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POSSIBILIDADE DE INCORPORACAO DE PROTEINAS DO HOSPEDEIRO PELO
TRYPANOSOMA CRUZI

(Investigacdo Experimental)

Sonia G. ANDRADE 1)

RESUMO

Como tentativa de investigar o mecanismo de evasio do Trypanosoma cruzi &s de-
fesas do hospedeiro procurou-se, verificar se esse parasito é capaz de incorporar proteinas
do hospedeiro. Para isto o T. cruzi de duas diferentes cepas .(Peruana e Colombiana) foil
adaptado ao cobaio. Em seguids procurou-se investigar, por imunofluorescéncia, usando-
se como antigeno as formas sangilicolas isoladas do cobaio e como anticorpo o soro de
coelho sensibilizado a proteinas do cobaio e, revelada a reagio, por meio de gamaglobu-
lina fluoresceinada anti-coeltho, se havia fixacio do anticorpo as formas tripomastigo-
tas. O resultado desta pesquisa foi negativo. Em outra etapa procurou-se investigar se
camundongos sensibilizados a proteinas do cobaio se tornavam mais resistentes & infec-
¢do por Tripomastigotas isolados do cobaio. Também nesse experimento o resultado foi
- considerado negativo. Em ambos os experimentos foram usados grupos controles e a
sensibilizacdo dos animais (camundongo e coelho) foi confirmada pelo método da placa

de Ouchterlony.

INTRODUCAO

O _Trypanosoma cruzi pode deferminar no
hospedeiro vertebrado infeccdo cronica de lon-
~ga duracdo, com escassos parasitos no-sangue
periférico, muitas vezes num aparente equili-
brio hospedeiro-parasito.

Nas doencas parasitarias, a manutenc¢do
de uma infecco de longa duraciio resulta do
~ “escape” do parasito aos processos imunologi-

cos do hospedeiro 8, mecanismo este que néo
esta esclarecido em relacio ao Trypanosoma
cruzi, Uma das possibilidades seria a da incor-
_poracao pelos parasitos, das proteinas do hos-
pedeiro, tornando-se assim, reconhecidos pelo
mesmo, 0 que ja tem sido comprovado em re-
lacdo a helminfos e bactérias 7.12, e particular-
‘mente, com o 8. manseni 6.9.10.13, Nosso traba-
- Tho visa investigar se o Trypanosoma cruzi tem

a capacidade de incorporar proteinas do hospe-
deiro e se este seria o seu mecanismo de “es-

cape” as defesas do mesmo.

MATERIAL E METODOS

Foram feitas duas experiéncias sendo a
primeira, a investigacdo por meio da técnica
de COONS 1l comi anticorpos fluorescentes, da
presenca na superficie das formas tripomasti-
gotas isoladas do cobaio, de antigenos deste
hospedeiro; o segundo experimento constou da
verificacdo da resisténecia de camundongos
sensibilizados a proteinas de cobaio & infeccdo
com formas tripomastigotas isoladas deste hos-
pedeiro.
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através dos Auxilios: TC 16.480 e SIP-08/073.

(1) Professor Assistente — Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil

279



ANDRADE, S. G. — Possibilidade de incorporacfo de proteinas do hospedeiro pélo Trypanosema cruzi (In-
vestigacdio experimental). Rev. Inst. Med. trop. Sfo Paulo 20:279-284, 1978,

1.° Experimento. Pesquisa de antigeno de
cobaio pelo método de COONS 11 com anticor-
pos fluorescentes na superficie de tripomasti-
gotas isolados do cobaio.

1) Obtencao dos tripomastigotas de cobaio
— em sangue de cobaios infectados com a ce-
pa Peruana 417 ¢ a Colombiana 414 apds pas-
sagens sucessivas, sacrificados no 15.°, 20.° e
30.° dias de infeccéo.

