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ANTIGENOS “PARTICULARES"” A CEPAS DO TRYPANOSOMA CRUZI:
DEMONSTRACAQO POR IMUNOELETROFORESE BIDIMENSIONAL

MARIZA GONCALVES MORGADO™
MICHEL VAN HOEGAERDEN™™
BERNARDO GALVAO-CASTRQO™

Os extratos soluveis das cepas Y, Sdo Felipe e Colombiana do Trypanosoma
cruzi foram analisados contra seus antissoros homologos e heterdlogos por imunoeletro-
forese bidimensional e imunoeletroforese bidimensional com gel intermediario.

Os resultados revelaram a existéncia de pelo menos 35 linhas de precipitacdo na
cepa Y (32 de migracdo anddica e trés de migracdo catodica), 24 linhas de precipitacao
anodica na cepa Sdo Felipe e 22 na cepa Colom biana. Estas duas ultimas cepas nao aprese-
sentaram antigenos de migragdo catodica. Estes antigenos de migracao catodica foram
considerados “particulares” a cepa Y uma vez que quando testados coritra antissoros hete-
rologos ndo observamos linhas de precipitacao.

Através do uso da imunoeletroforese bidimensional com gel intermediano foram
evidenciados cinco antigenos particulares a cepa Y quando comparada a Sdo Felipe e oito
quando comparada a cepa Colombiana. A cepa Sdo Felipe mostrou um unico antigeno
particular quando comparada a cepa Colombiana porém, ndo se evidenciou nenhum antl-
geno particular quando a cepa Sao Felipe foi analisada contra o antissoro da cepa Y. A ce-
pa Colombiana ndo demonstrou nenhum antigeno particular nem quando comparada a
cepa Y nem a Sao Felipe.

Nossos resultados revelam que cepas pertencentes a diferentes tipos quanto ao
comportamento morfobioldgico e histopatologico também demonstram uma acentuada
diferenca quanto a seus componentes antigénicos.

As diferentes formas clinicas da doeng¢a de Chagas e a variedade no comporta-
mento morfobiolégico do Trypanosoma cruzi em animais experitmentais sugerem a ¢Xxis-
téncia de populacfes antigenicamente distintas deste parasita.
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Nussenzweig, Deane e Kloetzel (1963) estabeleceram relacGes imunotaxond-
micas entre diversas cepas do 7. cruzi provenientes de casos humanos, triatomineos e
animais silvestres utilizando as técnicas de aglutina¢fo ¢ precipitagdo em gel. Estes autores
constataram a existéncia de tipos imunologicos distintos que se caracterizavam pela capa-
cidade de absorverem total ou parcialmente as aglutininas de um soro padrio. Posterior-
mente, Nussenzweig e Goble (1966), observaram que estes tipos ndo estavam relacionados
nem com a fonte do parasita nem com sua distribui¢do geografica.

Analisando cepas do T. cruzi quanto a seus caracteres morfobiologicos e histo-
patoldgicos, Andrade (1974) propOs a existéncia de trés tipos que se distinguiam pela
parasitemia, viruléncia ¢ tropismo tissular entre outros parametros. Comparando por imu-
noeletroforese simples 0 extrato soluvel das cepas Peruana, Sao Felipe ¢ Colombiana, per-
tencentes a cada um dos trés tipos, Andrade et al (no prelo) verificaram que estas cepas
também diferiam quanto a seus componentes antigénicos.

Visto que as técnicas de imunodifusdo e imunoeletroforese simples tém um limt-
tado poder de resolucdo, principalmente se tratando de um sistema antigénico complexo
como ¢ dos tripanosomatideos, utilizamos as técnicas de imunoeletroforese bidimensional
¢ imunoeletroforese bidimensional com gel intermedidrio para analisarmos a composi¢do
antigénica do extrato soluvel de formas epimastigotas das cepas Y, S3o Felipe e Colombi-
ana do 7. cruzi pertencentes respectivamente aos tipos I, II e III da classificacdo de An-
drade (1974).

