelas técnicas indicadas em material e métodos,
foram lavados tres vezes cOm salina fisiologica gelada e

submetidos &s seguintes experiencias:

1.1. Exame microscopico. Esfregagos dos SC e SD foram prepad

rados e submetidos &s coloragoes de Gram, Giemsa, sudan
black, amido schwartz e is reacoes para pesquisa de acidos

aucleicos {(Feulgen) e polissacarides (NADIL).

0 exame ' microscopico dos SC e 5D, ‘apSS colora-
¢Ges pelos matodos acima indicados, mostrou & presencga de
elementos aproximadamente esféricos em meio a um abundante
mMaterial amorfo. Este material amorfo apresentou-se levemen
te acoddfilo ao Giemsa, nao fixou o complexo iodo~pararosa
nilina, fixou o sudan black e o amido schwartz e deu reagao
positiva a pesquisa de polissacﬁrides. 0s elementos aproxi-
madamente esféricos eram Gram positivos, comportaram-se CO
mo elementos basdfilos na coloragao de Giemsa, fixaram o

sudan black e o amido schwartz e deram resultados positivos

a pesguisa de polissacarides e acidos nucleicos.

1.2. Extracao de lipides de SC e SD. 0s SC e SD obtidos de

porgoes de 10 ml de suspensao de tripanossomos, foram delipi

dados a =200 utilizando=-se a gseguinte teenica: O sedimento
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era suspendido em 5 ml de acetona a ~206. ApOs um repouso
de 15 minutos, o sobrenadante era decantado e recolhido. Es
ta operagao era repetida, usando~-se 08 seguintes solventes:
5 ml de acetona, 5 ml de uma mistura em partes iguais de
acetona e &ter e 5 ml de ater (duas vezes). Apds a extracgao
com og solventes, o sedimento delipidado era gecado a vacuo

e armazenado em deBsecadores, na geladeira.

1.2.1. Pescquisa de 1ipides. Os sobrenadantes obtidos confor

me indicado no Item anterior foram misturados, filtrados em
papel Whatmann n? 1 e evaporados a 560, 0 residuo obtido
foi dissolvido em éter. Esta solugao foi filtrada em papel
Whatmann n¢ 1 e, apés evaporagao do éter, a fracao lipidica
obtida foi conservada ao abrigo da luz, a2 temperatura ambi-
ente.

A pesquisa realizada em porgoes de 5 mg de dife
rentes partidas da fragao lipidica de S8C ou 8D nao .revelou
a presenga de N. A pesquisa paré polissacarides, wutilizan-
do-se a técnica de "spot test" e os reativos de PAS, Schiff,
antrona e 2,4,dinitrofenilhidrazina, deu resultados . negati-
VOB,

A analise cromatografica, em camada fina de sili
ca gel, utilizando-se como reveladores luz ultra violeta,
vapores de iodo, solugao de sudan black, acido fosforico,
2oido fosfomolibdico e Cl=-o-toluidina, mostrou que a fracao
l1ipidica & constituida pelo menos por geis componentes, con
forme indicado na tabela 1. Um desses componentes apresen-
tou Rf e reagoes semelhantes is apresentadas pelo coleste~

rol,

1.2.2. Pesquisa de proteinas e polissacarides nos SC e 5D

delipidados. Tentativas de solubilizagao desse gsedimento

com NaOH 0,1N a frio, foram realizadas. Contudo, as solu-
goes obtidas eram opalescentes, 0 que impedia as estimati
vag espectrofotométricas de proteinas pelo método do biure-
to. Por esta razao, o teor de proteinas foi estimado atra-

ves da determinagao do N total.

O0s resultados apresentados na tabela 2 mostyam
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TABELA 1
Resultados ds aniliss cromatogrifica da fragan Lipldiea pro-
vinlentse de 8D
Componentea &t Xevaladores -
¥ v T 5 F H T
i 1] - - +* - - - -
1 0,03 - - - - % - -
3 0,3 - - - - 4+ ++ -
'Y Q,h " -+ * - - + n
5 0,57 - . " - - - .
5 6,8% - - -3 - x e -
Colestarol 0,3 - - + * wrd et -
¥ = lux whslvel ¥ = Koide Fostirice
U = lux uwlcrs viclecs H = Leido Fosfomoiividice
1 = Vsporss ds lLodo ¢ » Ci=0-Toluldina
g » Sudan Black

TABELA 2

Resultados obtidos nas dosagenalde polissacﬁrides e
N total dos S5C e 5D delipidados

Amostra K Total/mg Polissacarides/mg
/SD 02 0,061 0,044

snp 03 0,060 | 0,050

sD 04 0,050 0,0473

5D 05 0,055 0,050

5C 06 0,058 . 0,049

SC 07 0,050 0,043

sC 08 n,066 0,044

sC 10 0,060 0,050 ]
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que nao houve diferengas apreclavels entre os resultados ob

tidos para os S5C e SD.

1.3. Antigenicidade do gedimento. A antigenicidade dos sedl
mentos obtidos foi pesquisada utilizando—se oS metodos indi

cados a seguir.

1.3.1. Reacgao de precipitagao. 0 po obtido dos SC e SD .dell

ﬁidados ara ressuspensoc em solugﬁo fisiologica (1 mg/ml)
e deixado a 4° durante 24 horas, com agitagao ocasional.
Apos este periodo, a suspensao foi centrifugada a 50, 3020
‘g,w por 15 minutos. Com O sobrenadante foram realizadas regd

goes de precipitagﬁo, utilizando-se a técnica de'ring test'.

Apos 15 a 20 minutos de contacto com OS8 diferen-
tes imune-soros, obtivemos reagoes fracamente positivas com

todas as amostras testadas.

1.3.2. Reagao da inibicao da aglutinagﬁo. A presenga,nos 8g

dimentos delipidados e nao delipidados, de antigenos capa-
zes de inibir a reagao de aglutinagao das formas vivas de

cultivo, foi investigada como & seguir.

Porgoes de 1 ml de {mune-soro anti formas de cul
tivo do T. cruzi foram misturadas a 5 mg de sedimento deli-
Ipidadoﬁ Essas misturas foram incubadas a 379, durante 1 hora
e.postariormente, em banho de gelo, a 49 por duas horas. Os
sobrenadantes obtidos apos centrifugacao das misturas a 0.,
3020 g, durante 15 minutos foram testados em experienciasde

aglutinagao.
1
0s SC e SD nao delipidados, provenientes da lise

de porgaes de 10 ml da emulsao de tripanossomos, foram lava
dos 3 vezes em salina. fisiologica gelada. Esses sedimentos
lavados foram utilizados para absorver porcoes de 1 ml  de

imune-soro, de acordo com a técnica acima indicada.

0s resultados obtidos nas reacoes de aglutinagﬁo
mostraram gue ambas &s fragoes absorvem anticorpos agluti-

nantes. Um dos resultados obtidos acha-se exemplificado
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naltabela 3.

