/TRYRANOSOMA CRUZI:  RESPOSTA HUMORAL NO INICIO DA INFECCRD EM

- CAUNDENGOS “INBRED"

Tese apresentada ao Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas como um dos
requisitos para obtengao do grau de

Doutor em Ciencias (area de Imunologia).

ORIENTADOR: Prof. Dr. Humberto de Aralijo Rangel

DePARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA

Cavpinas - SAo Pauo
1990



dﬂjé ¢ ELIZABETH MALAGUENO DE SANTANA

Trypanosoma cruzi: resposta humoral

no inicio da infeccdo em camundongos “inbred"

CAMPINAS - SP
1990




Trypanosoma cruzi: vresposta humoral

no inicio da infec¢3o em camundongos “inbred”



C I

A

VALFRIDO,

RICARDO ¢ FERNANDO

pelo apoio e compreensao



1y

AGRADECIMENTOS

R Coordenagio do Curso de Pos-Graduagao em Imunologia é diferentes
setores que compoem o Departamento de Microbiologia e Imunologia pelos !abg
ratorios e recursos fornecidos.

R Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de NTvel Superior (CA-
PES) pela bolsa concedida.

A Universidade Federal de Pernambuco, em particular, aos Departa -

mentos de Medicina Tropical e Patologia pela concessao de afastamento.

Ro Bioterio Central da UNICAMP (CEMIB) e aos seus tecnicos e fun -
cionarios pelo pronto atendimento aos nossos pedidos de camundongos.

Ao Prof. Dr. Humberto de Araljo Rangel pela orientagao e constante
apoio e ensinamentos.

R Profa. Julia K. Sakurada (1.B-UNICAMP) pela Co-orientacgao, dis-
cussao e ensinamentos.

Ao Prof. Marcos G. Costa (1.B-UNICAMP) pela orientagao e ajuda na
realizacao de PFCs e analise critica deste trabalho.

Aos Profs. Irineu B. Camargo, Leonilda Barbosa dos Santos e Paulo

Ferreira de Aratjo (I.B-UNICAMP) pela anilise critica e sugestoes.

Ao Prof. Manoel Ricardo da Costa Carvalho (Dept? de Medicina Soci
al da UFPE) pela analise estatistica dos resultados, ensinamentos e exemplo

de colaboracao profissional.

Ao Prof. José Figueredo da Silva (Dept® de Patologia da UFPE) pela



analise histopatologica.

Aos Profs. Marlene Ueta, Wirla Tamashiro, Marlene Serafim, Ana Maria
Guaraldo, Silvia Gatti (I.B-UNICAMP) pela colaboragio e amizade.

Aos colegas Luciano Montenegro, Nicodemos Pontes e Paulo Miranda por
assumirem minha carga didatica enquanto durou a parte experimental deste tra-

batho.

Aos colegas Paulo P. Andrade e Jose V. Santana pelas inumeras corre-

coes de forma e linguagem na redacdo deste trabalho.
Aos colegas de Pos-Graduacdo em Imunologia pelo apoio e amizade.

Aos funcionarios do Dept® de Microbiologia e Imunologia da UNICAMP ,

D. Amalia, D. Alzira, C&lia e Dirce pela colaboragido tecnica.

A todos os que de alguma ou outra forma colaboraram para a elabora -

cao e exito deste trabalho

MEUS AGRADECIMENTOS



VI

A parte experimental deste trabalho
foi realizada no Departamento de
Microbiologia e Imunologia da UNICAMP

- Campinas, SP.



VIl

RESUMO

Diferentes parametros de resposta humoral foram analisados em camun~
dongos suscetiveis CBA/J, resistentes C57BL/10 e o hibrido resistente (CgyBL/
10 x CBA/J) F1, durante os primeiros 20 dias de infecgao com 100 tripanosso -

mas da cepa Y.

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os titulos de
anticorpos especificos para as formas amastigotas e tripomastigotas. IgGy ,
196Gy, e IgGy, nao diferiram entre as linhagens. Porém, os camundongos CBA/J

apresentaram discreto aumento inicial de IgM.

As formas tripomastigotas isoladas da linhagem suscetivel nao apresen
taram imunoglobulinas do hospedeire na superfiéie do parasito, enquanto estas

foram detectadas nos parasitos de camundongos resistentes.

Todos os soros do 200 dia pos-infecgdo, precipitaram antigenos de Mr
na faixa de 94 a 84 kDa, alem de polipeptideos 50 kDa. Apenas C57BL/10, re-
conhece polipeptidess de Mr 60 kDa. -

Os anticorpos detectados nas tres linhagens, neste periodo, ndo apre

sentaram efeito tripanosomicida na ausencia ou presenca de complemento muri-

no, parecendo nac exercerem fungdo no controle inicial da parasitemia.

A andlise de estimulagdo espontanea de PFC para hemacias de carneiro,
revelou ativagao precoce das celulas esplenicas nos camundongos CBA/J, com

subita depressao a partir do 159 dia. A cingtica de ativacdo policlonal dos

camundongos (Cg7BL/10 x CBA/J) F1 € diferente. A raga Cg7BL/10 atinge o ma-
ximo de ativagdo no 200 dia, enquanto o hibrido F1, apresenta dois picos: um

no 50 e outro no 200 dias apos infeccao.
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A correlagao com os achados histopatologicos do bago das racas es-
tudadas, demonstrou maior dano tecidual e parasitose na raga CBA/J. 0 signi

ficado destes achados e discutido.
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INTRODUGAD

Na natureza os seres vivos se relacionam entre si, de modo a assequ-
rar a continuidade da especie. Nestas interagoes, estabelecem-se associagoes
onde uma das partes obtem mais protecao ou nutrientes a partir de outro orga-
nismo, geralmente mais evoluido. Esta associacao expoliativa unilateral, @

jdentificada como Parasitismo.

De um modo geral, a associacdo & perfeita quando tende para o equi -
1ibrio, garantindo assim a sobrevivencia de ambas as partes. Um parasito nao
pode encurtar a vida do hospedeiro sem prejuizo da sua perpetuagdo como espe-

cie. Para atingir este equilibrio de expcliacao constante, mas, nao lesiva ,

insuficiente para provocar a resposta agressora do hospedeiro, longos perio

t

dos de interacao foram permitindo 5 adaptagao parasito-hospedeiro numa asso

cfagio muito antiga.

11}

A infecgao pelo Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (CHAGAS, 1909)

um exemplo deste fenomeno de interagoes mutuas.

Desde os primeiros trabalhos de CHAGAS (1918, 1924), & conhecido o

carater zoonotico da trypanosomiasis americana. O Trypanosoma cruzi infecta

pelo menos oito ordens diferentes de mamiferos silvestres, que sdo reservato-
rios naturais do parasito. Entre alguns dos diferentes mamiferos hospedeiros
da protozoonose, citados por PEREIRA & BARRETO (1979), estao: morcegos, tatus,

tamanduds, preguicas, macacos, furdes e gambas e mais de 50 especies diferen-
tes de roedores silvestres.

JANSEN (1988) descreve a associagao que se estabelece entre diversas

cepas de T. cruzi e gamba (Didelphis marsupialis), que a autora estima num
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provavel convivio de 70 milhoes de anos. Os gambas infectados experimental
ou naturalmente, eliminaram rapidamente cepas de T. cruzi, virulentas para
camundongos {cepas Y e F1); enquanto convivia com outras cepas menos viru -
lentas, como a cepa F, por um periodo superior a dois anos sem apresentar

qualquer tipo de lesao devida 3 parasitose. Os tripanossomas que se estabe
lecem no gamba, apos algum temﬁo desapareceram da circulacao, porem os ti -

tulos de anticorpos especificos para T. cruzi se mantiveram inalterados.

Analises mais detalhadas, revelaram que os parasitos localizavam -
se nas criptas da glandula anal, onde se multiplicavam na forma de epimas -
tigotas extracelulares e aparentemente, conseguiam se proteger da acao dos

anticorpos do hospedeiro.