Este trabalho demonstra a existéncia de antigenos “particulares™ as cepas estu-
dadas.

O termo antigeno “particular” foi utilizado ao invés de especifico uma vez que
nao foi demonstrada a auséncia destes antigenos em outras cepas existentes do 7. cruzi.

MATERIAL E METODOS

Tripanosomas

Foram utilizadas as cepas Y (Pereira da Silva & Nussenzweig, 1953), Sao Felipe-12
(Andrade, 1974) e Colombiana (Frederici, Obelmann & Neva, 1964)do 7. crnuzi mantidas
em meio de cultura LIT (Camargo, 1964) através de repiques sucessivos a cada dois dias
obtendo-se deste modo cerca de 98% de formas epimastigotas com uma concentragio
média de 10° parasitas por mililitro.

Preparo dos antigenos

Culturas contendo 10'' parasitas foram lavadas seis vezes em salina tamponada
com fosfato pH 7,2 (PBS), por centrifugacdo a 1.500g durante 15 minutos a 49C. O sedi-
mento final foi ressuspenso em PBS e os parasitas foram rompidos por ultrassom utilizan-
do-se cinco exposi¢Bes de trés minutos em banho de gelo com uma poténcia de 95 W. Pos-
terijormente centrifugou-se cada amostra a 100.000g durante 30 minutos a 40C. O sobre-
nadante foi filtrado em membrana Millipore de 0,45 e 0,22 umsendo as amostras manti-
das a —200C até o uso.

A dosagem de proternas de cada amostra foi feita segundo Lowry et al (1951),
utilizando-se a soro-albumina bovina como padrio.

Obtengdo dos antissoros

Os antissoros foram obtidos em coelhos Nova Zeldndia através de imunizacao
por via subcutinea segundo dois esquemas. No primeiro foram utilizadas doses de 5,0mg
de proteinas totais de cada antigeno enquanto que no segundo os animais receberam
1,5mg de proteinas totais na 18 e 22 dose e 5,0mg de proteinas totais na 34 ¢ 42 dose.

Na imuniza¢do primdria o antigeno foi emulsionado em adjuvante completo de
Freund. Apés seis semanas injetou-se mais duas doses com intervalos de uma semana ¢
mais uma quarta dose apos um més. Utilizou-se nas trés ultimas doses o adjuvante incom-
pleto de Freund. Os coelhos foram sangrados pela veia marginal da orelha no 59,79 ¢ 99
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dia apds a 32 e 43 imuniza¢do. O sangue foi deixado coagular a 379C por uma hora e a
40C durante a noite. Posteriormente fot centrifugado a 1.500g durante 10 minutos € 0
soro estocado a — 200C até o uso.

Os soros foram testados por imunodifusiao (Ouchterlony, 1958) ¢ imunoeletro-
forese (Grabar & Williams, 1953). Fez-se um pool dos melhores antissoros obtidos para
cada cepa do 7. cruzi e estes foram entdo titulados por imunofluorescéncia indireta (Ca-
margo, 1966) utilizando-se o soro anti-imunoglobulina de coetho conjugado ao isotiocia-
nato de fluoresceina obtido da Hew Hyland Co.

Imunoceletroforese bidimensional { Clark & Freeman, 196&/

Placas de vidro de 85x 60x1, Smm foram parcialmente (15x60x1,5mm) cobertas
com 1,5ml de agarose 1,2% em tampdo tris-barbital pH 8,6 e forca idnica 0,02. Colocou-
se 0,25 mg de proteinas do antigeno no orificio situado proximo a extremidade catdlica
da placa e procedeu-se 4 primeira eletroforese com 10V/cm a 4°C durante 45 ou 60 mi-
nutos. Na eletroforese em segunda dimensdo incorporou-se no gel os antissoros obtidos
contra cada cepa, variando-se o volume de acordo com o titulo de anticorpos obtido por
imunofluorescéncia indireta. Nesta segunda corrida foram utilizadas 2V/cm a 49C durante
18 horas.