TABELA 3
Neagao de agiutinagho das formas vivas do cultivo do T, oruxi com o
imune=soro n? 3 absorvido com 5C e 5p delipidade e nio dalipidede
F Dilulgio do imune=sore
(=] [~ =] (=] g e a
fmune~gore no 3 2 =4 po 2 s g .3 Controle
s 8 % =m0 <
Ll [l (o] [ - i -
Absorvido com ED
dalipidado * * * * - - - -
bsorvido com 5C
& delipidado * * * * " - "
Absorvido com 5D
nao delipidado * * * - - -
Absorvido com SG
nio delipidade * * * * - - - h
Nae absorvide + * * * * % - " _J

1.3.3. Reagao de f1oculacao. Com & fragao lxpldica‘obtida a

paxtir dos S8C e sp, foram realizadas reagoes de £loculagao.
0s lipides foram dissolvidos em alcool absoluto (1 mg de 11
pide para 1 ml de alecool) e emulsionados com 1,5 ml de gall
na fisiologica. Esta emulsao foi testada com diferentes imy
ne=s0r0s, tendo como controle, 50TO0SB de coelhos normals e
salina fisioldoglca.

Alguns dos resultados obtidos acham—se apresenta
dos na tabela 4, onde se pode verificar gque todos 08 imune~
goros ensaiados reagiram com & fragao 1ipidica. Fstudos red
1izados com difexentes preparagoes da fragao 1ipidica mos~
traram que a intensidade da reagao variava com a amostya de
1ipide utilizada. Nao foram observadas diferengas aprecla"

i

vels entre as fragaes provenientes do SC e SD.

' Pode=~se verificar tambem que O 80TO0 de coelho

qormal nimero 1, utilizado comd controle, deu reagao fraca”

mente positiva. Reagoes semalhantes foram observadas entye
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. TABELA 4
Baagio de floculagho com & fragio 1ipldice do 5D e difersn=
ten soxos
w1 da antigeno
Soros 0,05 0,025 b,012%
Inunn*lé!o n? 1 * ¥ .
Imuna-soxe n¢ 2 -* P oy
Imune-soro n? 3 -+ * ¥ 4
Imunsrnoro nf¥ & + * *
Imune=soro n9 % * + *
Soro normal de coslhe n? 1 .t + +
foro normal da coalho n? 2 - - -
Contxole - - -
W|

este soro e diferentes prepatagges da fragao lipidica. Con~-
tudo, a inveatigagﬁo,1utilizando—se os soros de 9 diferen~
tes coelhos normais,deu resultados gistematicamente negati=-

VOB,

1.3.4., Reacao de fixacao do complemento. Diferentes prepara

coes da fragao lipidica de SC e SD foram ensaiadas em rea-

coes de fixagao do complemento.

A suspensﬁo l1ipidica usada como antigeno foi prg
parada de maneira identica 3 descrita em 1.3.3. Diferentes
concentragoes deste antigeno foram testadas em titulagoes
em bloco, contra diferentes diluigoes de um imune=-gsoro. Af
misturas foram incubadas a 379, durante 30 minutos, na pre-
senga de 5 CH50. Apds esse periodo, nemacias sensibilizadas
eram adicionadas ao sistema. As leituras eram realizadas

apos 45 minutos de incubagao a 379,

A tabela 5 apresenta 08 resultados obtidos em
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TARKLA 8
Raagio de fixagioe do complamento 6oR s fragio 1ipldica do BD ¢ @ imunavpero u? 4
{resuitados exjtbason am X da 1ise)
pilulgio do Hicrogramas de sntigemo/ml de so¥e concrole 1
{muna~soroc n¥ & 100 50 15 12,5 6,25 302
11 o 0 o ) 0 0 86,2
112 ‘ 0 o 0 0 o 0 62,5
114 0 0 0 "0 S11,2 21,2 100
118 32,5 32,5 57,5 65 67,3 67,5 106
1116 92,5 95 100 100 100 . 100 100
Controle 100 160 100 100 100 100 108

uma das experiéncias realizadas., Os resultados apresentados
nesta tabela mostram que a fragao 1ipidica testada era ca-

paz de fixar o complemento frente ao imune-soro testado.

; Algumas amostras da fragao lipidica do SC e do
D, no entanto, mostraram-se fortemente anticomplementares,
nao permitindo a verificagao da ocorrencia de reagao antige

no anticorpo por esta técnica de reagao.

9. Estudos realizados com o8 extratos brutos (EBCfEBD). 08

ERC e EBD obtidos foram analisados como indicado a geguir.

Quando necessario, estes extratos eran concentrados por ul-

tra-filtragao.

1
9.1, Andlise quimica. O teor de proteinas. e polissacarides,

de diferentes amostras de EBC e EBD foi determinado prili-

zando—~gse as teenicas descritas em material e metodos.
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. Os.dados apreséntados na fﬁbela 6, representam a
‘média de duplicatas cuja variagao era igual ou inferior a
10%. Os resultados apresentados nesta tabela mostram que
nio houve diferencgas apreciaveis entre 0s resultados encon-

- trados nas dosagens dos ‘EBC e EBD: .

, _ TABELA 6
H.oluull:adn's das dosagens de protainag e polhuciridaa noa EBGC e EBD g

Amostra T'i:'::';:;” mg Procful ng Polie/ul Pr':‘:',‘]ff&.
gap 01 © 35,9 ' 1,9 0,160 11,6
gD 62 39,4 T 1,6 0,140 11,4
EBD 03 39,8 1,7 : 0,160 - 10,6
EaD 0Ok 40,7 2,0 0,180 11,1
EBD 03 44,0 2,0 0,200 10,0
EBC 06 : 35,0 1,1 0,118 : 9,3
gag o7 35,9 . 1,5 0,140 10,1

. lesc o8 37,2 . 1,1 0,118 9,3
E3C 09 . 39,5 1,7 0,160 10,6
EBC 10 - 40,5 T 1,8 0,160 16,0 \

i) N :

2.2, AnAlise eletroforética dos EBC e ERD. Diferentes con=

centragoes de EBC e EBD foram submetidas a eletroforese em
gel de agar._A pesquisa de 1ipides, protelnas e pcllasacarl
des, apos eletroforese, fox realizada segundo as 1nstrugoes

de Uriel, (1971). :

Ag figuras 2, 3 e 4 apresentém alguns dos resul-
tados obtidos. Pode-se observar que EBC e EBD contenm pelo
menos tres componentes coraveis pelo amido schwartz. Contu~
do, existem diferengas entre 0 padrao eletroforetico de ERC
 'e o de EBD. Pode-se igualmente constatar a existencia de
';diferengas entre ‘o8 padroes eletroforeticos dos componentes

lipidicos e polissacaridicos do EBC e o8 do EBD.
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EBC

EBD

Figura 2.

Eletroforese dos EBC e EBD com 5 mg

prot/ml e corados pelo amido schwarta

Figura 3.

Eletroforese dos EBC e EBD com 5.mg

prot/ml corados pelo sudan black.
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ERC

EBD

Figura 4. Eletroforese dos EBC e EBD com 5 mg

prot/ml corados pelo reativo de NADI.

2.3. Antigenicidade dos extratos brutos (EBC e EBD). A pes~—

quisa de antigenos nos EBC e EBD foi realizada estudando-se
as reagoes de precipitagao em meio gelificado’ (teste de
Ouchterlony, imunoeletroforese) e as reagoes de inibigao da

aglutinagao.