Os indculos para infeccio dos cobaios fo-
ram obtidos de camundongos sendo feitas 32
passagens em cobaio com a cepa Peruana e 3
passagens com a cepa Colombiana, Os inéculos
nas diversas passagens variaram entre 300.000
e 500.000 tripomastigotas avaliados pelo méto-
do de PIZZI & PRAGER 18,

As formas tripomastigotas do T. cruzi fo-
ram isoladas do sangue periférico de cobalos
pelo método de VOLLER 19 colocadas em 1ami-
nas marcadas, secas a temperatura ambiente e
completada a secagem no vicuo. Estas laminas
foram conservadas a —20° e fixadas por ace-
tona no momento de usar.

2) Obtencio de soro de coclho anti-cobaio
— pela sensibilizacdo de coelho adulto jovem
com liofilizado de 6rgéos de cobaio de mistura
com adjuvante de Freund completo, na pro-
porcido de 10 mg de antigeno para 2 ml de
adjuvante, em inje¢les intramusculares sema-
nais, durante 5 semanas; a partir da 5.2 dose
as injecOes passaram a ser mensais, em nume-
ro de 5. Apos as primeiras cinco doses, foi tes-
tada a sensibilizacdo de coelho pela difusio em

gel (método da placa de Ouchterlony), do so-

ro do coelho contra o antigeno de cobaio usa-
do para. sensibilizacao. )

3) Obtencio do antigeno de cobaic utiliza-

" do para a sensibilizacio do coelho — frag-

mentos de figado e baco de cobaio lavados com
salina tamponada foram friturados em liqui-
dificador com salina a 1/1.000. O triturado
foi congelado em deep-freeze a -20°C e descon-
gelado por trituracio em gral, em operacdo re-
petida 4 vezes; apds centrifugacio a 20.000
r.p.m., durante 1 hora a 4°C, o sobrenadante
foi dializado contra agua destilada por 24 ho-
ras a 4°C, em tubo de celofane, sendo a seguir
liofilizado.

4) Teste de imunofluorescéncia (Tabela
I) — empregando-se como antigenoc as formas
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tripomastigotas isoladas do cobaio, foram tes-
tados trés soros a saber: a) soro de coelho sen-
sibilizado com antigeno de cobaio; b} soro de
coelho controle normal; c) soro de coelho com
infeccdo crénica pelo T. cruzi.

TABELAI

Pesquisa de antigeno do hospedeiro em tripomastigo-
tas isolados em cobaio: imunofluorescéncia indireta

Antigeno Soros testados (*)
Tripomastigotas 1. Coelho anti-cobaio
ATESTE)
do 2. Coelho Normal
(CONTROLE)
Cobaio 3. Coelho Chagasico
(CONTROLE)

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

Os soros foram diluidos na proporcao de
1:20. As laminas com o antigeno, apds passa-
gem ripida em acetona anidra eram tratadas
pelo soro a ser testado, incubadas a 37°C por
30 minutos e a seguir eram tratadas por uma -
gamaglobulina fluoresceinada anti-coelho (Hy-
land) na diluicdo de 1:80. '

A leitura da reacdo foi feita em Microsco-
pio Zeiss Standard 18 para imunofluorescén-
cia usando como filtros um excitador FIIC e
uma barreira BG 53 e como fonte, lampada
Halogen de 100 Wats e 12 volts. :

2. Experimento — Pesquisa.do grau de
resisténcia de camundongos previamente sen-
sibilizados com antigeno de cobalo & inocula-
¢do 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 experimentais (Tabela ID).

Grupo I — Camundongos sensibilizados
com antigeno de cobaio e inoculados com T.
cruzi (cepa Peruana), isolada do- cobaio,

Grupo II — Camundongos sensibilizados
com antigeno de rato e inoculados com cepa
Peruana de T. eruzi, isoladas de cobaio, na
mesma dose e 0 mesmo inéculo do grupo ante-
rior, (controles.de sensibilizacéo).
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TABELATITI

Resisténcia de camundongos sensibilizados

Sensibilizagdo
Grupos Ne de Antigeno: 0,5 mg + Adj. Ne¢ de Intervalos entre as
experimentais animais Freund: 0,2 ml doses doses (semanas)
I — Teste 20 Antigeno Cobaio 4 1» 0 20 = 2
20 3 — 4
II — Controle de Sensibilizacio 20 Antigeno Rato 4 31 1 4r = §
III — Controles de infeccio 20 Néo Sensibilizado — -

Inoculacdo pelo T, eruzi: Tripomastigotas sangiiicolas obtidos de COBAIO apds lavagem.