0 homem entrou na cadeia epidemiologica recentemente, na medida em
que afastou os insetos vetores dos seus hospedeiros silvestres, naturais, e
apesar de um convivio com o T. cruzi de aproximadamente 2500 anos, ainda nao

estd perfeitamente adaptado (ROTHHAMER, 1985).

No entanto, individuos inseridos diretamente na cadeia epidemiolo -
gica, teriam conseguido estabelecer algum tipo de resistencia natural frente
a infeccdo pelo T. cruzi, como pode ser cbservado em estudos epidemiologicos

realizados entre indios de diferentes regides do Brasil (DEANE, et al.,1963;

DEANE, 1965).

Segundo a OMS (WHO, 1974), as populagoes de areas endemicas  podem
apresentar frente a infecgao, padroes de suscetibilidade diferentes, compon
do tres grupos caracter?sticas; a) individuos que dificilmente se infectam;
b) individuos que adquirem a infeccdo, porem nao apresentam doenca de Chagas

que os leve a obtido e ¢) individuos que adquirem a infecgdao e morrem de Do-

enca de Chagas.

0s individuos do primeiro grupo, seriam completamente resistentes a
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infeccao. O parasito nao conseguiria superar as barreiras naturais do hospe-
deiro sem chegar a parasiti-lo. O0s individuos do segundo grupo, aparentemen-
te consequem desenvolver um equilibrio parasito-hospedeiro harmonico, sem da-
nos entre ambos. O terceiro grupo de individuos, menos numeroso, desenvolve-
ria toda a patologia da Doenca de Chagas, quer seja, por um excesso de respos
ta imune como tem sido proposto, para justificar os fenomenos autoimunes des-
critos por alguns autores (SANTOS-BUCH et al., 1974; TEIXEIRA et al., 1975
KIERSZEMBAUM, 1986 e COUTINHO, 1988) ou pela incapacidade do sistema  imune
de neutralizar fatores lesivos do parasito que dariam origem a reagoes inf}i

matorias exacerbadas, desencadeando uma cascata de lesces tissulares (TAFURI,

1987 e KOBERLE, 1968).

Esta variacio da resistencia, também & observada nos camundongos que
vem sendo utilizados como modelo experimental para o T. cruzi. As diferentes
racas de camundongos desenvolvem um espectro de suscetibilidade que vai des-~
de os animais resistentes que sobrevivem a infec¢ao aguda, eliminando os pa -
rasitos circulantes, até os animais altamente suscetYveis que morrem logo apos

o pico de parasitemia

No modelo murino a infeccdo evolui de acordo com fatores especificos
da cepa do parasito (ANDRADE, 1985; POSTAN, et al., 1983), carga parasitaria
e porta de entrada (CORSINI, 1980 e MURFIN, 1989}, alem de fatores intrinse -
cos ao camundongo, como: idade (CULBERTSON & KESSLER, 1983), sexo (HAUSCHKA,
1974) e sobretudo, a raca do animal (PIZZI, et. al., 1949; TRISCHMANN et. al.,
1978). Estudos realizados por TRISCHMANN, et.al., (1982} , demonstraram atra
vés de cruzamentos entre racas CiH/An suscetivel e C57BL/10 resistente que a
resistencia & um carater dominante, porem, controlado por mais de um gene, co
mo observado atraves de retrocruzamentos dos F2 resistentes com o parental
suscet{vel. Os autores tambem determinaram que o haplotipo H-2K nos camundon

gos suscetiveis, tem alguma importancia na maior mortalidade, porém, nac no
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controle da parasitemia.

Em geral, altas parasitemias sao comumente achadas na fase inicial
da infeccao peto T. cruzi em camundongos suscetiveis, enquanto que as racas
resistentes, controlam a parasitemia sem aparecimento de lesges letais e,
eliminam os parasitos localizados nos tecidos nesta fase (OLIVEIRA, 1982). E
possivel verificar que altas parasitemias nao necessariamente provocam morte
do animal.

Camundongos resistentes, Cg7BL/10 depletados de linfocitos B ou T
(SCOTT, 1981) ou tratados com silica, para alterar o funcionamento das calulas
fagocitarias ou irradiados (TRISCHMANN et al., 1978 e TRISCHMANN, 1986), pre -
viamente a infecgao pelo Tripanossoma, mostraram aumento significativo da para
sitemia, atinginde valores proximos aos alcancados pelos animais suscetiveis.
Estas experiencias confirmaram o envolvimento da resposta imune do hospedeiro

no controle da parasitemia.

Durante a infeccao sao produzidos anticorpos que desempenham impor-
tante papel no controle da parasitose. Este fato ficou bem estabelecido a
partir das experiencias em que camundongos geneticamente selecionados como
maus produtores de anticorpos (camundongos Biozzi), os quais sao suscetiveis a
infeccao pelas cepas Tulahuen e Y, foram protegidos pela administracao passi-

va de soros imunes (KIERSZEMBAUM, 1976).

A transferencia passiva de plasma de camundongos com 28 a 42 dias
de infeccao para camundongos infectados um dia antes, diminuiu nestes Ultimos,

a parasitemia e a mortalidade (Mc HARDY, 1980). Segundo o autor, estes anti

corpos presentes no plasma teriam funcao no periodo pre-patente durante a mul-

tiplicacao do parasito no hospedeiro.

A transferencia passiva de soros obtidos de camundongos resisten -
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tes (C57BL/10 x CBA/J) Fy na fase cronica da infeccao, diminuiu significativa-
mente a mortalidade de camundongos suscetiveis CBA/J, quando realizada uma hora
antes de infectar estes ultimos animais com dose letal de 10% tripomastigotas

da cepa Y {LOUREIRO, 1985).

WIRTH & KIERSZEMBAUM (1987), demonstraram em experiencias "in vitro®
que os soros de fase cronica poderiam tambem agir sobre os tripomastigotas meta-

ciclicos, impedindo sua penetragao em celulas suscetiveis.

TAKEHARA et al. (1981) e SCOTT et al.({1984) demonstraram o envolvimen

to do isGtipo 1gG2 nestes fenomenos de protecao.

0 modo como estes anticorpos exerceriam a fungao protetora ate hoje
nio est3 bem definido, apesar da abundancia de trabalhos abordando a questao(TEI
XEIRA, 1987). O que se conclui @ que, estes anticorpos ter%am funcao opsonizan-
te, participariam em reagoes de citotoxicidade mediada por anticorpos {ADCC), e

seriam 1iticos para formas tripomastigotas.

SCOTT & MOYES (1982) observaram que a opsonizacao de formas tripomas
tigotas com soro de fase cronica facilitavam a depuragdo dos parasitos pelas ce-
lulas fagocitarias esplenicas e hepaticas. Posteriormente, foi demonstrado por
UMEKITA et al. (1988) que a fracdo da IgG destes soros facilitava a depuracao
das formas tripomastigotas sanguicolas atraves da ativagao do C3 do complemento.
Tanto as formas tripomastigotas sanguicolas como metaciclicas eram facilmente

fagocitadas pelos macrofagos estimulados (KIERSZEMBAUM, 1985).

Anticorpos 17ticos foram identificados em soros humanos e de camundon
gos em fase cronica. Estes anticorpos seriam especificos para a superficie das
formas tripomastigotas sanguicolas, a qual se fixariam, ativando o complemento

com conseqliente lise do parasito (KRETTLI et al, 1979).

A transferencia passiva destes anticorpos conferia protecao contra in
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feccao pelo T. cruzi a camundongos suscetiveis (KRETTLI & BRENER, 1976). Es -
te efeito foi conseguido tambem, utilizando anticorpos monoclonais especifi-
cos para a superficie das formas tripomastigotas sanguicolas (HUDSON & GUHL,

1987).