2.3.1. Reacao de preéipitagﬁe em meio gelificado., Diferen-

tes preparagSes de EBC e EBD foram testadas, em concentra-
coes variaveis, com 08 imune-soros anti T. gruzi, utilizan
do-se a técnica de dupla difusao (teste de Quchterlony). Con
troles foram realizados testando~se concomitantemente S0TOS
de coelhos normais contra o8 EBC e EBD e imune~soros contra

o meio de cultura ou seus constituintes.

O0s soros normais examinados nao reagiram com os
extratos testados (EBC ou EBD), enquanto que todos os imune

soros disponiveis precipitaram quando testados com EBC e

EBD.
Nas diferentes experiencias realizadas observou-

se que o numeroc de sistemas precipitantes variou de acordo

com 0 imune=-soroc e a comncentyagao de antigenos.




Pode-se observar, na figura 5, que um padraoc de

identidade resultou sempre que EBC e EBD foram comparados.

Figura 5. Teste de Ouchterlony com EBC e EBD frente aos di=
ferentes soros (S1 a S12).
D = EBD; (3 mg prot/ml)
¢ = EBC; (3 mg prot/ml)

Nas experisncias realizadas, em que os imune-soros
foram testados contra o meio de cultura ou seus constituintes
(meio basico, hemoglobina e o soro de vitelo), verificou- se
a ocorrancia de linhas de precipitagao apenas quando o meio
completo ou o soro de vitelo eram testados. A figura & apre
genta um dos resultados obtidos.

0s diferentes imune-soros foram submetidos a absor
¢ao com soro de vitelo, misturando~se partes iguais de soro

de vitelo e imune=-soro. Apos 1 hora de incubagao a 37°
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""as misturas eram centrifugadas a 3020 g, por 15 minutos. Com
“'o pobrenadante foram realizadas reagoes de precipitagao pe-
:fla tacnica de Ouchterlony. Alguns dos resultados obtidos,
‘acham-se apresentados na figura 7. Pode-se verificar que &
~absorgao ellmlnou as reagoes com o soro de vitelo., Observa-

se tambem que alguns dos Bso0rOSs ndo absorvidos quando dilui-

ﬁf;dos a 1:2 nao ‘mais preclpltaram com o soro de vitelo (S1 a
85). Os lmune goros 6, 8 e 12 apds a absorgao reagem fraca

';mente com EBC ou EBD.

i

Flgura 6. Teste de Ouchterlony com EBD(D), soro de vitelo.

(V) e o diferentes imune~soros (Sl a 512).

FI
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Figura 7. Teste de OQuchterlony com EBC(C), soro de vitelo

(V) e diferentes imune~soros (S1 a S12) absorvi-

dos com soro de vitelo (Sa) e nao absorvidos (8).
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2.3.2. Analise imunoeletroforética. Diferentes preparacoes

de EBC e EBD, contendo teor variavel de proteInas, foram
submetidas a analise imunoeletroforetica.
Nas figuras 8 e 9 acham-se apresentados alguns

dos resultados obtidos.

Figura 8. Imunceletroforese de EBC e EBD, com 1,5 mg prot/

ml e og imune-soros 1, 3, 4.e%5.




Figura 9. Imunceletroforese de EBC e EBD com 3 mg./prot/ml e

o8 imune-soros 1, 4'e 3.

A andlise dos resultados obtidos nestas experien
cias, revelou algumas diferengas nos sistemas precipitantes
dos EBC e EBD. Contudo, 08 80TOS absorvidos por EBC ou EBD

nao mais precipitavam qualquer dos sistemas.

0 ntmero de antigenos detectados nestas experieén

cias variou com 0S8 diferentes imune-soros wutilizados e

=]

concentragao dos antigenos.

2.3.3, Inibicao da aglutinagﬁo. Reagoes de inibigao da aglu

tinagao. foram realizadas, utilizando-se diferentes concen-
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tragoes de EBC e EBD, em titulagoes em bloco contra diferen

tes diluigoes de imune—=soros.

Pode—~se observar na tabela 7, onde se acham exer
plificados algumns dos resultados obtidos, que OS8 EBC e EBD
inibem especificamente & aglutlnagao das formas vivas de
cultivo do T. cruzi. Resultados similares foram obtidos com
diferentes preparagsea de EBC e EBD frente aos diferentes i

MUNRE~50T085 .

TABELA 1

Reagao de inibigdc da aglutinagie com EBD e © imune soro n? 3

piluigic do imune soro a?d 3
de Proteina Q ) o
e r‘ o g g 8 g S a 2 Controle
de Antigeno s - 3 [ o o o 2
~ o] - L o ok ] -
260 * * - - - - - - -
160 * + - - - - - - -
50 * + + * f - - - - -
23 - +* + + - - - - -
Controle * + * + * * * - - J

3. Fracionamento dos extratos Lrutos. Experiencias de fraci

namento dos EBC e EBD foram realizadas utilizando-se as
técnicas de ultraﬁlltragao, cromatografia de exclusao emn

Sephadex e precipitagao no ponto iso- elétrico.

3.1, Fracionamento em membranas ultrafiltrantes. Diferentes

amostras de EBC e EBD foram £iltradas em membranas ultrafil
trantes tipo PM 10 (imicon Corporation), 80D atmosfera de

nitrogénio e em banho de gelo.
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| A aplicacdo deste método permitiu separar  duas
fragﬁes: uma retida pela membrana (Fl) e outra filtravel
(F2). Essas fragoes foram submetidas a estudos de composi-

¢ao quimica e antigénica.

3.1.1. Andlise quimica das fracdes Fl e F2. Dosagens de pro

tefnas e polissacarides nestas fragoes foram realizadas uti
1izando~se as téecnicas indicadas em material e métodos. Al-
guns dos resultados obtidos acham-se exemplificados na tabe
la 8 onde os dados referentes a uma das experiencias acham
-ge apresentados. Pode-se verificar que nao foram observa
das diferencas significativas entre EBC e EBD e que a soma
da quantidade total de proteinas dasg fragaes ¥l e F2 cor=
raspondeu ao total de proteinas do EBC e EBD antes do fraci

onamento.,

TABELA 8
Anflise quimica das fragoes Pl e P2 provenlentas de
EBC e EBD
Amos tra Yolume Prot Polis Relagao
mg /ml mg/ml Prot/Polis
EBC 40 1,4 0,123 11,3
F1 9 4 0,352 12,0
r2 26 ‘0,6 0,046 13,0
EBD 46 1,4 0,135 10,3
F1 10 5 0,450 11,1
r2 - 30 0,4 0,039 10,2

7.1.2. Analise antigénica das fracoes Fl e F2. As fracoes

F1 e F2 obtidas de diferentes amostras de EBC e EBD foram

comparadas empregando-se o teste de Ouchterlony, imunoele-




()

troforese e a reagao de inibigao da aglutinagao conforme

'~ descrito a seguir.

3 1.2.1. Teste de Ouchterlony. Diferentes concéntragaes de

Fl e F2 foram comparadaa utilizando-se dlferentes”-imuna—so

ros. Nas experlencmas em que foram comparadas as F1 com EBC

“f:ou ERD foram observadas sempre uma figura de identidade. As

F2 testadas em diferentes concentragoes, variando . . entre
O 65 a 6,5 mg prot/ml nao exibiram reagao de prec;pmtaqao.

