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RESUMO

Foi feita andlise imunoeletroforética dos extratos antigénicos de trés diferentes
cepas do Trypanosoma cruzi que, pelos seus caracteres morfobiolégicos e histopa-
toldgicos, representam os protdtipos de trés diferentes tipos de cepas: Tipos I
(cepa Peruana), TI (12SF) e III (Colombiana).

A andlise foi feita contra soros hiper-imunes obtidos em coelhos sensibilizados
com 0s mesmos antigencs, de mistura com o Adjuvante de Freund. A anilise de cada
antigeno foi feita contra o antissoro homologo (obtido pela sensibilizacdo com a
mesma cepa) e contra os antissoros heterdélogos. Verificou-se para cada cepa estu-
dada, nitidas diferencas do padrfo imunoeletroforético em relacdo ao numero,
distribuicdo e intensidade das linhas de precipitacio. Os soros anti-Peruana e anti-
12SF quando reagiram com os antigenos heterdlogos mantiveram o mesmo padrio

“gbservado em sua reagio com 6 antigeno homdlogo. O soro anti-Colombiana, en-

tretanto, mostrou padroes diferentes quando reagiu com os antigenos heterdlogos.
Os resultados sugerem que existem componentes comuns nas trés cepas, que di-

* ferem ‘quanto & sua imunogenicidade e que a cepa Colombiana tem, além disto,

componentes proprios, que diferem das demais. Parece interessante a verificacio
de que cepas de diferentes tipos também diferem quanto aos seus componentes
antigénicos.

INTRODUCAO

CDU 593.161.13

Varios estudos tém demonstrado que a com-
posicie: antigénica de extratos de Trypanoscma
cruzi pode diferir de uma cepa para outra7s
101,123 porém estas diferencas antigénicas pa-
recem nao estar relacionadas com a procedén-
cia da cepa ou com o tipo de hospedeiro verte-
brado do qual a mesma foi inicialmente isola-
da 713,

No presente trabalho procuraremos anali-
sar antigenicamente trés cepas do T. cruzi que,
pelo seu comportamento no animal experimen-
tal, apresentam caracteres bastante distintos de
acordo com varios parimetros tais como seus
caracteres morfobiolégicos e histopatolégicos.

Estas cepas sdo: Peruana, 12SF e Colombiana,
as quais serviram também de protdtipo para
a classificacfo feita anteriormente por um dos
Autores, utilizando esses mesmos caracteres 3.4

A~ anslise antigénica foi feita pela dissocia-
cdo imunoeletroforética dos seus diversos com-
ponentes, sendo cada cepa analisada em relacdo
a um soro hiperimune homdélogo e contra so-
ros heterdlogos obtidos em coelhos sensibiliza-
dos pelas diferentes cepas.

Os resultados foram interpretados de ‘acor-
do com o padrao das linhas de precipitacio, ndo
se tendo a preocupacdo de enquedrar as cepas
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nos padrfes imunoldgicos anteriormente esta-
belecidos por outros Autores L1213 em relacéo
4 capacidade de absorver as aglutininas de um
soro padrao.

MATERIAL E METODOS
As cepas cujos antigenos foram estudados

s80 as cepas Peruana (Tipo I) (13), 12 SF (Ti-
po II) (3) e Colombiana (Tipo III) (6), Os

elementos utilizados para a classificacio em ti-

pos, constam de trabalhos anteriores34. Estas
cepas vém sendo’ mantidas através passagens
sucessivas em camundongos, com passagens in-
termedidrias em triatomineos. Foram recente-
mente iscladas em meio de cultura monofési-
co de WARREN 14, ‘

Obtencdo dos antigenos hidrossoliiveis —
As formas de cultivo em meio de Warren, con-
tendo 90 a 95% de epimastigotas foram utili-
zadas para obtencdo do antigeno hidrossohivel
de acordo com a técnica usada por AFCHAIN 1,
sendo lavadas em soluto de Hanks (4 vezes a
2.000 g/15 minutos), congeladas e descongela-
das sucessivamente por 10 vezes, centrifugadas
a 26.000g por 1 hora a 4°C e o sobrenadante sub-
metido a didlise contra dgua destilada por 20
horas a 4°C e a seguir liofilizado. Foi feita a
dosagem proteica de cada antigeno pelo méto-
do de LOWRY & col.? com os seguintes resul-
tados: antigeno de cepa Peruana — 72 mg/ml;
antigeno de cepa 12 SF — 48 mg/ml e antigeno
da cepa Colombiana — 60 mg/ml.

Obtencio dos soros hiperimunes — Para a
obtengdo dos anti-soros, coelhos adultos foram
imunizados com antigenc liofilizado de mistu-
ra com adjuvante de Freund completo; o anti-
geno foi utilizado na proporcio de 2 mg dis-
solvidos em 0,5 ml de salina e acrescentados
de 0,5 ml de sdjuvante de acordo com méto-
do usado por AFCHAIN 1.2, Foram utilizados
dois coelhos para sensibilizagdo com cada an-
tigeno, sendo aplicada uma dose semanal por
via intramuscular, durante 12 semanas. Os so-
ros obtidos foram concentrados apds liofiliza-
¢do em 1/3 do volume inicial.