Tem-se observado que estes anticorpos pertencem aos isotipos IgG2,
provavelmente IgG2b (STEPHANI, et.al. 1983; ROMEIRO, et.al. 1984) e que fixa-
riam complemento humano ou de cobaio atraves da via alternativa, visto que,
fragmentos de IgGFab e F(ab)'2 mas nio Fc, promovem a lise (KIPNIS, et.al. ,
1985). Estas imunoglobulinas, pareciam agir sobre a superficie do parasito ,
facilitando a ativacdo da cascata do complemento, de modo similar a acao da

tripsina sobre a superficie das formas tripomastigotas (KIPNIS, et. al1.1987).

0s estudos que analisam a especificidade dos anticorpos 1iticos
nio sio conclusivos. Por exemplo: a experiéncia de MARTINS et al. (1985) su-
gere que estes seriam especificos para antTgenos de Mr 160 e 70 kDa, enquanto
que YOSHIDA (1986} identificou anticorpos 1iticos com especificidade para po-
Yipeptideos de Mr 77, 88 e 82 kDa, utilizando tripomastigotas metaciclicos das

cepas CL e G.

Existem diferentes hipoteses sobre os mecanismos reais envolvidos no
controle da parasitose: se este & exercido atraves de lise do parasito, ou de
opsonizacao e fagocitose ou de ambos, as evidencias ate aqui ndo sao conclusi-
vas.

Todos os trabalhos referidos anteriormente foram realizados com an-
ticorpos produzidos durante a fase cronica por camundongoS que superaram a

fase aguda. Muito pouco se conhece sobre os eventos celulares e humorais

que acontecem na fase aguda, apesar da importancia gque esta tem na evolugao

da infeccao.

Intensa proliferacao celular com ativagdo policlonal de todos 0s
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isotipos, foi observada por MINOPRIO et. al. (1986), utilizando ragas susce-
tiveis de camundongos C3H infectados pelas cepas Y ou Cl, assim como, aumento
progressivo de celulas produtoras de IgM e IgG especificas para T. cruzi da
cepa Brasil (TARLETON et. al.,1983). Do inicio da infeccdo ate o 129 dia,
haveria intensa estimulacao da populacao de celulas T - auxiliadoras para

posteriormente serem reguladas pelas celulas T - supressoras ate a fase cro -

nica (TARLETON & SCOTT, 1987).

0 controle exagerado exercido pelas celulas supressoras se refleti-
ria na imunosupressao descrita por LALONDE et. al. (1985); CORSINI & COSTA _
(1981)e TARLETON e KUHN (1985), apos os primeiros dias de infecgao.

A nivel sérico, foi possivel verificar cinética semelhante de produ
cao de anticorpos (SCOTT et. al.,1984), estes autores observaram que havia uma
produgdo inicial de IgM até a 3a. semana apos infeccdo e que os niveis de iso
tipos de IgG aumentaram progressivamente, até atingir valores maximos na 6a.
semana.

TRISCHMANN (1986) sugere a existencia de um controle precoce da pro
1iferacao parasitaria, que seria efetivo durante as duas primeiras semanas de
infeccdo, parecendo depender parcialmente de linfocitos T mais ndo de celu -
las NK ou interferon. Segundo o autor, este controle precoce & decisivo, os
fenomenos que possam ocorrer mais tarde, teriam menor importancia no contro-

te da infeccdo, sendo inutil nesta fase, tentar estabelecer algum mecanismo.

Frente a estes questionamentos ainda sem resposta, propusemos estu-
dar a fase aguda inicial, comecando por uma analise da resposta humoral, ten-
tando correlacionar com anticorpos de importancia no controle das formas tri-
pomastigotas bem estudadas na fase cronica. Assim como, estabelecer uma com-
paraciao das respostas iniciais entre as racas suscetiveis CBA/J, resistentes

C57BL/10 e o hibrido de ambos (C57BL/10 x CBA/J) Fy de maior resistencia que

o parental resistente.



08

MATERIAL E METODOS

PARASITAS

Formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi da cepa Y {(PERREIRA DA

SILVA e NUSSENZWEIG, 1953), vem sendo mantidas no laboratorio desde 1970, por
infecgao semanal em camundongos swiss de trés meses de idade, através de ino-

culagbes intraperitoneais de 10° formas sangliicolas.

Para os propositos deste trabalho, os parasitas foram adaptados por
passagens sucessivas semanais em camundongos CBA, utilizando como inoculo in-

fectante, formas tripomastigotas na concentragao de 10%. Estes parasitas fo-

ram utilizados tanto para a infecgao experimental, como fonte de antigeno.

AIMALS

Foram utilizados camundongos machos de 3 meses de idade das linha-
gens CBA/J (CBA), C57BL/10 (C57), swiss e (C57BL/10 x CBA/J) F1 (F1), proveni-
entes do Biotério Central da UNICAMP. Durante as experiencias foram alimenta-

dos com rac3o para biotérios e agua "ad libitum".

INFECEAD EXPERIMENTAL DE CAMUNDONGOS

Camundongos das diferentes linhagens em estudo, foram infectados pela

inoculacao intraperitoneal de 100 formas tripomastigotas da cepa Y.
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DETERMINACAO DA PARASITEMIA

0 nimero de parasitas foi determinado segundo TRISCHMANN et al.

(1980). O sangue de camundongos infectados era misturado numa diluigao de

1:10 com cloreto de amonio 0,87%, a fim de lisar as hemacias. O numero de

parasitas vivos era contado em camara de Neubauer e expressas em numero de

parasitas/mL de sangue.

UBTENCAO DE COMPLEMENTO

a)

b)

c)

Complemento de cobaio - Cinqllenta cobaios normais foram sangra-
dos atraves de puncdo cardiaca. A separacao dos soros foi
realizada individualmente em banho de gelo. Em seguida, fez-se
um "pool” de soros que, foi separado em aliquotas e mantido em
freezer a-70 C. Previamente ao uso, o soro era absorvido com
papa de hemacias, para eliminar os anticorpos heterofilos. Estas
aliguotas de soros foram utilizadas como fonte de complemento,

para realizar a técnica de PFC direta.

Complemento de camundongos - Seguindo as instrucoes de KLAUSS
et., al. (1979), foi obtido um "pool" de soros de camundongos F]
normais sangrades individualmente. Toda a operacao de separagao

foi realizada a-4 C.

Complemento humano - Soros obtidos de individuos normais, es -
tudantes e funcionarios da UNICAMP, foram separados em aliquotas

de 0,2mL e mantidos ate o momento de uso a-70 C.
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OBTENCAO DE SOROS DE ANIMAIS INFECTADOS DURANTE 0S PRIMEIROS 20 DIAS DE IN -
FECGAO:  SORO DE FASE AGUDA INICIAL (F.A.i.)

Grupos de 50 camundongos das ragas em estudo, foram infectados com
100 tripomastigotas. Os animais foram sangrados pela veia cava superior nos
dias 0, 5, 10 e 20 apos a infecgdo. A comprovacgio da parasitemia foi reali -

zada no 99 dia, em animais escolhidos ao acaso nos diferentes grupos.

Os soros foram separados a 5 C, e novamente centrifugados a 1040 g
por 15 minutos, a fim de eliminar uma possTvel contaminagao por tripomastigo -

tas. Prévio ao uso, o0s soros foram incubados a 56 C durante 30 minutos.

UBTENGAO DE SORO IMUNE DE FASE CRONICA (S.C.)

Dois grupos de animais de ambos os sexos, de linhagem  hibrida
{C57BL/10 x CBA/J) F1, foram inoculados com 100 parasitas. A parasitemia foi
controlada a partir do 99 dia. Apas 42 dias, contados do infcio da inocula -
¢ao, os animais foram sangrados e, o soro separado conforme condicoes descri -

tas acima para F.A.i. Antes do uso, o soro foi incubado a 56 C.

ISOLAMENTO DE FORMAS TRIPOMASTIGOTAS

Camundongos infectados foram sangrados pelo plexo braguial. 0 sangue

colhido com heparina (20 U/mL), foi diluido 1:2 em meio de Hanks e depositado
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na superficie de igual volume de Hypaque (diatrizoato de sodio, Wintrop labs.)
ja diluido a uma concentragio de 10% em Hanks. 0 gradiente assim formade, era
rapidamente centrifugado a 192 g a 4 C durante 25 minutos.