Alguns dos resultados obtidos estao na flgura 10.

" Figura 10, Teste de Ouchterlony com as Fl e F2
provenientes de EBC (3 mg prot/ml).

Experiencias tendentes a verificar se a T2 era
capaz de combinar com os jmune-soros, foram realizadas. Di
ferentes concentragoes de F2 provenientes de EBC e EBD fo-
ram misturadas a 0,2 ml de diferentes imune-soros e incuba-
das a temperatura ambiente por 1 hora. Essas misturas foram

testadas pela reagao de precmpltagao em meio gelificado con
forme indicado na figura 11. Pode-se observar que F2  nao

inibiu a reagao de precipitagao de Fl.

3.1.2.2. Reacoes de inibicao da aglutlnagao. As Fl e T2
foram comparadas a EBC e EBD pelas reagoes de mnhblqao

'
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Figura 11. Teste de inibigao da precipitagﬁo em meio gelifi
cado., F1 e F2 provenientes de EBC, (SF) galina

: fisiologica, (F2 + 81).F2 mais imune-soro n9 1.

da aglutinagao. Diferentes concentragoes de F1, F2 e EBC ou

EBD foram testadas com OS diferentes imune-soros.

0 resultado de uma das experiencias acha-se apre
gentado na tabela 9 onde se pode observar que EBD e Fl pro
veniente de EBD apresentaram 0 mesmo tTtulo de inibigao e

que a F2 apresentou menor poder de inibigao do que a Fl.

TABELA ® "
Resultados ds Eeagso da inibvigio da aglutinagiao por ZBD, Fl @ F2
Diluigie do imuns soro n® 3
Antigans g de Yrotains g 2 2 2 § § Conkrels
I T R S M
L L] L Lol - Lal
EBD 200 L - - - - -
EBD 100 ‘4 * .- om - -
EBD 50 + + + + + - -
¥l © 200 N -
Fl 100 + + * - - - -
Y1 50 + +* * + * hd -
¥2 200 + *+ * - " - - ’
¥2 100 * * +* * - - -
r: 50 * + * * * - -
F1 ¢ F2 100 + 63 o - - - - -
Cantrole 0 + M 0t v -




3.1.2.3. Analise imunoeletroforética das Fl. Diferentes

amostras de Fl provenientes de EBC e EBD, contendo teor Va2
riavel de proteinas, foram submetidas a analise imunoeletrQ
foratica.

0 resultado obtido em uma das -experiencias acha-
se apresentado na figura 12 onde se pode observar que © ng
mero de sistemas precipitantes variou com o imune=-soro uti-
1izado. Algumas diferengas foram observadas entre as Fl pro
venientes de EBC e EBD quando reveladas por determinados &0
ros. Contudo, experiencias controles de imunodifusao pela
teenica de Ouchterlony, utilizando esges BOYOS, revelou Bis

rematicamente um padrac de identidade.

Figura 12, Imunoeletroforese das F1 (3 mg prot/ml) proveni-

entes de EBC e EBD"e o8 diferentes imune=soros.
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3.2. Fracionamento por cromatografia de exclusdo. Porgoes
“de 5 ml (13 mg prot/ml) das Fl de diferentes amostras de
EBC e EBD, foram submetidas a cromatografia em coluna de

Sephadex G 200 (42x2 c¢m) equilibrada com solugao de cloreto
de sddio 0,857 tamponada com fosfato 0,01 M, pH 7,2. 0 ma-
terial foi eluido utilizando=~se a mesma solugao. Os eluatos
foram recolhidos em fragoes de 1 ml e a D.O. determinada em

Espectrofotometro Zeiss A280 em cubas quadradas com 1 cm de
caminho otico,
Um dos resultados obtidos na cromatografia da Fl

do EBD acha~se apresentado na figura 13 onde se pode veri-

ficar que diferentes fragaes (A, B, C,..,.F) foram cobtidas.

Todas as fragoes deram reacoes positivas para a

pesquisa de proteinas e de polissacarides.

D.C.
4,00

¥

30

20F
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25 50 75 100 125
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Figura 13. Cromatografia da Fl do EBD em Sephadex
G 200 (coluna 42x2 cm). '

Resultados similares aos indicados na figura 13

foram obtidos nas analises cromatograficas das Fl provenien
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teg de EBC.

3,2.1. Analise antigenica. As fragoes obtidas por cromato-

grafia foram submetidas a analise antigenica empregando-se
o teste de Ouchterlony, imunceletroforese e a reagao de ini

bigao da aglutinagao como indicado a gseguir.

3,2.1.1. Teste de OQuchterlony. 0s resultados obtidos nos

testes de imunodifusao apresentados na figura 14 mogtram
que as fragoes A, B, C e D, sao. capazes de precipitar com
0og imune-soros n? 1 e 3, ao passo que as fragoes E e F nao

precipitaram com nenhum dos soros testados.

0 numero de sistemas precipitantes encontrado va
riava com 0 imune-so0Yo utilizado, encontrando-se contudo,
determinantes antigénicos comuns is fragdes A, B, C e D em

. todas as experiencias realizadas.

O 0 O
O O] 0 0O~ O O

O O O O

Figura 14. Teste de Ouchterlony das fragoes A, B, C, D e F

(1 mg prot/ml) provenientes de Fl de EBD e 08

imune—soros 1 e 3.
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Comparagoes entre as diferentes fragoes obtidas
na cromatografia das Fl de EBC e EBD foram realizadas. Nao
foram encontradas diferengas apreciéveis entre fragoes pro-
venientes de EBC e EBD conforme demonstram 083 resultados a-

presentados na figura 15.

ke o O

Figura 15. Comparagao entre as fragoes obtidas na cromato-

grafia das Fl do EBC e de EBD, utilizando-se o

imune~-soro nd 3.

3.2.1,2. Analise {munoeletroforatica. Experiéncias foram re

alizadas utilizando-se diferentes imune-soros, alguns dos
quais foram previamente absorvidos com as formas vivasg de

.\ r
cultivo do I. gruzi.

Alguns dos regsultados obtidos acham-se Trepresen=

tados nas figuras 16 e 17.

Pode-se verificar, pela figura 16, que apenas as

fragSes A, B, C e D apresentaran gistemas precipitantes nas
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concentragoes testadas. nesultados similares foram obtidos
com os diferentes imune-soros. As fragdoes capazes de preci-
pitar apresentaram pelo menos dois constituintes antigeni-

cosg, um dos quais era aparentemente comum a todas as fra-

coes.

Figura 16. Imunceletroforese das fragoes A, B, C, D e E com

2 mg prot/ml provenientes de EBC.

* -~ . L]
As experiencias com S0rO0S absorvidos mostraram

que as fracoes A, B, C e D obtidas de Fl contém antigenos de

superficie. Um dos resultados obtidos nestas experiencias a

cha-se apresentado na figura 17 onde se pode observar que O

componente que migrou para o polo negativo, nao precipitou




com o imune-soro absorvido. Este componente esta presente
em concentracgoes variaveis em todas as fragoes. As fragoes
A e C apresentaram alem deste, outros com mobilidades ele-
troforéticas diferentes que nao foram detectados com o imy
ne-soro absorvido e naoc estao presentes nas demais fragoes
(B e D).

