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POSSIBILIDADE DE INCORPORAÇÃO DE PROTEíNAS DO HOSPEDEIRO PELO 

TRYPANOSOMA CRUZ! 

(Investigação Experimental) 

Sonia G. ANDRADE (1) 

RESUMO 

Como tentativa de investigar o mecanismo de evasão do Tcypanosoma cruz1 as de­
fesas do hospedeiro procurou-se, verificar se esse parasito é capaz de incorporar proteínas 
do hospedeiro. Para isto o T. cruzi de duas diferentes cepas. (Peruana e Colombiana) foi 
adaptado ao cobaio. Em· seguida procurou-se investigar, por imunofluorescência, usando­
se como antígeno as formas sangüícolas isoladas do cobaio e como anticorpo o soro de 
coelho sensibilizado a proteínas do cobaio e, revelada a reação, por meio de gamaglobu­
lina fluoresceinada anti-coelho, se havia fixação do anticorpo às formas tripomastigo­
tas. o resultado desta pesquisa foi negativo. Em outra etapa procurou-se investigar se 
camundongos sensibilizados a proteínas do cobaio se tornavam mais resistentes à infec­
ção por Tripomastigotas isolados do cobaio. Também nesse experimento o resultado foi 
considerado negativo. Em ambos os experimentos foram usados grupos controles e a 
sensibilização dos animais (camundongo e coelho) foi confirmada pelo método da placa 
de Ouchterlony. 

INTRODUÇÃO 

O Trypanosoma cruzi pode determinar no a capacidade de incorporar proteínas do hospe_ 
hospedeiro vertebrado infecção crônica de lon- deiro e se este seria o seu mecanismo de "es­
ga duração, com escassos parasitas no sangue cape" às defesas do mesmo. 
periférico, muitas vezes num aparente equilí-
brio hospedeiro-parasito. 

Nas doenças parasitárias, a manutenção 
de uma infecção de longa duração resulta do 
"•esci:i.pe" do parasito aos processos imunológi­
cos do hospedeiro s, mecanismo este que não 
está esclarecido em relação ao Trypanosoma 
cruzi. Uma das possibilidades seria a da incor­
poração pelos parasitas, das proteínas do hos­
pedeiro, tornando-se -assim, reconhecidos pelo 
mesmo, o que- já tem sido comprovado em re­
lação a helmintos e bactérias 7,12, e particular­
mente, com o S. mansoni 6,9,10,13. Nosso traba­
lho visa investigar se o Trypanosoma cruzi tem 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram feitas duas •experiências sendo a 
primeira, a investigação por meio da técnica 
de COONS 11 corri anticorpos fluorescentes, da 
presença na superfície das formas tripomasti­
gotas isoladas do cobaio, de antígenos deste 
hospedeiro; o segundo experimento constou da 
verificação da resistência de camuc1dongos 
,sensibilizados a proteínas de cobaio à infecção 
com formas tripomastigotas isoladas deste hos_ 
pedeiro. 

Trabalho realizado com o Auxílio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico - CNPq -
atravé.'l dos Auxílios: TC 16. 48.0 e SIP-08/073. 
(1) Professor Assistente - Universidade F,ederal da Bahia, Salvador, Brasil 
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1.º Experimento. Pesquisa de antígeno de 
cobaio pelo método de COONS 11 com anticor­
pos fluorescentes na superfície de tripomasti­
gotas isolados do cobaio. 

1) Obtenção dos tripomastigotas d,e cobaio 
- em sangue de cobaios infectados com a ce­
pa Peruana 4,17 e a Colombiana 4,14, após pas­
sagens sucessivas, sacrificados no 15.0 , 20.0 e 
30.0 dias de infecção. 

Os inóculos para infecção dos cobaios fo­
ram obtidos de camundongos sendo feitas 32 
passagens 1em cobaio com a cepa Peruana e 3 
passagens com a cepa Colombiana. Os inóculos 
nas diversas passagens variaram entre 300.000 
e 500.000 tripomastigotas avaliados pela méto­
do de PIZZI & PRAGER 18. 

As formas tripomastigotas do T. cruzi fo­
ram isoladas do sangue periférico de cobaias 
pelo método de VOLLER rn colocadas em lâmi­
nas marcadas, s-ecas à temperatura ambiente e 
completada a secagem no vácuo. Estas lâminas 
foram conservadas a -20° e fixadas por ac1e­
tona no momento de usar. 