0 sobrenadante foi aspirado totalmente, evitando-se ressuspender a
interfase rica em leucocitos. Diluia-se o sobrenadante 1:3 em meio de Hanks,a
fim de diminuir a viscosidade ¢ favorecer a sedimentagao dos tripanossomas,
quando centrifugados a 1700 g por 20 min. a 4 C. As lavagens subsegllentes fo
ram realizadas com Hanks adicionado de soro bovino fetal 1%. 0 rendimento

obtido com este metodo € de aproximadamente 63%, com uma baixa contaminacao de
leucocitos e plaquetas. |
Dependendo das necessidades de uso, o soro bovino fetal era substi-

tuido por BSA ou, simplesmente retirado.

Os tripomastigotas assim obtidos, foram utilizados nas experiencias
de lise, imunofluorescencia direta, imunoprecipitacao e virulencia apds trata-

mento com soros S.A.

REACOES DE IMUNOFLUORESCENCIA

PREPARA?E\O DE ANTIGENOS

Formas tripomastigotas - isoladas, foram submetidas a tratamentos
especificos conforme a necessidade:

a) Tripomastigotas formolados: A suspensido de parasitas foi fixa-

da e tratada segundo indicagoes de CAMARGD (1966);

b) Tripomastigotas vivos: Os parasitas foram lavados com PBS adici-
onado de soro bovino fetal 5% e azida sodica 0.2%, quando neces

saria.
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Formas amastigotas: Foram isoladas a partir de culturas de celulas
HeLa mantidas em meio RPMI 1640 (Flow Lab.) contendo 10% de soro fetal bovi-
no a 37 C em atmosfera Umida com 5% de C0p. Apds 7 dias de incubacio, as
formas amastigotas foram separadas por gradiente de hypaque 10%, lavadas com
meio Hanks e posteriormente, formolizadas com salina fosfatada 0,01 M pH 7,2

contendo 2% de formaldeido.

REAg‘iES DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

As formas tripomastigotas foram isoladas de camundongo, separadas em
gradiente de hypaque e protegidas com azida sodica 0,2%. As lavagens  foram
realizadas com meio de Hanks sem soro bovino fetal. Aliquotas de 50 uL con-
tendo aproximadamente 10° tripomastigotas, foram incubadas com igual  volume
de soro de coelho anti-Imunoglobulina de camundongo FITC, durante 40 minutos
a 37 C. 0 conjugado ndo ligado, foi lavado duas vezes com PBS e a fluorescén

cia observada em microscopio de luz ultravioleta (u.v.) com aumento de 40 x.
REAQEES DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Os diferentes soros F,A.i, foram titulados sequndo a técnica de
CAMARGO (1966). Como antigenos foram utilizadas preparacdes formolizadas

de tripomastigotas e amastigotas fixadas na lamina.

Os soros imunes de coelho dirigides contra os diferentes isotipos de

imunoglobulinas de camundongo, foram gentilmente cedidos pela Dra. J. Sakura-

da.
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Como conjugado, foi utilizado IgG de carneiro anti Ig de coelho

FITC, diluido 1:30.

IMUNOFLUORESCENCIA COM TRIPQMASTIGOTAS VIVOS

Os testes de Imunofluorescencia com tripomastigotas vivos foram

realizados segundo as instrugoes de KRETTLI et. al. (1979).

Suspensodes de 10° tripomastigotas sangtifcolas, foram incubadas
com soros F.A.1, durante 30 minutos a 37 C em banho maria. Apos este tempo,
os parasitas foram lavados duas vezes ém tampao PBS - BSA 1% - azida 0.2% a
1732gx 15 min. e ressuspenssos a metade do volume inicial. Incubados a 4 C
durante 2 horas com soro de carneiro anti-lg de camundongo FITC dilufdo 1:30.
Apos retirada do excesso de conjugado, mediante lavagens, a suspensdo de pa -
rasitas foi examinada ao microscopio U.V. com aumento de 400 x. Como contro-

le de qualidade da reagao, foi utilizado sempre um soro cronico na  diluigdo

de 1:50.
Reacao De ELISA

Antigeno: Suspensoes salinas de tripomastigotas de cultura ( 7
x 107 formas/mL) foram lisadas por congelamento e descongelamento e, poste -
riormente, submetidas a ultra-som com uma frequencia de 40 watts durante tres

horas e meia. 0 material assim solubilizado, foi separado por ceﬁtrifugagﬁo

(12.100 g por 30 min.).

Sensibilizacao das placas: 0 antigeno foi incubado na concentra

gao de 3 g por pogo, em placas de microaglutinagao de fundo chato (Petecil)
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durante 18 h a 4 C.

A técnica de ELISA descrita por VOLLER et. al. {1976) foi modifi-

cada e adaptada as condigoes do laboratorio, conforme descrigao abaixo:

- lavagens das placas com PBSCT {PBS + 1% caseina e 0,05% tween)

durante trés vezes para retirar o excesso de antTgeno;
- bloqueio com PBSCT por 2 h a temperatura ambiente;
- lavagem ura vez com PBSCT;

- incubagao com as diluigoes dos soros (100 L) durante 1 h e la -

vadas 5 vezes com PBSCT;

- incubagao com soro de coelho a - Ig de camundongo - conjugado a
peroxidase, diluido 1:100 (100 y, L) durante 1 h a 37 C e lavadas
com PBSCT;

- a reagao foi revelada pela adigao de 100 ;L do cromogeno o-phe-
nilendiamina (Sigma) na concentragao de 300 ug/mL, em tampdo ci

trato 0,1 M, pH 5,0 suplementado com 0,1% do substrato peroxido

de hidrogenio.

A reagao enzimatica foi interrompida apds 15 min com 10y L de

acido sulfurico 4 M,

A absorvancia foi determinada a 488 nm num "micro ELISA Reader
{BIORAD), estabelecendo como padrac de positividade duas vezes o desvio pa-
drao da media obtida de determinages de 4 "pools" de soros de camundongos

swiss normais.

0s niveis de anticorpos foram expressados como titulo.
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Uma vez marcados, os parasitas foram lavados duas vezes em solugao
de Hanks por centrifugacao a 1732 g por 20 min a 4 C 1lisados por incubagao
de 10 min a 37 C com uma mistura contendo N-P40 (Nonidet P-40, Sigma) 1%
(v/v), 40 mM de Tris-HCI pH 7,5 e inibidores de proteases PMSF 1 mM  (Fenil
meiilsulfonilfluoreto, Sigma) e TLCk 1 mM (N-tosil-L-lisilclorometilcetona ,
Sigma).

Os lisados foram centrifugados a 4.340 g por 30 min. a4 C e os

sobrenadantes estocados a - 70 C até o momento de uso.

c) Imunoprecipitacao

Realizada segundo a tecnica descrita por ZINGALES et. al., (1982).
A um mililitro dos lisados iodinados, descritos acima, foram adicionados 100

M L de Staphylococcus aureus. Esta mistura foi incubada por 15 min a tem-

peratura ambiente com agitagao esporadica, centrifugada a 4340 g por 30 min

a4 cC.

0 sobrenadante pre-clareado, foi dividido em alTquotas equivalen -
tes a 5 x 107 parasitas e incubados em aliquotas iguais dos soros S.A. em
estudo, durante 120 min a 4 C com agitagdo ocasional. Apds este tempo, foi

adicionado a mistura, volume igual de Staphylococcus aureus, reincubando-se

a temperatura ambiente durante 30 minutos com agitacao esporadica.

Os complexos assim formados, foram lavados duas vezes em tampao 10
mM Tris-HC1 pH 7,5 com EDTA 1 mM e NaCl 0,3 M e, uma vez com Tampao Tris-HCI

7,5 adicionado de NaCl 0,3 M e 0,1% de SDS (Sodium dodecilsulfato, Sigma) e
0,05% de N-P40 por centrifugacao a 4340 g por 30 min a 4 C.