'Figura 17. Imunoeletroforese das fragoes F1, A, B, C e D.
. (s) imune=-soro n? 4, (Sa) o mesmo imune-soro ab-

sorvido com as formas vivas de T. cruzi.
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Resultados similares aos apresentados na figura
17 foram observados com os diferentes imune-soros. Nao fo-
ram encontradas diferengas apreciaveis entre as fracoes (A,

% ... D) de Fl proveniente de EBC.

0s dados obtidos sugerem qué pelo menos & compo-
nentes. nao s5ao detectaveis quando se utiliza soros abgsorvi

dos com as formas de cultivo do T. cruzi.

3.2.1.3. Reacao de inibicao da aglutinacaoc., Nas diferentes

fragoes obtidas por cromatografia foram pesquisados antige-
nos com capacidade de inibir as reagoes de aglutinagao das

formas vivas de cultivo pelas reagdoes de aglutinagido.

Alguns dos resultados obtidos acham=se apresenta
dog na tabela 10 onde se pode observar que apenas i fragao
A apresentou nitida inibi¢ao. Resultados similares foram en

contrados com as fragoes do EBC.

TABELA 10
5
Resgio de inibigio da aglutinagdo com as fragoas de EED a0
{nuns~soro a? 3
' piluigGas do Lwuna~-soro n? 3
1 1 S 8 =8
ng prot,/m o e 2 2 e o Controle
el L] ¥+ e ~ o
, - - vt W v r
FA . * * * - - - -
F3 * + +* + - - -
FC * + * e + - -
¥D + - + * + - -
FE + + + * + - -
F¥ ' +* L * +* - - -
Controle * + + * + ] -

3.3. Fracionamento pela precipitagﬁo no ponto iso-elétrico.

Diferentes amostras de EBC e EBD foram ajustadas a pH 4,5 ,
adicionando-se, gota a gota, HCL 0,1 N, em banho de gelo.

Desta maneira foi obtide um precipitado (FP) que fol separa
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do por centrifugagﬁo a 3020 g, durante 1J ninutos a 5°. Am
bas as fracoes foram em seguida ajustadas a pH 7,6 com NaOH
0,1 N. A TP foil posteriormente‘purificada, repetindo=~se por

3 vezes O processo acima.

A pesquisa de proteinas e polissacdrides em am

bas as fragoes deu resultados positivos.

5.3.1. Analise antigénica das FP? e FS. As fragoes TFP e FS

obtidas de diferentes amostTas de EBC e EBD, foram compara~

das empregando-se teste de Ouchterlony, imunoeletroforese e

a reagao de inibigao da aglutinagao.

3.3.1.1. Reacao de inibicao da aglutinagao. Diferentes con~=

centragoes de FP e FS, srovenientes de EBC e de ERD, £foram

testalas com difeventes {mune=«soros.

0 resultado de uma das experiancias acha=se aprg
sentado na tabela 11 onde se pode observar que a FP foi ca-
paz de inibir a aglutinagao. A FS 65 foi capaz de apresen

tar alguma inibigao quando utilizada em altas concentra~

9333 .

TABELA 13}
Kesulbado da Teagio da inibigfe da sglutinsgio por FF & Y8 proviulentes do N
piluigéo do imuna sorc =¥ 2
Antigune yg de proteins 2 g & g g e Controle
= § % 8 =z &
- - - - - o
EAD 100 + * - 4 om - - -
EBD 50 I - - - -
23] 25 + * + - - - -
¥P 100 * - - - - - -
13 50 + === -
7P 23 + . . - - - -
¥s 100 * + * - - - -
f5 50 - - * % - - -
4] 13 * L +* * - - -
Gentrole * * « y © -
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Resultados semelhantes aos apresentados na tabe-
la 11 foram obtidos utilizando-se diferentes imune-soros
e diferentes partidas de FP e FS provenientes de EBC ou de
EBD.

3.3.1.2., Teste de Ouchﬁerlony. As FP e FS provenientes de

diferentes partidas de EED ou EBC foram comparadas pelo teg

te de Ouchterlony frente aos diferentes imune=sorosa.

0s resultados apresentados na figura 18 mostram,
a presenca de constituintes antigenicos em ambas as fragoes
(P e S) capazes de reagirem com os diferentes imune-~soros.
A presenga de um antigeno comum &s FP e FS foi sempre obsex

vado em todas as experiencias realizadas.

Figura 18, Teste de Ouchterlony com as FP(P) e FS8(S8) prove-
nientes de EBC (C) com 2 mg prot/ml e os diferen

tes imune-soros (1 a 5).

A figura 19 mostra a comparagao entre as FP e
FS provenientes de EBD. Pode-se observar que apenas com O
imune-soro n? 4 houve uma reagao dé identidade parcial en~
tre as duas fragoes. Com os demais soros sempre foi observa

da uma identidade total nos sistemas precipitantes.

Sempre que se comparou as FP provenientes de EBC
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e de EBD, frente aos diferentes imune-soros, pelo teste de
Ouchterlony, obteve-se uma figura de identidade. A compara-
cao das FS provenientes de EBC ou de EBD pelo mesmo método,
mostrou igualmente uma identidade dos sistemas ~precipitan~

tes.

Figura 19. Teste de Ouchterlony com as FP e F5 pro
venientes de EBD com 2 mg de prot/ml e

og diferentes imune-gsoros (1 a 4).

3.3.1.3. AnAlise imunoeletroforética das FP e FS. Diferen-

tes preparagoes de FP e F5 foram submetidas a analise imung
eletroforaetica frente aos diferentes imune-~soros. Um dos re
sultados obtidos acha-se apresentado na figura 20, onde se
pode observar que os sistemas prﬁcipitantes, detectados no
EBD, acham-se representados em ?P e FS, Pode~se observar tam
bem, que aparentemente a maioria dos sistemas precipitantes
existentes em FP eatao também representados em FS, Resulta-
dos similares foram obtidos, utilizando~se diferentes imune

BOYTOS .

4. Comparacao entre as fracoes (A) obtidas por cromatografia

em coluna de Sephadex e as fracoes (P e S5) obtidas por pre=

cipitacao no ponto igso-eletrico.




-y D -

Figura 20. Imunoeletroforese de EBD (D), FP.e FS (4 mg prot/
ml), Imune-soro n? 3 {(53).

4.1, Diferentes amostras das FP, FS e FA provenientes de
EBC ou de EBD foram comparadas pelas reagoes de inibicao da
aglutinagﬁo, taste de Ouchterlony e reagao de imunoeletrofo

rese, segundo as indicagoes apresentadas em material e méto

dos. i
4.1.1. Reacgao de inibicao da aglutinagao. As FP, F5 e FA
provenientes de EBC ou EBD foram comparadas pelas reagaes

de inibigao da aglutinagdo utilizando-se diferentes imune-
soros. Alguns dos resultddos obtidos acham=-se .apresentados
nas tabelas 13 e 14, onde se pode observar que, para identi
cas concentragﬁes de pratefnas, a FP apresentou maior poder

de inibigao que a FS e a FA.