2) Obtenção de soro de coelho anti-cobaio 
pela sensibilização de coelho adulto jovem 

com liofilizado de órgãos de cobaio de mistura 
com adjuvante de Freund completo, na pro­
porção de 10 mg de antígeno para 2 ml de 
adjuvante, 1em injeções intramusculares sema­
nais, durante 5 semanas; a partir da 5.ª dose 
as injeções passaram a ser mensais, em núme­
ro de 5. Após as primeiras cinco doses, foi tes­
tada a sensibilização de coelho pela difusão em 
gel (método da placa de Ouchterlony), do so­
ro do coelho contra o antígeno de cobaio usa­
do para sensibilização. 

3) Obtenção do antígeno de cobaio utiliza­
do para a sensibilização do coelho - frag­
mentos de fígado e baço de cobaio lavados com 
salina tamponada foram triturados em liqui­
dificador com salina a 1/1.000. o triturado 
foi congelado em deep-freeze a -20°C e descon­
gelado por trituração em gral, em operação re­
petida 4 vezes; após centrifugação a 20. 000 
r.p.m., durante 1 hora a 4ºC, o sobrenadante 
foi dializado contra água destilada por 24 ho­
ras a 4ºC, em tubo de celofane, sendo a seguir 
liofilizado. 

4) Teste de imunofluorescência (Tabela 
I) - empregando-se como antígeno as formas 
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tripomastigotas isoladas do cobaio, foram tes­
tados três soros a saber: a) soro de coelho sen_ 
sibilizado com antígeno de cobaio; b) soro de 
coelho controle normal; c) soro de coelho com 
inf-ecção crônica pelo T. cruzi. 

TABELAI 

Pesquisa de antígeno do hospedeiro em tripomastigo­
tas isolados em cobaio: imunofluorescência indireta 

Antígeno 

Tripomastigotas 

do 

Cobaio 

Soros testados (*) 

1. Coelho anti-cobaio 
.(TESTE) 

2. Coelho Normal 
(CONTROLE) 

3. Coelho Chagásico 
(CONTROLE) 

(*) Em todos os casos o teste de imunofluorescência 
foi realizado com gamaglobulina anti-coelho fluo­
resceinada. 

Os soros foram diluidos na proporção de 
1:20. As lâminas com o antígeno, após passa­
gem rápida em acetona anidra eram tratadas 
pelo soro a ser testado, incubadas a 37ºC por 
30 minutos e a seguir eram tratadas. por uma 
gamaglobulina fluoresc.eínada anti-coelho (Hy­

land) na diluição de 1:80. 

A leitura da r•eação foi feita em Microscó­
pio Zeiss Standard 18 para imunofluorescên­
cia usando como filtros um excitador FIIC e 
uma barreira BG 53 e como fonte, lâmpada 
Halogen de 100 Wats e 12 volts. 

2.0 Experimento - Pesquisa do grau de 
resistência de camundongos previamente sen­
sibilizados com antígeno de cobaio à inocúla­
ção por formas tripomastigotas do T. cruzi 
isoladas de cobaio: 

1) Grupos Experimentais _;__ 60 camundon_ 
gos brancos pesando 10 a 12 g foram subdivi­
didos em 3 grupos e~erimentais (Tabela II). 

Grupo I - Camundongos sensibilizados 
com antígeno de cobaio e inoculados com T. 
cruzi (c,epa Peruana), isolada do cobaio. 

Grupo II - Camundongos sensibilizados 
com antígeno de rato e inoculados com cepa 
Peruana de T. cruzi, isoladas de cobaio, na 
mesma dose e o mesmo inóculo do grupo ante­
rior, (controles de sensibilização). 
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TABELA II 

Resistência de camundongos sensibilizados 

Sensibilização 
Grupos N• de Antígeno: 0,5 mg + Adj. No de 

uoses 
Intervalos entre as 
doses (semanas) experimentais animais Freund: 0,2 mi 

I - Teste 20 Antígeno Cobaio 4 1• : 2• = 2 
2• : 3• = 4 
3• : 4• = 5 II - Controle de Sensibilização 2U Antígeno Rato 4 

III - Controles de infecção 20 Não Sensibilizado 

Inoculação pelo T. cruzi: Tripomastigotas sangüícolas obtidos de COBAIO após lavagem. 
Inóculo: 27.320 / 0,2 ml 
Cepa: Peruana 

Grupo III - Camundongos não sensibili­
zados, inoculados com o mesmo inóculo dos 
grupos I e II, (controles da infecção). 