0s imunoprecipitados foram ressuspensos em 50 ulL de tampao amos-
tra indicado por 'TAKACS (1979): 10 mM Tris-HC] pH 6,8,1% de 2-Mercaptoetanol
(Sigma), glicerol 20%, SDS 1%, e 0.01% de azul de bromofenol e incubados a
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DETEO'CZD DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICORPOS ANTI-HEMACIAS DE CARNEIRO (PFC -

DIRETAS)

Grupos de 60 camundongos CBA e 25 de cada uma das outras ragas,

foram infectados experimentalmente da maneira usual.

Nos dias 5, 10, 15 e 20 apos a inoculagao, grupos de cinco destes
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os bagos retirados, ma-
cerados em homogeinizador, lavados tres vezes com meio MEM+SBF 1%, sendo pro-
cessado em seguida a modificacao para lamina da tecnica de PFC de Jerne ( DRES

SER et al., 1973). Foram utilizadas diluicoes celulares de 1:2 e 1:4.

Apos fixacao com PBS contendo 4% de formol, as placas de hemolise,

foram contadas e os resultados submetidos a analise estatIstica.

Utilizou-se como controles, grupos de 5 animais normais, para ca-

-da grupo de animais experimentais.

ESTUDO HISTOPATOLOGICO DOS BAGDS DOS CAMUNDONGOS INFECTADOS

Os bagos de dois camundongos infectados com 100 formas tripomasti-
gotas, eram retirados 48 horas apos infecgdo e a cada cinco dias. Estes orgdos
eram pesados e fixados em Bouin e/ou Formol tamponado a 4%. Cortes de 5u de

espessura foram corados com hematoxilina-eosina.

Os experimentos foram realizados em duplicata, em ocasioes diferen

tes e, todos os cortes foram analisados simultaneamente pelo mesmo patologista.



16

DETERMNAQRO DE PROTEINAS

0 teor proteico dos antigenos soluveis utilizados foi dosado pela te

cnica de Folin Ciocalteau modificada por Hartree (1972), adotando como padrao

albumina bovina (Sigma).

REACOES DE IMUNOPRECIPITAGAO COM LISADOS DE TRIPOMASTIGOTAS

Foi realizada segundo método descrito por ZINGALES et. al. (1982).

A tecnica compreende varias etapas:
a) Preparagao do antigeno

Formas tripomastigotas foram obtidas de camundongos swiss imunos-
suprimidos com Ciclofosfamida (Enduxan, Pravaz), na dosagem de 200 mg/kg de
peso, inoculados 24 h depois com 10 % formas tripomastigotas e, sangrados por
decapitacaono pico da parasitemia 79 dia.

0 isolamento das formas tripomastigotas foi realizado da maneira

usual com hypaque 10%.

b) Iodinagao das proteinas de superficie dos tripomastiqotas
As proteinas de membrana dos parasitas foram ligadas a I'*! se
gundo as indicagoes de FRAKER et. al. (1978). Em tubos recobertos com 20ug de
Iodogen (1, 3, 4, 6 tetracloro 3, 6 difenil glicouril)(Sigma), foram adiciona -
dos tripomastigotas na concentragao de 2 a 5 x 107 e 0,5 ml de solugao de
Hanks contendo 500 wuCi de NaI'®*! (IPEN, Sao Paulo). Essa mistura foi incuba -

da por 10 min a 4 C, apos verificagao da viabilidade dos parasitas.
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100 C por 3 min.

Este material foi analisado por eletroforese em gel de poliacrila-

mida 10% contendo 1% de SDS.

d) Analise dos imunoprecipitados

Aliquotas de 20u L dos imunoprecipitados foram analisadas por gel
de Poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%. Utilizando Acrilamida e bisacrilamida
(Canalco inc.), persulfato de amonio (Biorad Lab), Temed (Sigma) e SDS (SGf

dio-Dodecyl Sulfato), segundo a tecnica descrita por LAEMLI (1970).

As corridas eletroforeticas foram realizadas a 100 volts a tempe -

ratura ambiente por 6 h.

Como padroes de peso molecular, foram usadas na concentragao de
2 yg: miosina “MIOS" 205 kDa(Sigma): Soroalbumina bovina “BSA" 68KDa; da-
deias pesadas "IgGH" 50kDa e cadeias leves "IgGL" 21 kDa de IgG2 monoclonal
(obtidas pela Dra. W. M. Tamashiro); ovoalbuminé "OVA" 43 KDa (Sigma) e Mio-
globina "MIO" 16 kDa (cedido pelo Departamento de Bioquimica da UNICAMP).

0s geis foram corados com Coomasie brilliant blue (Biorad) a 0,25%.

As autoradiografias foram feitas com filme Sakura para raios X, uti
lizando-se como intensificador o EKRAN (Kodak). 0 tempo de exposigao variou

entre 5 a 7 dias - 70 C, dependendo do antigeno iodinizado.

0s pesos moleculares das bandas das proteinas marcadas foram esti -
mados tomando como referencia as bandas dos padroes nos geis corados pelo

Coomasie blue.

e) Obtencao de Staphylococcus aureus

Foram utilizados estafilococos da Cepa Cowan I, mortos e fixados pe
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lo calor segundo as indicagoes de Kessler (1975) na concentragao de 10% em
PBS 0.15 M, pH 7,2. Este material foi gentilmente cedido pela Prof® M. S.
Gatti do Departamento de Microbiologia e Imunologia da UNICAMP.

PESQUISA DE ANTICORPOS LITICOS NOS SOROS F.A.i.

Para este proposito, foram realizadas reacoes de lise mediadas por
Complemento. Utilizaram-se tripomastigotas isolados no pico da parasitemia a
partir de camundongos swiss imunossuprimidos. Os tripomastigotas isolados, fo-

ram tratados segundo as instrucoes de KRETTLI et. al. (1979).

Diluicoes seriadas de soros F.A.i., em aliquotas de 500y L, foram
incubadas com suspensoes de parasitas contendo 6 x 107 tripomastigotas durante
30 min a 37 C. As amostras foram centrifugadas uma vez a 1732 g durante 15 min
para retirar o excesso de anticorpos e, ressuspensas em tampao Hanks contendo
5% de FCS. Posteriormente, foram divididas em aliquotas de 50u L. As ali-
quotas foram fncubadas com volumes iguais de soro normal humano (HC) ou de ca -
mundongo da raga F1 (CF1) como fonte de Complemento. Outras aliquotas foram
incubadas com os mesmos soros normais, porem, previamente inativados a 56 C por
30 min (Ci).

Apos incubagao durante 1 h a 37 C, foi realizada a contagem dos pa-
rasitas vivos presentes nas diferentes amostras. Esta contagem, foi realizada
em hemocitometro de Neubauer e para efetuar o calculo de percentual de lise,uti

lizou-se a formula padronizada por KRETTLI & BRENER (1982).

NO de parasitos (CH ou CF1) . 4q9
NQ de parasitos (CHi ou CF1i)

% de lise = 100 -
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Entre as incubagoes, os tripomastigotas foram mantidos em gelo, in-

clusive, na hora da contagem.

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados, foi realizada atraves dos tes-
tes nao parametricos: Prova de Kruskal-Wallis para analise entre as tres ra -
cas e a Prova "U" de Mann Whitney para analise entre duas variaveis  (SIEGEL,

1975).

As diferengas foram consideradas significativas se p < 0,05.



21

RESULTADOS

PARASITEMIA E MORTALIDADE DE CAMUNDONGOS INOCULADOS COM 100 FORMAS TRIPOMASTI-
GOTAS

A parasitemia e mortalidade dos camundongos CBA, C57 e F1, experi-

mentalmente infectados, foi controlada durante os primeiros 20 dias.

Os resultados encontram-se resumidos na TABELA 1.