4.1.2, Teste de Ouchterlony. Diferéﬁtes amostras de FP, FS5

e FA provenientes de EBC ou de EBD foram comparadas ‘frente
aos diferentes imune-soros pelo teste de Quchterlony. Um
dos resultados obtidos atha-se apresentado na figura 21, on
de se pode observar uma figura de identidade entre os siste

mas precipitantes das fragoes. Resultados similares foram




‘Resultado

TABELA 12

da reagao de inibigao da aglutinagio por FP, FS @

FA provinientes de EBD e o imune soro n® 3

- piluigso do soro

Jumst ©ge g BOE
T A AT A A };}
EBD s + o+ - ;7 . o
FF R - - " - -
FA + + * - - - -
Controle + + + + t - - _J

TABELA 13

Resultado da reagido de inibigio da aglutinagae pox ¥P, F§ e

FA provinlentes de EBC e o imune-soro n? 3

Diluigdo do sore n?® 3
. ° o .
Antigeno o o o = o (]
(100 ug) s & § 2 2@ Controle
oA A A AlA
EBC Y T R -
FP + + * - ',,,. . -
. FS * * + + - e re
A . * - * - - -
Controle + + + * £ - -
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obtidos com o8 diferentes imune-soros.

Figura 2%. Testes de Ouchterlony das FA, FP e FS5 provenien-

tes de EBD e os imune-soros 1, 3, 4 e 5,

4.1.3. Analise jmunoeletroforética das FP, FS e FA, Diferen

teg amostras das FP, F5 e FA provenientes de EBD e EBC fo-
ram analisadas frente a diferentes imune-soros absorvidos e
nao absorvidos com as formas de cultivo de T. eruzi. Um dos
resultados obtidos acha-se apresentado na figura 22, onde
se pode observar que pelo menos dois componentes nao foram
detectados com o imune—soro absorvido. Observa-se, ademais,
que os sistemas precipitantes detectados com SOTOB absorvi-
dos tém menor intensidade de reagao do que 08 sistemas cor-

respondentes detectados com 08 BOYOS nao absorvidos.




-l G-

fmunoeletroforese das FP, F5 e FA com 3 mg prot/

Figura 22.
e EBD. Imune-soro n? 4 absorvi-

ml provenientes d

do (Sa)com as formas vivas de cultivo de T.cruzi

e nao absorvida {(8). -
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DISCUSSZDO

o A importancia da técnica adequada para a extra-
.gdo dos antigenos de microorganismos tem sido .  acentuada

j(W1111ams e 'Chase, 1967, Borsos, 1967). Tendo em vista a ca

Trencxa de estudos sistematicos sobre os constituintes anti-

"Tgenmcos do T. ecruzi, tornou-se necessario, no presente tra=
"balho, utilizar comparativamente o material obtido por dois

. diferentes métodos de extragao a fim de minimizar a restri

 5gao imposta pela metodologia.

A extragao dos antigenos, por qualquer das duas

tecnicas, forneceu um extrato 1impido e um sedlmento.

0 estudo microscopico dos SC e SD revelou a pre-
senga de um material amorfo em meio do qual existia elemen-
" tos aproximadamente esfericos. A caracterizacao deste mate-
rial, empregando—se taenicas histoquimicas, revelou que 0
material amorfo era constitufdo por lipides, proteinas e po
1issacarides, enquanto que 08 elementos aproximadamente es-
fericos eram conatatuldos de acidos nucleicos, o que sugere
que estes elementos representam restos de nucleo e de cine~
toplastos.
_ Atraves do uso de solventes organicos. pode~-se
obter desges sedxmentos uma fragao lipidica e um gedimento
delipidado. Nao foram observadas diferengas apregiaveis no

teor de proteinas e polissacdrides mos SC e SD.

at

Esses sedimentos sao capazes de reagir com 08

© imune-soros preparados contra as formas de cultura do T.cru

E,zi. Alguns dos determinantes antigénicos presentes na su=

”ffperELCLe das formas vivas do T. cruzi estao presentes  NoOs
“-8C e 8D ‘delipidados, visto que esses. sedlmentos foram capa~‘

'-ﬁ'zes de absorver anticorpos aglutlnantes do T. eruzi.

:
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‘croscopia eletronica, que a membrana celular dos trlpanossoi_ 
‘mos e de natureza lxpoprotelca_.(Mllder, 1971~: L:Mazer g
_Portér, 1954). . No entanto, tem-se assinalado, Calém desta
'imembrana, a presenga dg‘um.haterial pouco dense ~ ao . feixe
eletranico,provavelmente de natureza 'polxssacarldlca' a0

qual se tem atrxbuldo um papel mmportante nas reagoes anti-

'a presenca nos 'meios de cultura de um exoantlgeno de nature -

tigeno e OS-presentes resultados obtidos com os_.sedlmentos

‘delipidadosg. nao esta esclare01da.d Essa 'relagﬁo"deve _ser

;superflcle do T. cruzi.

. ‘ 13

SRS F01 pOBSIVEI extralr dos SC e SD uma fragao 11p15
dlca, constltuldaﬁ de pelo menos 6. componehtes, um dos qliais
“foi identificado como sendo colesterol, confirmando os acha

'dba*de-von'Braﬂd'e'McMahon,:CIQEQ)';Eéta.fragﬁo{foi;qicapaz

. 8a8’ ‘reagoes ‘se devem provavelmente aos componentes 11p1d1~
Wi cos da fragao, porquanto nao foi possivel demonstrar a pre-

".senga de contaminantes proteicos ou'polissacarfdicoa.

Experlenclas preliminares nao relatadas indicam

7que esta’ fragao lipfdica & capaz de reagir também com al
“-guns sorog humanos Wassermann posltxvos, ‘e que soros de cog
lho anti T. cruzi reagem com cardiniﬁina em reacoes de flo
culagao. FEstas observagoes podem ser aproximadas dos dados
obtidos por thaffe EE al., (1956), que mostraram que extra-
tos de T. cruzi, extraidos com Eter, tém acentuada redugao

na poaltzvidade de reagoes cruzadas com soros sifiliticos.

'fsobre 03 11p1dea dos extratos de T. cruzi sugerem fortemen~
te que e2gses lmpxdes desempenham ‘um lmportante papel nas re

agoes_cruzadasp

Contudo, a especlflcxdade &easaa reagoes de

 Admite~se, em geral, ‘com base em estudos‘de mi—,_ ,

'geno antxcorpo (Vlckerman, 1968) Tem*se a%51n81&d0 tambam?’ff
‘za provavelmente glicoproteica (Tarrant e Tlfe,.1965) ¢;A-3'“

 provave1 relagdo entre as observagoes de Vickerman, o exoan . =

1nvest1gada, "a flm de se eaclarecer a c1toarqu1tetura da -

‘de. reaylr com 08 imune~sorog’ anti: T.;crﬁzi,'quéndof?teatada”””

‘pelas tecnicas de floculaqao e fixagao. do complementnu; Es= ' .