Sensibilização dos camundongos. - o antí­
geno de cobaio empregado para sensibilizar os 
camundongos foi o mesmo já descrito. o antí­
geno de rato foi preparado pelo mesmo méto­
do. 

Em ambos os grupos de siensibilização (I e 
II) os antígenos foram aplicados na dose de 
0,5 mg de antígeno liofilizado para 0,2 ml de 
adjuvante de Freund completo, em 3 doses su-. 
cessivas com intervalos de 2 semanas 1entre a 
primeira e a segunda dose, 4 semanas ent.re a 
segunda e a terceira e 5 semanas entre a ter­
ceira e a quarta. dose. Para testar a sensibiliza­
ção dos camundongos após a última dose, os 
soros dos mesmos foram submetidos a difu­
são em gel pelo método da placa de Ouchter­
lony. Tanto os soros de animais sensibilizados 
com antígeno de cobaio como de rato foram 
testados contra os antígenos de cobaio e de 
rato. 

Inoculação com T. cruzi - a cepa utilizada 
neste experimento foi a cepa Peruana a qual 
havia sido adaptada ao cobaio após 32 passa­
gens sucessiv,as. 

O inóculo era constituído por formas tri­
pomastigotas isoladas do sangue heparinizado 
do cobaio por lavagem e centrifugação em so­
lução tampão fosfato pH 7. 2, de acordo com 
técnica de VOLLEJR 19. As formas tripomastigo­
tas obtidas eram ressuspensas em salina tam­
ponada e, após o cálculo do número de tripo­
mastigotas em 0,1 ml eram inoculadas nos ca­
mundongos dos três grupos experimentais por 
via intraperitoneal. O inóculo obtido foi de 
27.320 tripomastigotas em 0,2 ml da suspensão. 

Para a avaliação do resultado da infecção 
foi tomado como parâmetro o nível de para­
sitemia dos animais nos diversos grupos expe­
rimentais, pela contagem diária do número de 
tripomastigotas no sangue periférico em gota 
pa,dronizada, entre lâmina e lamínula, sendo 
contados em 50 campos microscópicos X 400. 

RESULTADOS 

l.º Experimento - o tratamento das for­
mas tripomastigotas provenientes de cobaio 
com soro de coelho dos 3 grupos experimen­
tais e uma gamaglobulina fluoresceínada anti­
coelho demonstrou os seguintes resultados: 

1) Formas tripomastigotas isolad,as do co­
baio e tratadas com soro de coelho anticobaio: 
resultado negativo. 

2) Formas tripomastigotas isoladas do co­
baio e tratadas com soro de coelho normal: 
resultado negativo. 

3) Formas tripomastigotas isoladas do co­
baio e tratadas por soro de coelho com forma 
crônica da doença de Chagas: presença de 
fluorescência positiva na superfícite das for­
mas tripomastigotas (reação específica). 

o resultado da sensibilização do coelho 
com antigeno de cobaio, pela técnica da placa 
de Ouchterlony, indicou presença de anticor­
pos anti-cobaio no soro dos coelhos sensibili­
zado~. 

2.º Experimento - o estudo dos níveis de 
parasitemia dos 3 g-rupos experimentais após a 
inocula·ção com tripomastigotas isolados de 
cobaio (Fig. 1) mostrou na fase inicial da in-
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Fig. 1 - Tanto os animais que sofreram sensi.bilização a pro­
teínas de cobaio como os controles sensibilizados a proteínas de 
ratos apresentaram níveis parasitêmicos menos elevados do que 
os animais não sensibilizados previamente e infectados com o 

mesmo inóculo (cepa Peruana) 

fecção, níveis comparáveis nos três grupos ex­
perimentais.; a partir do 15.0 dia observou-se 
nítida elevação parasitêmica nos três grupos, 
porém os níveis atingidos foram muito menos 
elevados nos animais previamente sensibiliza­
dos, tanto com antígeno de cobaio como dera­
to, do que nos controles sensibilizados. 