TABELA I

Parasitemia e mortalidade das ragas CBA/J, C57BL/10 e
(C578L/10 x CBA/J) F1 infectadas com 100 tripomastigotas

RAGA PARASI MORTALI DADE
¢ Dia do pico TEMIANQ parasitas* ** 200 dia (%)

CBA 10,2 + 0,6 5,4 + 0,2 98

€57 10,8 + 0,3 4,9 + 0,3 10

F1 10,5 + 0,5 50 + 0,2 0

* log 10 do n? de parasitas no dia de maxima parasitemia (dia do pico)/ml

** (valores medios de 7 animais/grupo)

Pela TABELA I, pode-se observar que na infecgao produzida pela ino
culagao de 100 formas tripomastigotas os camundongos C57 e os hibridos F1,

apresentaram parasitemias maximas no 109 dia, enquanto que os camundongos CBA,
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apresentam duas vezes mais parasitas que os animais resistentes no dia do pico.
0s Tndices de mortalidade entre estes animais mostraram-se signitivamente di-
ferentes. Os camundongos CBA suscetiveis a cepay sofrem 98% de mortalidade
ate o 209 dia de infecgao, enquanto que os camundongos C57 e F1 mais resisten-

tes, apresentavam ndices de mortalidade de 10% e 0% respectivamente.

Agﬁo BIOLOGICA DE TRIPOMASTIGOTAS SANGUICOLAS ISOLADOS PELO HYPAQUE: CAPACIDA-
DE INFECTANTE

Frente a necessidade de trabalhar com tripomastigotas livres de ce-
lulas do hospedeiro, padronizamos a tecnica de gradiente em hypaque. Uma vez
isolados, tormou-se necessario verificar se estes parasitas nao teriam sido mo

dificados durante o processo de isolamento. Com esse proposito, 15 camundon-

gos CBA foram inoculados com 100 tripomastigotas isolados por hypaque e 7 ou
tros camundongos CBA foram inoculados com 100 tripomastigotas sanglicolas nao
isolados. As parasitemias foram acompanhadas nos dois grupos e os resultados

podem ser observados na FIGURA 1.

0s valores medios das parasitemias nao diferem em ambos 0s grupos
ao longo dos dias estudados. Pode-se constatar que nao ha diferencas entre os

tripomas tigotas devido ao processo de separagao.

PESQUISA DE IMUNOGLOBULINAS ADSORVIDAS NA SUPERFICIE DE TRIPOMASTIGOTAS 1SOLA-
DOS DE CAMUNDONGOS CBA/J E (C57BL/10x CBA/J) FI

Para verificar se os parasitas recuperados do sangue das diferen -
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tes racas, apresentavam anticorpos aderidos a sua superficie, como ja havia si
do descrito para cepa Y isolada de camundongos swiss, realizou-se reagoes de
Imunofluorescencia direta com os tripomastigotas isolados de camundongos CBA,

Fl e C57 no 79, 82 e 99 dia apos infeccao com 105 parasitas.

Em cada experimento, tripomastigotas isolados de camundongos swiss

infectados com a mesma carga parasitaria, serviram de controles.

0s resultados referentes a este experimento, estao apresentados na
TABELA II. Pode-se observar que os tripomastigotas isolados de CBA nao apre -
sentaram imunoglobulinas ate o dia 99 apos infecgao diferentemente dos parasi-
tas isolados de camundongos F1, que apresentaram imunoglobulinas a partir do
89 dia. Todos os parasitas provenientes de camundongos swiss, apresentaram

imunoglobulinas a partir do 79 dia:

A partir destes dados, utilizamos tripomastigotas provenientes de

camundongos CBA/J para os trabalhos subseqlientes.

TABELA II

Reacao de Imunofluorescencia direta com tripomastigotas

recem-isolados de camundongos

DIA APDS RAGA DE CAMUNDONGO

INFECGAO (BA F1 Swiss
7 negativo negativo positivo
8 negativo positivo positivo

9 negativo positivo positivo




Log 10 n2 parasitas /mi/ sangue

7o 8 & 1o 11 12 13 14
Dias apos infecgdo

Fig. 1 - Curva de parasitemia em camundongos CBA

infectados com 100 formas tripomastigotas isolados

em Hypaque ( m ) e sem tratamento prévio (e ).
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CINETICA DA PRODUCAO DE ANTICORPOS PARA ANTIGENOS DE SUPERFICIE DO T.CRUZI NOS

soros F.A.i.

Sendo os antigenos de superficie dos parasitas, os primeiros imunﬁ
genos a entrarem em contato com o hospedeiro, fomos pesquisar a produgao de
anticorpo e seus isotipo nas ragas suscetiveis e resistentes em estudo, para

as formas tripomastigotas e amastigotas.

Utilizamos para este estudo, a reagdo de imunofluorescencia indire

ta.

[SOT1POS DE IMUNOGLOBULINAS ANTI-TRIPOMASTIGOTAS

Os resultados encontram-se resumidos na FIGURA 2 e apresentam 0
perfil de producao de IgM e subclasses de IgG. Observa-se um rapido aumento
de IgM em todas as ragas de camundongos a partir do 50 dia. A mesma dinami-
ca de producdo & observada com os isotipos IgG2 a partir do 109 dia pos infec-
cao.

No 50 dia, os camundongos CBA apresentam todos os isotipos ligei -

ramente superiores as outras ragas, exceto nos niveis de IgGl,

A cinética de producao de IgGl e IgG2b & mais homogenea entre CBA,

c57 e F1, embora os niveis de IgG] mantem-se relativamente baixos quando compa

rados com os outros 1sdtipos produzidos nesta fase.
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Fig. 2 - Niveis dos diferentes isotipos de anticorpos anti-tripomastigotas du
rante a fase aguda inicial. Reacao de imunofluorescencia indireta.

“Log. 2 do inverso da diluicao dos soros.
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[SOTIPOS DE IMUNOGLOBULINAS ANTI-AMASTIGOTAS PRESENTES EM SOROS DE FASE AGUDA

INICIAL (F.A.i).

A FIGURA 3 mostra o perfil de produgao de anticorpos anti-amasti-
gotas nos soros colhidos em diferentes dias da infeccao dos camundongos CBA,
€57 e F1. Nao se observa diferencas entre os titulos de anticorpos produ -
zidos, de modo que no 209 dia apos infeccao, todos os animais apresentam ti -
tulos muito parecidos de IgG 2b, IgG 2a e IgM. A subclasse IgGl, a semelhan
¢a dos anticorpos dirigidos para tripomastigotas, se apresenta em niveis bai-

xos e e produzida com uma cinetica diferente daquela apresentada pela IgG2.

0s niveis de IgM nas diferentes ragas de camundongos, aumentaram
significativamente ate o 150 dia apos infecgao enquanto que IgG2a sofre  au-

mento significativo a partir do 100 dia.
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Fig. 3 - Niveis dos diferentes isotipos de anticorpos anti-amastigotas duran-
te a fase aguda inicial. Reagao de imunofluorescencia indireta.

* Log 2 do inverso da diluigao dos soros.



29

NiVEIS TOTAIS DE ANTICORPOS PARA LISADOS DE TRIPOMASTIGOTAS E AMASTIGOTAS

A fIGURA 4A, mostra o padrio de resposta entre as ragas CBA, C57

e o hibrido Fj a antigenos de T. cruzi nos primeiros 20 dias da infecgao.

Observou-se pequena diferenca no padrao de resposta entre as ra-
cas suscetiveis e resistentes. Os soros de camundongos CBA n3o infectados,
(dia 0), apresentaram nTveis de anticorpos especificos superiores em rela -
¢do as outras linhagens. Observeu-se rapido aumento dos titulos no 59 dia
apos infecgao e, a partir do 100 dia, a produgao de anticorpos aumentou mais
lentamente. No 209 dia, nao foram observadas diferencas entre os niveis de
anficorpo produzidos pelas ragas CBA ou C57 ou F1. Nos camundongos C57 as-
sim como no hibrido F1, observou-se um aumento constante dos teores de anti-

corpos especificos até o 209 dia apos infecgao.