Os dados obtldos e 08 encontrados na 11teratura.-
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ve gser previamente estabelecida por experiencias conduzidas
no sentido de excluir a possibilidade de interferencia  de
1ipides provenientes do meio de cultura. Esta possibilidade
deve ser acentuada sobretudo devido ao fato de que foi de-
monstrada a presenga, nosg extratos brutos, de contaminantes
derivados do soro bovino empregado no meio de cultura. Por
outro lado,a verificacgao de que entre 10 diferentes sorosde
coelhos normais testados foil possivel obter reagﬁo- de flo-
culagao com um deles, sugere a existencia de anticorpos na
turais em animais criados nas condigoes habituais. Deste mg
do, a reatividade dos soros anti T, cruzi poderia tambeém

4 * o ]
ser atribuida a presencga desses antlcorpos.

O0s extratos brutos, obtidos por qualquer das
duas tecnicas para‘a extra§§o dos antigenos, gquando submeti
dos a estudos quimicos e imunoeletroforaticos nao apresenta
ram diferengas apreciaveis. 0s nossos resultados sobre a4 Te
lagao prote{na/polissacﬁrides; encontrada em ambos o8B extra
tos, esta de gcordo com os resultados encontrados por Fer-

nandes e Castelani, (1966). No entanto, dadosg discrepantes,

dos acima citados foram encontrados por von Brand e McMahon

(1959), devendo-se provavelmente atribuir esta discrepancia
A utilizacao de diferentes meios de cultura, e ao - emprego
de diferentes metodos para & extragﬁo e dosagem dos antige=
nos.

A anAlise eletroforetica de EBC e EBD revelaram
diferengas na mobilidade relativa dos componentes de EBC e
EBD. Duas interpretagaes podem ser dadas a esse fato: 1. DL
ferentes componentes estariam presentes em EBC e EBD; 2. Os
mesmos componentes estariam presentes nos dois extratos,sen
do que a alteragao observada na mobilidade eletroforética sg

ria devida a interagao do desoxicolato de sodio com os com-

ponentes. 0Os dados acumulados no decorrer deste = trabalho
ndo conseguiram demonstrar grandes diferengas entre EBRC e
EBD, sugerindo que ambos os extratos conten ©0s mesmos Ccompo-~

nentes.

A comparagao de EBC e EBD, contendo igual teor

de proteinas, revelou algumas diferengas no padrac imunoele

! |
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troforatico, quando alguns soros eram utilizados. Essas di-
ferengas podem ser atribuidas a diferengas da concentragao
relativa dos antigenos existentes em um Ou outro extrato,
porquanto a comparagao desses extratos pela tecnica = de
OQuchterlony resultou sempre numa figura de identidade. Ade=
mais os imune-soros absorvidos com EBC ou com EBD nao mais
precipitavam com quaisquer dos extratos, indicando que ou
ambos 08 extratos CONCLEmM 08 MesmOS determinantes antigéni-
cos ou que a sensibilidade da téenica empregada nao permiti

a detectar as diferengas existentes.

Nas experiencias de imunoeletroforese foram ob-
servadas figuras de reaggo cruzada entre o componente pre-
sente na regiao do ponto departida e componentes de maior
ou menor mobilidade eletroforética, indicando provavelmente
a presenga de um componente antigenico de elevado peso mole
cular e de componentes estruturalmente relacionados e de me

nor peso molecular.

Tanto o EBC quanto o EBD possuem a capacidade de
inibir a aglutinagﬁo do T. cruzi pelos imune-soros. As exXpe
riencias de fracionamento mostraram (ue esta propriedade eg
ta ligada a componentes de peso molecular provavelmente in-
ferior a 10.000 e a componentes de alto pesc molecular, em
torno de 200.000, que sao excluidos das colunas de Sephadex
G 200.

0 conjunto de dados obtidos com EBC ou EBD suge-
rem que esses extratos contem praticamente o0s mesmos antige
nos. As reagoes de identidade encontradas indicam que ou
nio houve desnaturagao apreciavel durante o emprego das téc
nicas de extragao ou essas tecnicas devem ter afetado igual
mente 05 MEsmMOS antigenos. Contudo, a complexidade dos ex-
tratos, e a limitagao dos métodos de analise empregados, im
pedem uma conclusao definitiva sobre a guperioridade de uma
ou de outra tecnica de extragao., Embora a analise imunocele~-
troforéetica mostre um numero limitado de sistemas precipi-
tantes, e bem provﬁvel que 0 nomero de antigenos seja muito
maior que 08 observados em nossas experiencias. E sabido que
o numero de sistemas precipitantes depente egssencialmente

!




da imunogenicidade individual dos componentes e da relagao
de concentragac entre estes antigenos individuais e os anti
corpos especificos para estes antigenos (Crabar, 1958). Du-
rante nossas experiencias foi sempre observada a presenga
de um componente capaz de precipitar com todos os soros tes
tados. A_exist@ncia desse e de outros sistemas precipitan-
tes observados poderia mascarar a presenga de componentes
presentes em baixa concentragﬁo. De fato, empregando-se con
centragoes maiores desses extratos, varios outros sistemas
gsao aparentes. No entanto, 0 uso de concentragoes elevadas
de antigeno mnas experiencias da imunodifusao devem ser ana
l1isadas com cautela, visto que desdobramentos de linhas de

precipitagao podem ocorrer {Kaminski, 1955).

0 fracionamento pela ultrafiltracao permitiu &
geparacac de uma fragao com constituintes de PM elevado
(F1) e um material filtravel (F2) que deu reagoes positivas
com o reativo de biureto e para a pesquisa de carboidratos
pela técnica de Dubois. Esta fragao (F2), com peso molecu-
lar inferior a 10.000, ndo precipitou com os imune-soros tes

rados nem inibiu a reagao de precipitacao destes imunme so-

ros frente a Fl nas condigoes indicadas. No entanto, uma
inibigao da aglutinagao das formas vivas de cultivo de T.
cruzi, compardvel a da Fl, foi observada com a F2, quando

testada com os diferentes imune-soros, sugerindo que alguns
determinantes antigenicos dos antigenos de superficie estao
presentes nesta fragao. Esses dados dificilmente poderiam

ser explicados admitindo-se a hipotese de contaminagao da
F2 por componentes da Fl, poils essa hipotese exigiria como
oremissa que a F2 e Fl contivessem o mesmo teor do componen
te responsavel pela inibigao. Esta premissa pode ser afasta
da, porquanto os componentes da Fl precipitam com os imune-
soros, enquanto que com F2 nenhuma precipitagﬁo pode ser de
tectada. Ademais, experiEnéias preliminares indicam que a
capacidade de inibir as reagoes de aglutinagac da P2 desapa
cem apos dialise, enquanto que, em idénticas condigoes, tal
fato nao ocorre com a Fl. Ao que tudo indica, a capacidade

inibitoria da F2 & devida a componentes de baixo peso mole=-
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cular. Fife, (1960), demonstrou a presenca de uma fragao
proteica dialisavel em extratos submetidos ao fracionamen
to, sem no entanto gubmeté~la a estudos de inibigao da agly
tinagao. _

A fracao retida nas membranas de ultrafiltragao
contém praticamente todos 0B componentes capazes de precipi

tar com 05 imune-soYOSB.