Inéculo: 27.320 / 0,2 ml
Cepa: Peruana

Grupo III — Camundongos nao sensibili-
zados, inoculados com o mesmo inéculo dos
grupos I e II, (controles da infeccéo).

Sensibilizacao dos eamundongos. — o anti-
geno de cobalo empregado para sensibilizar os
camundongos foi o mesmo ja descrito. O anti-
geno de rato foi preparado pelo mesmo méto-
do.

Em ambos os grupos de sensibilizag¢do (I e
II) os antigenos foram aplicados na dose de
0,5 mg de antigeno liofilizado para 0,2 ml de

adjuvante de Freund completo, em 3 doses su- .

cessivas com intervalos de 2 semanas entre a
primeira e a segunda dose, 4 semanas entre 2
segunda e a terceirg e 5 semanas entre a ter-
ceira e a quarta dose. Para testar a sensibiliza-
cdo dos camundongos apods a Ultima dose, os
soros dos mesmos foram submetidos a difu-
sao em gel pelo método da placa de Ouchter-
lony. Tanto os soros de animais sensibilizados
com antigeno de cobaio como de rato foram
testados contra os antigenos de cobaio e de
rato.

Inoculacio com T. cruzi — a cepa utilizada
neste experimento foi a cepa Peruana a qual
havia sido adaptada ao cobaio apds 32 passa-
.gens sucessivas.

O inéculo era constituido por formas tri-
pomastigotas isoladas do sangue heparinizado
do cobaio por lavagem e cenfrifugagio em so-
lucdo tampdo fosfato pH 7.2, de acordo com
téenica de VOLLER 19. As formas tripomastigo-
tas obfidas eram ressuspensas em salina tam-
ponada e, apds o calculo do nimero de tripo-
mastigotas em 0,1 ml eram inoculadas nos ca-
mundongos dos trés grupos experimentais por

via infraperitoneal. O inéculo obtido foi de.

~27.320 tripomastigotas em 0,2 ml da suspenséo.

Para a avaliagio do resultado da infecgdo
foi tomado como parimetro o nivel de para-
sitemia dos animais nos diversos grupos expe-
rimentais, pela contagem didria do numero de
tripomastigotas no sangue periférico em gota
padronizada, entre ldmina e laminula, sendo
contados em 50 campos microscopicos X 400.

RESULTADOS

1.° Experimento — o tratamento das for-
mas tripomastigotas provenientes de cobajo
com soro de coelho dos 3 grupos experimen-
tais e uma gamaglobuling fluoresceinada anti-
coelho demonstrou os seguintes resultados:

1) Formas tripomastigotas isoladas 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 norma_l:
resultado negativo.

3) Formas tripomastigotas isoladas do co-
baio e tratadas por soro de coelho com forma
cronica da doenca de Chagas: presenca de
fluorescéncia, positiva na superficie das for-
mas tripomastigotas  (reagdo especifica),

O resultado da sensibilizagio do coelho
com antigeno de cobaio, pela técnica da placa
de Ouchterlony, indicou presenca de anticor-
pos anti-cobaio no soro dos coelhos sensibili-
zados. :

2.9 Experimento — o estudo dos niveis de
parasitemia dos 3 grupos experimentais - apds a
inoculagdo com tripomastigotas isolados de
cobajo (Fig. 1) mostrou na fase inicial da in-

281



ANDRADE, S. G. — Possibilidade de incorporagdo de proteinas do hospedeiro pelo Trypanosoma ecruzi (In-
vestigacdo experimental). Rev. Inst. Med. trop. S@o Paulo  20:279-284, 1978,