NIVEIS TOTAIS DE ANTICORPO PARA ANTIGENOS DE SUPERFICIE

. A presenga de anticorpos foi medida atraves de reagoes de Imuno -
fluorescencia indireta utilizando antigenos de cultura. Nao foram observa-

das diferencas significativas entre os tTtulos de anticorpos produzidos pe -
las racas em estudo (FIGURA 4b).

A raca CBA apresentou nfveis de anticorpos naturais para antigenos

de superficie das formas tripomastigotas de 1:4 enquanto que, C57 e F1 s0
apresentaram titulos de 1:2.

No 209 dia,,C57 e F1 atingiram os titulos de anticorpos de 1:256,
enquanto CBA parecia seguir uma cinética de produgao de anticofpos ligeira -

mente diferente.
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tripomastigotas,
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B Reagao de Imunofluorescencia indireta
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REATIVIDADE DOS SOROS F.A.1, CONTRA FRA(;(”)ES ANTIGENICAS DE SUPERFICIE DAS

FORMAS TRIPOMASTIGOTAS

A reatividade dos soros de fase aguda inicial(F.A.i.),foi anali-
sada atraves de Imunoprecipitacao de antTgenos de superficie de formas tri-
pomastigotas sangliicola marcadas com NaI'®!, com proteina A de S. aureus ,de
modo a evidenciar a especificidade dos anticorpos do tipo IgG. Observou-se
reacao apenas com os soros coletados 20 dias apos infeccao (FIGURA 7). Os
soros das 3 racas de camundongos, precipitaram uma ampla gama de determinqg

tes antigenicos de Mr compreendidos entre 92 e 84 kDa, formando areas radio

tivas pouco definidas.

0 material precipitado, parecia ser maior nos soros de camundon -
gos CBA e F1. Todos os soros do 209 dia, precipitam polipeptideos de Mr
aproximado de 50 kDa.

0s soros de camundongos C57 reagiram fracamente com polipeptideos

de Mr 84 kDa, mas reconheceram antigenos de 60 kDa.

0s soros de camundongos normais e os coletados 5, 10 e 15 dias

apos infecgao, nao precipitaram os antigenos de tripomastigotas.



Fig. 7 - Autoradiograma de antigeos de for -
mas tripomastigotas de T. cruzi mrcados com
NaI!?! (a) imunoprecipitados peles soros F.
A.i. colhidos nos dias 59, 109, 150 e 209.
Foram anal isados os soros de camndongos: CBA
(1); Cg7 (2) e F1 (3).

32
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PROPRIEDADES DOS ANTICORPOS PRODUZIDOS AO LONGO DA FASE INICIAL DA INFECGAO

a) Efeito sobre a parasitemia e mortalidade

Para verificar o efeito de anticorpos sobre a viabilidade dos

parasitas, realizou-se a experiencia abaixo:

Aliquotas de suspensao contendo 200 formas tripomastigotas vi-
vas foram adicionadas em partes iguais com soros de fase aguda
inicial, proveniente de CBA e Cg7. Incubando-se durante 30 mi-
nutos a 37 C. Apdos este periodo, fragoes de 100 p L da mistura
foram inoculadas em 10 grupos de 5 camundongos/grupo e em um

grupo controle contituido de 5 animais.

Na TABELA II1 acham-se os resultados deste experimento, cujos

valores medios das parasitemias estido expressados em Log 10.



TABELA III

Parasitemia e mortalidade em camundongos CBA inoculados

com T. cruzi tratados com soros F. A. i.

34

Tripomas tigotas PARASITEMIA MAXIMA Mortalidade *
(tratamento) dia do pico - NO parasitas (%)
Hanks 10,1 + 0,7 5,6 + 0,4 80
Soros
F.A.i. CBA
dia 0 10,2 + 0,6 5,4 + 0,3 60
5 10,0 + 0,7 5,4 + 0,8 70
10 10,0 + 0,0 5,9 + 0,1 50
15 9,2 + 0,2 54 + 0,2 50
20 10,1 + 0,4 5,7 + 0,2 59
Soros
F.A.i. C57
dia 0 10,7 + 0,8 5,8 + 0,4 60
5 10,0 + 0,5 56 + 0,6 70
10 10,1 + 0,4 5,7 + 0,3 47
15 10,0 + 0,0 5,7 + 0,3 50
20 10,1 + 0,6 5,4 + 0,7 25

* Mortalidade no 149 dia apos infecgao.

0s dados da TABELA III mostram que nao houve diferengas nos gru -

pos nem entre os grupos, no percentual de mortalidade e aparecimento

pico de parasitemia.

do
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b) Pesquisa de anticorpos anti-Tripomastigotas vivos em soros

F.A.i.

Conhecendo a importancia que se atribui aos anticorpos que rea-
gem com tripomastigotas vivos, na defesa do hospedeiro, fomos pesquisar nos
sofos dos animais em estudo o aparecimento destes anticorpos ao 1longo dos
primeiros 20 dias de infeccao. Utilizamos para isto, a tecnica descrita por

KRETTLI, et. al. (1982).

Na TABELA IV, & possivel observar que, a produgao de anticorpos
anti - Tripomastigotas vivos podem ser detectados a partir do 100 dia no hi -
brido F1 e a partir do 150 dia apos inoculagao, nos camundongos C57 e CBA.

No 209 dia, nao ha diferencas entre as linhagens.

TABELA IV

Reacoes de Imunofluorescencia com tripomastigotas vivos

Soros DIAS APDS INFECGARO
Fase dguda 0 5 10 15 20
inicial

Titulo de anticorpos*

CBA <1 <1 <1 6
C57 <1 <1 <1 5
F1 <1 <1 2 5

* 0s resultados estao expressos como Log 2 do inverso da dilui-
cao do soro.
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c) Efeito 1itico de soros de Fase aguda inicial (F.A.i.) e Comple -

mento murino ou humano

A fim de verificar a capacidade 17tica dos anticorpos detectados
nos soros F.A.i., no sistema murino, foram utilizados "pool" de soros normais
de camundongos CBA (SNCBA), C57 (SNC57) e F1 (SNF1), como fonte de complemen-
to e incubados com parasitas previamente tratados com soros de fase croni -
ca (SC) e soros F.A.i. Tambem foi utilizado um "pool" de soros normais huma
nos como fonte de complemento, para compara-lo a efetividade 17tica do comple

mento de camundongo.

0s resultados, valores medios de sete experiencias, com partidas

diferentes de complemento e soros S.C. e F.A.i. encontram-se na TABELA V.

Utilizando soro humano como fonte de complemento, pode-se obser-
var que todos os soros F.A.i. apresentam percentuais de lise muito proximos

a soro S.C. (soro litico ).

Utilizando soro S.C. e diferentes fontes de complemento, pode-se
verificar que o soro normal de camundongo F1, possuem a melhor capacidade 17-

tica (57%). Valor bem menor que aquele obtido com soro humano.

Com soros de camundongos do 209 dia de infecgao e seus correspon
dentes soros normais, os percentuais 17ticos sao muito deficientes: 32% para

as racas resistentes e 6% para a raga suscetivel CBA.
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TABELA V

LISE DE FORMAS TRIPOMASTIGOTAS MEDIADA POR COMPLEMENTO DE

DIFERENTES ORIGENS E SOROS DE FASE AGUDA INICIAL (F.A.i.)

FONTE DE COMPLEMENTO

S 0RO S SNH SNFj SNCgy SNCBA
. % de Lise
SC 89,5 57,0 19,5 28,0
F.A.i.*
CBA-20 73,2 n.r n.r 6,0
€57-20 65,0 n.r 32,0 n.r
F1-20 66,0 32,0 n.r n.r

n.r = nao realizado
S.C. = soro de fase cronica (controle positivo)
F.A.i. = soros de fase aguda inicial, coletados no 209 dia apOs infecgao.
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EFEITO DA CAPACIDADE LITICA DOS SOROS F.A.i. NA INFETIVIDADE

Pesquisou-se, a seqguir, se os anticorpos presentes nos soros F.A.i.
do 150 dia fixavam complemento murino lisando tripomastigotas. Para isto,100 )
formas tripomastigotas incubadas previamente com soros do 159 dia apds in -

feccao e complemento de Fy, foram inoculados em camundongos suscetiveis CBA

(2 horas).