Esta fragao (F1) cromatografada emn Sephadex G
200 pode ser desdobrada em varias sub—frag@es. Uma dessas,
(FA) excluida das malhas do gel, contém pélo menos 3 compo=
nentes detectaveis por imunoeletroforese. Lsses componentes
de alto peso molecular contém pelo menos alguns determinan-
tes antigenicos presentes na superficie das formas de culti
vo do I. eruzi, porquanto ou nao eram precipitados ou © pre
cipitavam fracamente com 08 imune~soros absorvidos com as
formas vivas de cultivo do T. cruzi. Ademais, a FA inibe
fortemente as reagoes de aglutinagdao do T. cruzi pelos imu
ne-~§0ros.
_Algumas fracoes obtidas por cromatografia emn
Sephadex (E e ¥) nao precipitaram com OB imune-soros e ini~
biram, embora fracamente, as reagoes de aglutinagao do  T.
cruzi. As demais fragaes (B, C e D) aparentemente continham
os mesmos determinantes antigénicos presentes na FA. Contu-
do, essas fragoes tinham menor capacidade de inibir aaBsdas
reagoes de aglutinagao. Esses fatos sugerem queé ou as FB e
FC estao contaminadas com gomponentes de FA ou gue 08 COWPO
nentes das FB e FC de menor peso molecular contem a maior

parte dos determinantes antigéniéos presentes em FA.

Pode-se igolar de EBC ou de EBD uma fragao preci
pitdvel a plt 4,5 (FP) e uma fragao nao precipitavel nesta
concentragao de ions hidrogénio (FS). A FP contém pelo me=
nos 3 componentes antigenicamente relacionados entre si. Es
ses componentes representam parte do antigeno de superficie
do T. cruzi, visto que inibem fortemente as reagoes de aglu
tinagao, e, ou nao precipitam, ou 0 fazem muito fracamente

com OS5 lmune—-soros absorvidos com as formas vivas do T. cri
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A analise de PS pela técnica de Quchterlony, imu
noeletroforese e inibigao da aglutinagao, mostrou que esta
fragao estd contaminada por componentes de FP. Nao foi pos-
sivel, através dessas tecnicas, demonstrar a presenga de an
tigenos exclusivos dessa fracao ou das diferentes fracoes
obtidas. Esse fato pode ser explicado admitindo-se que 08
imune-goros utilizados, preparados contra as formas de cul-
tura, continham maior proporgio de anticorpos apenas -~ para
um dos componentes presentes nos extratos. Em apoio a egsa
jnterpretacao, as experiencias de imune-difusao pela tecni-
ca de Ouchterlony mostraram sempre uma oOu duas linhas de
precipitagao e as experidncias de imunoeletroforese mostra
ram sempre componentes com relacao antigénicas entre si, e
que continham determinantes antigenicos presentes na superf£
cie do T. cruzi. Esses componentes com diferentes mobilida~-
des eletroforéticas, e provavelmente de diferentes_pesos mo
leculares, representariam fragmentos de antigeno de superfi

cie do T. cruzi.

Tendo em vista estes regultados, torna—~se neces™
sairia a imunizacao de animais com fracoes purificadas a fim
de se obter maior descriminagdo das analises imuncquimicas.

. ™ [ . ~
Experienclias nesse sentido estao em curso.

0s dados obtidos nesse trabalho mostram que se
pode extrair o antigeno de superficie do T. cruzi e  obter
fragOes ricas desse ant{geno, utilizando-se formas brandas
de fracionamento, (ultrafiltragao, precipitagao no ponto i-
soelatrico, cromatografia), facilitando, desta maneira, fu-
turos estudos sobre a sua estrutura. Contudo, & experiancia
acumulada no decorrer da presente investigacao, indica que,
devido a4 complexidade do material em estudo, para que se
possa aprofundar a analisge imunoqu{mica torna-se necessario

contornar algumas dificuldades.

A necessidade da utilizagao de meios de cultivo
que nao interfiram na antigenicidade da amostra e imperio-
sa. A comprovaggo de que alguns dos imune-soros antili. cru
zi reagiram fortemente contra componentes do 80ro de vitelo

&
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indica que & pesquisa de alguns determinantes antigenicos do
T. eruzi acha-—se dificultada pela presenga desses componen-
Lt oSS

] i «
tes que se encontram combinados ou adsorvidos aos antigenos
do T. cruzi. Tentativas de contornar esse inconveniente,cul
tivando o T. cruzi em meios de composigao definida (Citri e

Grossowicz, 1953) ou em meios dialisaveis foram realizadas

em diferentes laboratodorios (Fernandes e Castellani, 1968) .

0s dados disponiveis indicam que esses meios permitem ape-~
nas o crescimento de determinadas amostras. Em congequen~
cia, os esforgos devem sSer orientados no sentido de elimi-
nar dos meios complexos, como O de Yeager, OB componentes

* ¥
que reagem com 0S8 antlgenos do T. cruzil.

As linhas de precipitagao, formadas entre o0s com
ponentes dos extratos, e os imune=-soros obtidos por imuniza
ggo prolongada de coelhos com T. cruzi, eram, na maioria das
vezes,’ ' extremamente tenues, impedindo & sua documentagao por
metodos de coloragao ou por fotografia direta. Por ocutro la
do, apenas um pequeno numero de componentes, geralmente guar
dando relagaes‘antigénicas entre si, pode ser detectado. ES
ses dados sugerem uma resposta imunitaria limitada a um Pe~”
queno numero de determinantes antigenicos, e indicam a mne-
cessidade de se encontrar uma especie animal adequada para

a preparagﬁo dos imune=s0r08.

0g extratos de 1. cruzi, conservados a =209 ten-
dem a formav precipitados. Acresce que esses extratos con=-
tem enzimas proteoliticas (Repka et al., 1972) que muito
provavelmente degradam parcialmente 03 anntigenos presentes.
rgsas observagoes indicam 2 necessidade de encontrar méto-
dos que permitam egstabilizar as caracteristicas fisicoquinmi

cas dos extratos ou de BSuas fraqaea.

g - -

™
e R e

{}%Jgﬁfikﬁﬂégm
@m&oﬁmm CENTRAL

ey




..54.-.

RESUMOS E coNCLUSDTES

O0s lisados das formas de cultivo de T. cruzi contem um
S Lrnes

material insoluvel, contendo proteinas, polissacﬁrides e

1ipides. Este material & capaz de absorver anticoxrpos a-

glutinantes das formas de cultivo do T. cruzi.

0s lipides extraldos dos sedimentos insoliveis floculam

e fixam complemento com imune-soros anti T. cruzi.
L. gruzl

0 sedimento delipidado contem determinantes antigenicos,
presentes na superf{cie das formas de cultivo do T. cru-
zi.

t

Nao foram observadas diferengas apreciaveis na composi=
gao antigenica e quimica dos extratos obtidos queYx pela
agﬁo do desoxicolato de sodio quer pela agao do congela-
mento e descongelamento sucessivos, sugerindo que ambos

o8 p'fOCE!BSOB extraem 08 mesmos component‘.es.

0s EBC e EBD contém antigenos de superficie das formas
de cultive do T. cruzi. 0 fracionamento desses extratos
por ultraflltragao, cromatografia de exclusao e precipi-
tagao no ponto 1so-eletrlco permlte obter fragoes ricas

desses antigenos.
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