Imunoeletroforese bidimensional com gel
intermediario { Axelsen, Krgll & Weeke, 1975)

A primeira eletroforese foi feita de acordo com a descri¢do anterior. Apos esta
corrida introduziu-se um gel intermedidrio contendo o antissoro heterélogo ¢ um gel su-

perior contendo o antissoro homalogo. Para aumentar a resolug¢do da técnica introduzimos
uma camada de gel sem antissoro cntre o gel intermedidrio e 0 superior. A eletroforese em
segunda dimensao foi conduzida aplicando-se 2V/em a 40C durante 16 a 18 horas.

Rocket imunocietroforese { Laurell, 1966)

Liminas de microscopia de 76 x 26 x 1,0mm foram recobertas com 3,5ml de
agarose 1,2% cm tampdo tris-barbital pH 8,6 e forca idnica 0,02 contendo os antissoros
obtidos contra cada cepa de 7. cruzi Foram feitos trés orificios em cada l1amina onde co-
locamos soro bovino em diferentes concentracdes, meio de cultura e os antigenos sohiveis
de cada cepa. A eletroforese foi feita em direcdo ao anodo utilizandose 10V/cm a 49C
durante trés horas.

Em todas as técnicas de imunoeletroforese utilizadas as placas foram lavadas em
PBS durante 48 horas e dgua destilada por 24 horas. Apoés a secagem as placas foram co-
radas durante 10 minutos com Coomassie Brilliant Blue R-250.

RESULTADOS

A andlise dos extratos soliaveis das cepas do Trypanosoma cruzi por imunoele-
troforese bidimensional contra seus soros homaélogos revelou:

-- 32 linhas de precipitacdo distintas correspondentes a antigenos de migracao
ano6dica e trés linhas de precipitagdo do lado catodico para a cepa V (Fig. 1).

— 24 linhas de precipitacao de migragdo anddica para a cepa S3o Felipe (Fig. 2).
— 22 linhas de precipitacdo do lado anddico para a cepa Colombiana (Fig. 3).
N3io foram observadas linhas de precipitacdo de migra¢do catddica nem na cepa

Sao Felipe nem na Colombiana. mesmo testando-se os antissoros destas duas cepas contra
o extrato solivel da cepa Y. Estes antigenos foram considerados “particulares” a esta cepa.

Com o objetivo de detectarmos difercncas antigénicas entre as trés cepas utili-
zamos a imunoeletroforese bidimensional com gel intermedidrio.
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Fig. 1 — Antigeno: 13 ul do extrato solivel da cepa Y (18,96 mg ptn/ml).
Anticorpo: soro anti-cepa Y incorporado a agarose correspondendo a 28,5 ulfem?.

Fig. 2 — Antigeno: 14yl do extrato soluvel da cepa Sao Fe%ipe (18 mg ptn/ml).
Anticorpo: soro anti-cepa Sdo Felipe a 42,6 ul/cm”.

Fig. 3 — Antigeno: 20uldo extrato solivel da cepa Colombiana (1 2,44 mg ptn/ml).
Anticorpo: soro anti-cepa Colombiana a 14,2 gl/cm?.

Os antigenos foram separados inicialmente de acordo com suas mobilidades ele-
troforéticas ¢ na eletroforese em segunda dimensdo, migraram em dire¢do ao gel interme-
didrio que continha um antissoro heterélogo reagindo com 0s anticorpos ali existentes. Os
antigenos que nfo encontraram anticorpos correspondentes no gel intermedidrio conti-
nuaram migrando até o gel superior onde estava incorporado seu antissoro especifico for-
mando-se ali arcos de precipitacdo cujos antigenos foram entdo considerados particulares

i amostra testada.