O resultado da difusão em gel (placa de 
Ouchterlony), para comprovação da sensibili­
zação dos camundongos em relação aos antí­
genos de cobaio e rato foi o seguinte: 1) Fo­
ram evidenciados anticorpos específicos anti­
cobaio em todos os animais sensibilizados com 
antígeno de cobaio; 2) Foram evidenciados an­
ticorpos específicos anti-rato nos animais sen­
sibilizados com antígeno de rato; 3) Anticor­
pos inespecíficos ·aparecem nos soros de ani­
mais dos três grupos. 
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COIMENTARIOS 

A pesquisa de antígeno do hospedeiro v,er­
tebrado, em formas tripomastigotas sanguíco­
las do T. cruzi resultou negativa quando se 
empregou o método da imunofluoresci\ncia e 
um anti-soro específico. Diferentes cepas po­
dem diferir quanto à resposta em relação a 
um soro imune 15 ou quanto à capacidade de 
fixação de anticorpos fluorescentes específL 
cos 16. Rlesolvemos por isto testar 2 cepas di­
ferentes, a Peruana e a Colombiana. Em am­
bas obtivemos resultados consistentemente ne­
gativos em testes repetidos. 

Quando s,e testou a resistência, em camun­
dongos sensibilizados a proteínas do hospedei­
ro (cobaio), do qual se isolaram os tripomasti­
gotas, ou a proteínas de ratos obteve-se um 
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efeito inespecífico atribuível a uma estimula­
çáo por proteína estranha 1 e a um efeito do 
próprio adjuvante de Freund como foi demons­
trado em trabalho anterior 3_ Deste modo, o 
fato de, na fase avançada da infecção os ní­
veis parasitêmicos dos animais previamente 
sensibilizados terem sido menores dos que os 
evidenciados nos controles não sensibilizados 
foi considerado como uma resposta inespecífi­
ca. Caso as formas tripomastigotas isoladas 
do cobaio tivessem incorporado as proteínas 
de.sse hospedeiro seria de se esperar uma des­
truição inicial das formas inoculadas do ani­
mal imune, sem se desenvolver pico parasitê­
mico. 

O estado de •aparente equilíbrio hospedei­
ro/parasito que se observa na fase crônica d·a 
infecção chagásica não parece, pois, depender 
de um mecanismo de incorporação de proteí­
nas do hospedeiro. 

Segundo DAMIAN 12 a capacidade de imi­
tar ou de incorporar antígeno do hospedeiro, 
qualquer que seja o mecanismo envolvido, te­
ria valor adaptativo, permitindo maior com­
patibilidade do parasito com o hospedeiro. Na 
doença de Chagas, entretanto, o quadro aná­
tomo-patológico da infecção crônic,a prolonga­
da 2 mostrou que os animais nesta fase da in­
fecção desenvolvem um quadro inflamatório 
com lesões disseminadas. O tratamento espe­
cífico nesta fase 5, diminuindo a carga para­
sitária faz regredir as lesões teciduais. Estes 
fatos demonstram que o parasito, embora com 
sua capacidade de multiplicação diminuída, 
mantém o e,stado de sensibilização e excita os 
processos imunológicos responsáveis pelas ex­
tensas lesões observadas. 

Sll!MMARY 

On the ,possibility of .incorporation ,of host an­
tigens by blood forms of TJ.'.ypanosoma cruzi 

This investigation was carried out by two 
methods: 1) by looking for the presence of 
host antigens on the surface of trypomastigo­
te forms by immunofluorescence. In this ex­
periment we used two different strains of T. 
cruzi: Peruvian and Colombian strains. Try­
pomastigote forms were isolated from guinea­
pig blood by ce:itrifugation and washed in pH 
7. 2 phosphate buffered solution, dry-fixed and 
treated with an anti-guinea pig serum produc_ 

ed in rabbits and revealed by a fluoresceinate 
anti-rabbit gama globulin. Results were nega­
tive; 2) mice sensi<tized with guinea-pig anti­
gens were infected with T. cmzi trypomastigo_ 
tes obtained from guinea-pig. No evidience of 
resistance was observed in sensitized mice 
when compared with controls. 

In both mice and rabbits, sensibilization 
was tested by the Ouchterlony technique. 

These experiments failed to demonstrate 
the presence of host antigens incorporated on 
the surfac,e of the blood forms of T. cruzi. 

REFER:í!;,NCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

1. ANDRADE, S. G.; SILVA, A. A. & ANDRADE, 
z. A. - Bloqueio e estimulação do S.R.E. na 
doença de Chagas (Estudo experimental em ca­
mundongos). Gaz. Med. Bahia 67: 19-30, 1967. 

2. ANDRADE, S. G. & ANDRADE, Z .. A. - Patolo­
gia da doença de Chagas experimental de longa 
duração. Rev. Inst. Med, trop. São Paulo 10: 180-
187, 1968. 

3. ANDRADE, S. G. & CARVALHO, M. L. - Efei­
to da excitação do sistema reticulo-endotelial pelo 
adjuvante de Freund na doença de Chagas expe­
rimental. Rev, Inst. Med. tl'Op. São Paulo 11: 
229-235, 1969. 