_Analise imunoeleiroforética — O antigeno
de cada cepa foi analisado contra o antisorc
homdlogo e contra os antissoros heterdlogos,
antes e apds absorcdo com as diferentes cepas.
A absorcdo dos antissoros com os diferentes
antigenos foi feita de acordo com a técnica
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descrita por GONZALEZ CAPPA & KAGAN 7 em
que 1 mg de antigeno € incubado com 0.1 ml de
soro imune por 1 hora a 37°C, por 12 horas a_
4°C e em seguida centrifugado a 800 g por 10,
minutos, usando-se os sobrenadantes para os
testes. '

A imurnoeletroforese foi feita de acordo
com a microtécnica utilizada por AFCHAIN i;
empregando gel de agarose a 1% (35 ml de gel
por lamina de 7,5 X 25), tampdo veronal pH
8,4 e corrente de 20V/lamina durante 2 horas
e meia. Os antigenos foram utilizados em con-
centracles idénticas, de 1 mg/15 microl, e em
volumes de 30 microl;. os antissoros concentra-
dos foram wusados em volumes de 0,3 ml por
lamina.

RESULTADOS

1. Analise de cada antigeno contra o soro hi-
perimune homélogo — A andlise imunoele-
troforética do antigeno de cada cepa, contra o
soro hiperimune obtido em coelho sensibilizado
contra 0 mesmo antigeno, demonstrou a disso-
ciacdo dos componentes antigénicos através de
um numero varidvel de linhas de precipitacéo
observando-se nitidas diferencas na distribuicéo
e na intensidade destas linhas, bem como na
migracéo dos diversos componentes quando fo-
ram comparadas as trés cepas, como pode ser
visto na Fig. 1.

2. Anilise dos diversos antigenos contra os so-
ros hiperimunes heterélogos: (Figs. 2 e 3)

a. A reacdo dos antigenos das cepas 12
SF (Tipo II) e Colombiana (Tipo III)
com o soro anti-Peruana (Tipo I) re-
velou padrido semelhante ao obtido
quando este mesmo antissoro reagiu
com o antigeno de cepa homdloga (Pe-
ruana). '

b. A reacdo dos antigenos das cepas Pe-
ruana e Colombiana contra o soro an-
ti-12 SF (Tipo II) também determinou
um padrio semelhante ao observado
quando este mesmo antissoro reagiu
com a cepa homologa (12 SF).

c.. A andlise dos antigenos das cepas Pe-
ruana e 12 SF contra o soro anti-Colom-
biana (Tipo III) revelou padrdes dife-
rentes aos obtidos com este mesmo an-
tissoro quando reagiu com a cepa ho-



ANDRADE, 8. G.; ANDRADE, V.; ROCHA FILHO, F. I}, & BARRAL NETTO, M Aniilise antigénica de diferentes cepas
do Trypanosema crozd, Rev. Inst. Med. trop. Sfio Paolo 23:245.250, 1981,
A
i
----- -
B

Fip. 1 — Resultado da endlise imunoeletrofordtica do antigeno de

cada cepa em relagho ao antl-soro especifico  (homdlogo): A —

Antigend da cepa Peruana X soro antl-Peruana; B — Antigeno da

cepin 128F X soro antl-128F; ©C — Antigeno da cepa Colombiani
N sorn anti-Colombiani.

mologa (Colombiana). As linhas de pre-
cipitagio foram em menor nimero do
gque as obtidas com o antigeno homd-
logn & houve também diferencas na lo-
calizacio das linhas obtidas.

d. Conclusao: o= soros hiper-imunes anti-
Peruana e anti-125F gquando reagem
com gquaisquer das cepas heterdlogas,
revelam padrao idéntico ao gue se ob-
tém guando cada um destes antissoros
reage com & cepa homdloga (padrao de
antissoro). O antissoro especifico con-
tra a cepa Colombiana (Tipo III) ndo
revela o mesmo padrio quando anali-
sado em relagho hs cepas Peruana (Ti-
po I' e 12 SF (Tipo II).