-
GRUPOS DE SENSIBILIZAGAO
Controles —
Sens. cobalo  —:w--
Sens. rato
250
209
150
Qe
x 1004
o -
* -
50
o 45
o
3
2 49
o
o 35
0
30
x
w25
& 20
@
-
15
u 4
a
10
ot E
z 5
5¢ 6‘—’7;2 92 e 132 152 (72 |92 212 232 252
Ne DE DIAS DA INFECGAO
Fig. 1 — Tanto os animails que sofreram sensibilizacio a pro-

teinas de cobaio como os controles sensibilizados a proteinas de

ratos apresentaram niveis parasitémicos menos elevados do que

os animais ndo sensibilizados previamente e infectados com o
mesmo indéculo (cepa Peruana)

feccdo, niveis comparaveis nos trés grupos ex-
perimentais; a partir do 15.° dia observou-se
nitida elevacio parasitémica nos trés grupos,
porém os niveis atingidos foram muito menos
elevados nos animais previamente sensibiliza-
dos, tanto com antigeno de cobaio como de ra-
to, do que nos controles sensibilizados.

O resultado da difusdo em gel (placa de
Ouchterlony), para comprovacio da sensibili-
zacdo dos camundongos em relacio aos anti-
genos de cobaio e rato foi o seguinte: 1) Fo-
ram evidenciados anticorpos especificos anti-
cobaio em todos os animais sensibilizados com
antigeno de cobaio; 2) Foram evidenciados an-
ticorpos especificos anti-rato nos animais sen-
“sibilizados com-antigeno de rato; 3) Anticor-
pos inespecificos aparecem nos soros de ani-
mais dos trés grupos.
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COMENTARIOS

A pesquisa de antigeno do hospedeiro ver-
tebrado, em formas tripomastigotas sanguico-
las do T. eruzi resultou negativa quando se
empregou o método da imunofluorescincia e
um anti-soro especifico. Diferentes cepas po-
dem diferir quanto & resposta em relacdo g
um soro imune 15 ou quanto & capacidade de
fixacdo de anticorpos fluorescentes especifi.
cos 16, Resolvemos por isto testar 2 cepas di-
ferentes, a Peruana e a Colombiana. Em am-
bas obtivemos resultados consistentemente ne-

gativos em testes repetidos.

Quando se testou a resisténcia, em camun-
dongos sensibilizados a proteinas do hospedei-
ro (cobaio), do qual se isolaram os tripomasti-
gotas, ou a proteinas de ratos obteve-se um
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efeito inespecifico atribuivel a uma estimula-
¢do por proteina estranhal e a um efeito do
proprio adjuvante de Freund como foi demons-
trado em trabalho anterior3. Deste modo, o
fato de, na fase avancada da infec¢cido os ni-
veis parasitémicos dos animais previamente
sensibilizados terem sido menores dos que 0s
evidenciados nos controles ndo sensibilizados
foi conéi-derado como uma, resposta inespecifi-
ca. Cdso as formas tripomastigotas isoladas
do cobaio tivessem incorporado as protfeinas
desse hospedeiro seria de se esperar uma des-
truicdo inicial das formas inoculadas do ani-
mal imune, sem se desenvolver pico parasité-
mico.

O estado de aparente equilibrio hospedei-
ro/parasito que se observa ha fase crbénica da
infeccio chagasica nio parece, pois, depender
de um mecanismo de incorporacio de protei-
nas do hospedeiro.

Segundo DAMIAN 12 g capacidade de imi-
tar ou de incorporar antigeno do hospedeiro,
qualgquer que seja o mecanismo envolvido, te-
ria valor adaptativo, permitindo maior com-
patibilidade do parasito com o hospedeiro. Na
doenc¢a de Chagas, entretanto, o quadro ana-
tomo-patologico da infeccdo cronica prolonga-
da 2 mostrou que os animais nesta fase da in-
feccdo desenvolvem um quadro inflamatério
com lesGes disseminadas. O tratamento espe-
.cifico nesta fase5, diminuindo a carga para-
sitaria faz regredir as lesdes teciduais. Estes
fatos demonstram que o parasito, embora com
-sua capacidade de multiplicacdo diminuida,
mantém o estado de sensibilizacio e excita os

Pprocessos imunolégicos responsaveis pelas ex-

tensas lesoes observadas.

SUMMARY

On the possibility of incorporation of host an-
tigens by blood forms of Trypanosoma 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 centirifugation 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 sensitized with guinea-pig anti-
gens were infected with T. eruzi trypomastigo-
tes obtained from guinea-pig. No evidence 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 surface of the blood forms of T. cruzi.
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