4. ANDRADE, S. G.; CARVALHO, M. L. & FI­
GUE'IRA, R. M. - Caracterização morfo-biológi­
ca e histopatológica de diferenrtes cepas do Try­
panosoma cruzi. Gaz. Med. Bahia 70: 32-42, 1970. 

5. ANDRADE, S. G. & ANDRADE, Z. A. - Aspec­
tos anátomo-patológicos e resposta terapêutica na 
infecção chagásica crônica experimental. Rev. 
Inst. llled. trop. São Paulo 18: 268-275, 1976. 

6. CAPRON, A.; BIGUET, J.; ROSE, F .. & VER­
NES, A. - Les antigenes de Schistosoma manso­
ni. II - Etude immuno,eletrophorétique comparée 
de divers stades larvaires et des adultes des deux 
sexes. Aspects immunologiques des relations hô­
teparasite de la cercaire et de l'adulte de S. man­
soni. Ann. Inst. Pasteur 109: 798-810, -1965. 

7. CAPRON, A.; BIGUET, J.; VERNES, A. & 
AFCHAIN, D. - S'tructure antigenic des helmin­
thes. Aspects immunologiques des relations hôte­
parasite. Path. Biol. 16: 121-138, 1968. 

8. Ciba Fonndation Symposinm - 25 (New Series) 
Parasites in the immunized host: mechanism of 
survival. Amsterdam, Elsevier Publ., p,p. 263~ 
272, 1974. 

9. CLEGG, J. A.; SMITHERS, S. R. & TERRY, 
R. J. - Host antig,m associate with schistosomes. 
Observa.tions on their attachment and their natu­
re. Parasitolog·y 61: 87-94, 1970. 

283 



ANDRADE, S. G. - Possibilidade de incorporação de proteinas do hospedeiro pelo Tcypanosoma cruzi (In­
vestigação experimental). Rev. Inst. Med. trop. São Paulo 20:279-284, 1978. 

10. CLEGG, J. A.; SMITHERS, S. R. & TERRY, 
R. J. - Acquisition of human antigens by Schis­

tosoma mansoni during cultivation in vitl'O. Naturn 
(London) 232: 653-654, 1971. 

11. COONS, A. H.; LEDUC, E. H. & CONNOLY, J. 
M. - Studies on antibody production. I - A 
method for histochemical demonstration of speci­
fic antibody and its app!icàtion to a study of hi­
perimmune rabitt. J. Exp. Med. 102: 49-60, 1955. 

12. DAMIAN, R. T. - Mo.Jecular mimicry: antigen 
sharing by parasite and host an its consequences. 
Am. Natu1·alist 98: 129"149, 1964. 

13. DAMIAN, R. T. - Common antigens between 
adult Schistosoma mansoni, and the labo.ratory 
mouse. J. Parasito!. 53: 61-64, 1967. 

14. FEDEIRICI, E. E.; ABELMANN, W. B. & NEVA, 
F. A. - Chronic and progressive myocarditis 
and myositis in C3H mice infected with Tcypano­
soma ci•uzi. Amer. J. Trop. Med. Hyg. 13: 272-280, 
1964. 

284 

15. KRETTLI, A. U. & BRENER, Z. - Protective 
effects of specific antibodies in T1-ypanosoma c1·u­
zi infection. J. Immunology 116: 755-760, 1976. 

16. KLOETZEL, J. & DEANE, M. P. - Immunoglo­
bulins on the surface of trypomastigotes. Rev. 
Inst. Med. trop. São Paulo 18: 139, '1976. 

17. NUSSENZWEIG, V. & GOELE, F. - Further 
studies on the antigenic constitution of strains 
of Tcypanosoma (Schyzotcypanum) c1•uzi. Expt!. 
Parasito!. 18: 224-230, 1960. 

18. PIZZI, T. & PRAGER, R. - Estabi!izacion de 
la virulencia de una cepa de Trypanosoma cruzi, 
por passage seriado en ratones de constitucion 
genetica uniforme; analisis quantitativo dei curso 
de Ia infeccion. Biolo,gica 16-17: 3-12, 1952. 

19. VOLLER, A. - Immunofluorescent observations 
on Tcypanosoma c1•uzi. T1·ans. Roy Soe. T1·011. 
Med. Hyg. 57: 232, 1963. 

Recebido para publicação em 14/1/1977. 