3. Anilise apos absorcio dos antissoros com
cada antigeno — Os antissoros submetidos a ab-
sorgho com os antigenos das cepas heterdlogas
deram resultados negativos & andlise imunoele-

troforética feita em relago ao seu prdprio an
tigeno,

COMENTARIOS

Cepas do T. cruzi de diferentes tipos guan-
to aos seus caracteres morfobioldgicos e histo-
patoldgicos, apresentaram & ansdlise imunoele-
troforética de seus componentes antigénicos,
padroes diferentes quanto i intensidade e dis-
tribuicio das linhas de precipitagio, bem como
na migracio dos componentes, A Teagao dos
antissoros com antigenos heterdlogos revelou
a presenca de componentes comuns porém do-
tados de diferentes graus de imunogenicidade,
Em relacio s cepas Peruana e 12 SF, pode-se
demonstrar um padrdo de antissoro, fato este
ja assinalado anteriormente em relagio a ou-
traz cepas por GONZALEZ CAPPA & KAGANT
que consideram os diferentes padrdes imuno-
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Fig. 2 -— Resultado das reaghes a andlise imunoeletroforéticon dos

antigenos das tris cepas em relacio n um mesmo anti-soro  (soro

anti-Peruanal, obsarveando-se pedrdes semelhantes com o mesmo

antl-eoro: A — Antigeno de ceps Peruana X soro anti-Perusna;

B — Antigeno de cepa 125F X soro anti-Peruana; © — Antigeno
da cepa Colomblana X sorc antl-Peruana.

eletrofordticos ndo dependentes da cepa usada
para a obtengio do soro Imune, mas da res.
posta do animal imunizado, isto é, de cada soro
em particular. Observou-se entretanto, no pre-
sente trabalho, gue o soro anti-Colombiana apre-
senla diferencas nas linhas de precipitagio a
imunoeletroforese, quando analisado contra os
antigenos heterdlogos: Esta observagio pode
significar gque, além dos componentes comuns,
também existerm componentes antigénicos dife-
rentes. A absorcio dos antissoros, com os di-
ferentes antigenos, determinou a negativacio
das reacoes feitas apds a absorcio, Este fato
fala contra a presence de componentes dife-
rentes, mas nao afasta de todo esta possibili-
dade desde que, 0 meétodo gue foi utilizado pa-
ra a absorgio, poderia ter determinado a sepa-
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raciio pela centrifugacao de alguns dos compo-
nentes, de maneira inespecifica.

MEDINA & CHAVES? conseguiram detec-
tar diferengas & andlise imunoeletroforética en-
tre cepas do T. eruzi isoladas na Venezuela e a
cepa Y, Por este mesmo meétodo, AFCHAIN!
nao conseguiu estabelecer diferencas entre frés
cepas por ele analisadas, as quals, entretanto,
nio foram estudadas comparativamente em re-
lag&o a outros parimetros. Este mesmo Autor
descreven nas cepas gue estudou a existéncia
de um componente de acentuada Imunogeniel.
dade gque chamou de componente 52, O estu
do das cepas Peruana, 12 8F e Colombiana {am-
bém revelou drea de maior concentracao das -
nhas de precipitacio, correspondente ao com-
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Fig. 3 — Andllse doz antigenos doas trés cepas em relagho ao soro

anti-Colomblana; A — Antigeno da ceps Colombiana X soro anti

Colombiana; B — Antipeno da ceps Peruasna X soro  anti-Colom-

bhinnm: © — Antigeno da cepa 125F X soro anti-Colombiana, (Os

padries  Imunoeletroforétioos foram diferentes, nao reproduzindo o
padriio do anti-soro,

ponente 5, embora nio inteiramente superponi-
vels,

O presente trabalho permite demonstrar a
existéneia de diferengas de composigio antigé-
nica enfre cepas gue diferem em relagio a va-
rins outros parimetros. Até que ponto estas di-
ferengas na composicio antigénica podem es-
tar relacionadas com o8 diversos aspectos das
lesfes tissulares e com o tipo de resposta do
hospedeiro, ainda nfo esta esclarecido. O tipo
de lesao que se desenvolve no hospedeiro é, na-
turalmente, o reflexe da interagio hospedeiro-
parasito, Para esta resposta, a imunogenicida-
de parasitaria deve ser importante fator, Como
exemplos desta resposta imunologica, temos os
aspectos observados principalmente na fase oro-
niea da doenga experimental 5 onde tém sido
descritas lestes gparentemente relac’onadas @
deposicdo de complexos imunes como, por
exemplo, 8 necrose arteriolar (arterite necro-

tisante), que € mais fregilente na infecciio pela
cepa Colombiana.

SUMMARY

Antigenic analysis of different strains of
Trypanosoimng Crigl

Clear-cut differences of nuwmber, distribution
and precipitating lines were observed in the im-
munoelectrophoretie pattetrn of three different
strains of Trypanosoma cruzi: Peruvian strain,
125F and Colombian strains. They represented
different types which were grouped separately
gecording to morphologic and histopathologic
criteria Their soluble antigens were used to
obtain hyperimmune sera in rabbits. Each anti-
gen was analysed against either its own anti-
serum or heterologous sera.

Peruvian and 123F strain anti-sera showed
the same immunoelectrophoretic pattern with
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both isologous and heterologous antigens.
However, the anti-Colombian strain serum pre-
sented different patterns when reacting against
its proper antigens and the other antigens.

Results are suggestive that cross reacting
antigens are present in the three strains studi-
ed and that they may show differences in im-
munogenicity. Colombian strain, on the other
hand, has in addition its own antigenic deter-
minants. So, different T, cruzi strains that
differ in so many aspects also present differ-
ences in antigenic composition.
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