Comparando-se os antigenos solliveis da cepa Y com o0s antissoros das cepas 530
Felipe e Colombiana, respectivamente, identificamos no gel intermediario a presenga de
um grande nimero de antigenos comuns as trés cepas. Entretanto no gel superior distin-
guimos oito antigenos particulares a cepa Y quando comparada a Colombiana (Fig. 4) e
cinco quando comparada a Sdo Felipe (Fig. 5).

Nio foi possivel detectar nenhum antigeno particular a cepa S3o Felipe quando
esta foi testada contra o antissoro induzido pela cepa Y, mesmo utilizando-se concentra-
cOes variadas de antissoros incorporados nos geis intermedidrio ¢ superior (Fig. 6). Entre-
tanto observa-se nitidamente a presenca de um arco de precipita¢do no gel superior quan-
do esta cepa foi testada contra o antissoro da cepa Colombiana (Fig. 7).

Quando a cepa Colombiana foi analisada contra os antissoros das cepas Y ou 530
Felipe nfo evidenciamos nenhum arco de precipitacdo no gel superior indicando a inexis-
téncia de antigenos particulares a esta cepa (Figs. 8 ¢ 9).

O resumo destes resultados pode ser observado na Tabela I.

A andlise dos controles por “‘rocket” imunocletroforese nao revelou linhas de
precipitacdo entre os antissoros das diferentes cepas ¢ o meio de cultura ou o so0ro bovino
em diferentes concentragdes, indicando que 0 numero de lavagens dos parasitas foi sufici-
ente para eliminar grande parte dos componentes do meio de cultura.
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Fig. 4 — Antigeno: 13 do extrato solivel da cepa Y (18,98 mg ptn/ml).
Anticorpo: gel intermediidrio com 50710 anti-uezpa (olombiana a 27,7 4licm
com »oro anti-cepa Y a 38.8 Wem”,

2 gel superior

g A Antigeno: 130 do extrato sojuvel da cepa Y (18,96 mg ptn/ml).
A ol o | o R - 2 -
Anticorpo: gel imtermediario com soro anti-cepa S3o Felipe a 38.8/cm”™ e gel superior com
SOTo anti-cepa Y a 38.8 HI;’cmz-

DISCUSSAO

No presente trabalho foi possivel demonstrar diferengas antigénicas entre formas
cpimastigotas de diferentes cepas do 7- cruezi. Estes dados confirmam resultados anteriores
obtidos por Nussenzweig. Deane & Kloetzel (1963), Gonzalez-Cappa & Kagan (1969),
Ketterigde (1975) e Andrade et al (no prelo).

Apesar de termos estudado cepas semelhantes dquelas estudadas por Andrade et
al (no prelo) nossos resultados divergem parcialmente destes autores que, analisando atra-
vés de imunoeletroforese simples as cepas Peruana, Sdo Felipe e Colombiana, verificaram
que estas diferiam quanto ao nimero de linhas e as suas localizagGes porém, ap0s a absor-
cdo dos antissoros com os antigenos heterdlogos, ndo evidenciaram arcos de precipita¢io
particulares. Entretanto os autores nao descartaram a possibilidade de diferengas antige-
nicas pois © método utilizado na absor¢do poderia ter determinado a eliminag@o de alguns
componentes de maneira inespecifica.

Embora tendo sido observadas variacdes entre as cepas estudadas, fica dificil ge-
neralizar este fendomeno. desde que ndo analisamos um nimero significativo de amostras.
Sabe-se também que estas cepas sdo cultivadas em laboratério por um longo periodo de
tempo favorecendo. provavelmente, variagSes do parasita. Corroborando estas hipOteses
Morel et al { 1980) observaram que amostras da cepa Y provenientes de vdrios laboratérios,
apresentavam diferentes perfis de K-DNA. Além disso, Romanha et al {1979) analisando o
padrfo isoenzimdtico destas cepas verificaram que a mesma cepa em perfodos variados de
cultivo pertenciam a zimodemas diferentes.
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-

Fig. 6 - Antigeno: 14 uldo extrato solivel da cepa Sio Felipe (18mg ptn/ml).
Anticorpo: gel intermediario com soro anti-cepa Y a 27.7 yl/em” ¢ gel superjor com Soro
anti-cepa S3o Felipe a 33.3 ¢l/cm?.

Fig. 7 - Antigeno: 14 ul do extrato soluvel da cepa Sao Felipe (18 mg ptn/ml). \
Anticorpo: gel intermediario com sore anti-cepa Colombiana a 27,7 Mliem”™ ¢ gel supenor
com soro anti-S3o Felipe a 47,2 f/cm?.

TABELA

Nuamero de linhas de precipitacdo resultantes da reacdo dos antigenos das cepas Y, Sdo
Felipe e Colombiana do 7. cruzi contra seus antissoros homdélogos por 1EF bidimensional
e linhas particulares observadas por IEF bidimensional com gel intermedidrio contendo

soros heterélogos.

, Antissoro Anti-Y Anti - Sao Felipe Anti-Colombiana
Antigeno
Cepas Migragao
Anddica 32 5% 8~
Y Catodica 3" 3* 3*
S F Anddica 0 24 [ **
o Cat6dica 0 0 0
T
Col Anddica 0 0 22
' Catodica 0 0 0
———le

* Antigenos “particulares” a cepa Y.
** Antigeno “particular” 4 cepa S.F.



ANTIGENOS “PARTICULARES” A CEPAS DO T. CRUZI 65

Fig. 8 — Antigeno: 20 i do extrato soluvel da cepa Colombiana (12,44 mg ptn/ml).
Anticorpo: gel intermedidrio com soro anticepa Y a 38,8 ulfcm” e gel superior com soro
anti-cepa Colombiana a 3,8 ul/ cm?.

Fig. 9 — Antigeno: 20 ul do extrato soluvel da cepa Colombiana (12,44 mg ptn/mi).
Anticorpo: gel intermedidrio com soro anti-cepa Sdo Felipe a 44 4 ,t.ll,h‘:rn2 e gel supernior
com soro anti-cepa Colombiana a 18,8 id/cm”™.

O isolamento destes antigenos particulares poderia contribuir para uma melhor
compreensio das diferencas de comportamentos observadas entre as cepas do 7. cruzi. Os
antissoros produzidos contra estes antigenos talvez permitam o estabelecimento de uma
classificacfo imunol6gica para os tripanosomas americanos. Finalmente, estas diferencas
antigénicas deveriam ser levadas em consideragdo em programas imunoepidemioldgicos e
imunoprofilaticos.

SUMMARY

Soluble extracts of Y, Sdo Felipe and Colombian strains of Trypanosoma cruzi
were analyzed against their homologous and heterologous antisera by crossed immuno-
electrophoresis and crossed immunoelectrophoresis with intermediate gel.

In the homologous system, the results showed 35 precipitin lines for Y strain
(32 anodic, 3 cathodic), 24 precipitin lines for Sio Felipe strain and 22 for Colombian
strain. No cathodic antigen was observed for these last two strains which were consequent-
Iy considered particular to Y strain.

Using crossed immunoelectrophoresis with intermediate gel, 5 antigens particular
to Y were shown when reacted against anti-Sdo Felipe strain and 8 when reacted against
anti-Colombian strain. Sdo Felipe strain had one particular antigen when reacted against
anti-Colombian strain whereas none was observed when reacted against anti-Y strain.
Finally Colombian strain did not show any particular antigen in reaction with anti-Y or
anti-Sio Felipe strains.
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These results indicate that strains belonging to different types (morphobiological
and histopathological characters) also demonstrate important antigenic differences.
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