A parasitemia assim como a mortalidade destes animais, foram obser

vados durante 20 dias.

Como controle, suspensoes identicas de parasitas foram incubados

com os soros F.A.i. e Complemento de F} aquecido a 56 C por 30" (FyCi).

Na TABELA VI & possivel observar que os diferentes soros nao afe -
taram a evolucdo da parasitemia nem a mortalidade independentemente da pre -
senca do Complemento.

Nao foram observadas diferengas significativas nas parasitemias en
tre os grupos, indicando que o tratamento nao exerceu efeito nas formas tri-
pomastigotas.

0 dia da parasitemia maxima e igual a seus respectivos controles
em que as formas tripomastigotas foram tratadas com Complemento de Fy inati

vado a 56 C.



TABELA VI

Parasitemia de camundongos CBA infectados com 100 formas

tripomastigotas tratados previamente com soros F.A.1. e complemento murino

Tratamento PARASITEMIA , Mortalidade
dia do pico NO de parasitas** (%)
Hanks+C 10,0 + 0,8 5,5 + 0,5 70
*CBA15+C 11,1 + 0,4 5,0 + 0,5 60
CBA 15+Ci 11,8 + 0,4 51 + 0,6 58
C57 15+4C 11,8 + 0,4 4,8 + 0,4 50
€57 15+Ci 11,6 + 0,5 4,9 + 0,6 60
F1 15+C 11,5 + 0,5 4,9 + 0,4 60
F1 15+Ci 11,6 + 0,5 4,5 + 0,3 63

soro fresco de Fl

Complemento utilizado
 #Soro coletado no 159 dia de infeccao
** L og 10 do n? de parasitas/mL no pico de parasitemia

Ci = Soro de F1 normal incubado 30 min a 569
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EFEITO DA INFECCAO NA PRODUGAO ESPONTANEA DE ANTICORPOS ANTI-HEMA-

CIAS DE CARNEIRO

Este efeito foi analisado atraves da quantificacdao de ceélulas pro-
dutoras de anticorpos (PFC diretas) nos bagos das tres ragas de camundongos
em estudo. Os animais nao sofreram outro estimulo que a infeccao pelo T.

cruzi nas condigoes ja padronizadas.

A TABELA VII compara as PFC entre as ragas,considerando os valores

em numeros de PFC por baco de animal e os valores referidos a 10% celulas es

plenicas.

0s camundongos CBA sofreram aumento significativo de PFC em rela -

cdo aos controles (CBAc) desde o 50 até o 150 dia.

0s camundongos Cs57» so apresentaram aumento significativo de PFC /
bago e PFC/10® a partir do 150 dia, enquanto que os camundongos F1, embora
apresentem aumento significativo de PFC em relagdo aos controles desde o 50
dia, sofrem uma diminuicao do numero de celulas a partir do 100dia, para no
vamente aumentar subitamente no 200 dia.

A FIGURA 5 mostra estes resultados em relacao a 10° células es -

plenicas.

A comparacao da esplenomegalia sofrida pelos camundongos e o0 nu-
mero de células viaveis ao longo dos 20 dias, entre as ragas, pode ser
observada na FIGURA 6. As racas CBA e F1 sofrem um aumento do nimero de ce

lulas viaveis e do peso do bago, parametro indicativo de esplenomegalia, a

partir do 50 dia. A esplenomegalia estabiliza-se a partir do 109 dia em

ambas as ragas.

0s camundongos C57, sofreram aumento gradual de peso conjuntamente

com o numero de celulas viaveis ate o 209 dia.
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ESTUDO HISTOPATOLOGICO DOS BACOS

a) ANIMAIS CONTROLES

0 estudo histopatologico de seccoes transversais ou 1ongitudi¥
nais de bagos de animais nao infectados das ragas CBA, C57 e F1, revelou as-
pectos semelhantes (FIGURAS 8,9 e 10)..A polpa vermelha apresentou-se modera-
damente congesta, com focos eritropoieticos esparsos, mais evidentes nas
areas subcapsulares e peritrabeculares. Os foliculos linfaticos aparentemen
te maiores nos animais CBA (FIGURA 10) e com atividade fagocitaria expressa
pela presenca de "corpos tintos". As bainhas linfocitarias periarteriolares

(BLPA) parecem similares nos tres grupos estudados.

b) ANIMAIS INFECTADOS

Nos animais infectados, apdos 48 horas de infeccao, observa-se au
mento moderado do componente linfoide do bago caracterizado pelo alargamento
dos foliculos linfaticos e das BLPAS. Nos animais de cepa CBA, acentuam-se
os centros germinativos intrafoliculares e a atividade fagocitaria parece
aumentada (FIGURA 11). A partir dos cinco dias apos infecgdo, a celularida -
de mostra-se progressivamente maior tanto na polpa vermelha quanto na bran -
ca. 0s centros germinativos exibem intensa atividade mitotica (FIGURA 12 ).
As areas de eritropoiese se ampliam significativamente (FIGURAS 13, 14 e 15).
A presenca de formas amastigotas de T. cruzi, foram defectadas nos bagos da

raca CBA a partir do 100 dia de infecgao. O parasitismo limitou-se a macro -

fagos da polpa vermelha, associando-se freqllentemente, a focos de necrose (FI
GURA 16). Eventualmente, celulas parasitadas foram observadas em focos de

eritropoiese (FIGURA 17). No 15¢ dia, amastigotas se encontravam livres no
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intersticio da polpa vermelha (FIGURA 18) e areas de necrose eram muito evi
dentes. Nenhum parasitismo foi observado no 209 dia. Neste estagio, a hi-
percelularidade esplenica era semelhante nas tres racas estudadas.

Apenas a raga C57 foi examinada no 309 dia de infecgao, surpre-
endendo-se mitoses, tanto nos centros germinativos (FIGURA 20) como na pol-

pa vermelha.



Fig. 8 - C57 controle. Foliculos bem individualizados. Bainha

linfocitaria periarteriolar evidente. (HE 138 x).

Fig. 9 - F1 controle. FolTculos 1infoides com atividade fagoci-

taria em centro germinativo. Foco hematopoietico na polpa ver-

melha (HE 138 x).
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Fig. 10 - CBA controle. Folfculos linfoides com centros gerninais

grandes (HE, 138 x).

Fig. 11 - CBA, 48 h de infeccdo. Atividade fagocitaria centro-

folicular intensa (HE, 277 x).
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Fig. 12 - CBA, 10 dias de infecgao. Atividade mitotica muito

intensa em centros germinais foliculares (HE, 554 X).

Fig. 13 - CBA, 10 dias de infeccao. Eritropoiese acentuad:s na
polpa vermelha (HE, 554 x).
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Fig. 14 - CBA, 10 dias de infecgdo. Parasitismo eém macrofages da

polpa vermelha. RAreas de necrose (HE, 554 x).

Fig. 15 - CBA, 10 dias de infecgdo. Macrofagos parasitados proxi-

mo ao foco de eritropoiese (HE, 554 x).
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Fig. 16 - CBA, 15 dias de infeccao. Intenso parasitismo na polpa ver

melha com presenca de amastigotas livres (HE, 554 x).

Fig. 17 - CBA, 15 dias de infeccdo. Areas de extensa necrose ( HE,
277 x).
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Fig. 18 - €57, 20 dias de infeccao. Hipercelularidade da polpa

melha por aumento da eritropoiese (HE, 277 x).

Fig. 19 - F1, 20 dias de infecgao. Aspectos semelhantes a Fig.
(HE, 277 x).

18
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Fig. 20 - C57, 30 dias de infecgao.

germinativo folicular (HE, 554 x).

Numerosas mitoses em centro

52
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DISCUSSAO

Os fenomenos que ocorrem na fase agudada infecgdo pelo T. cruzi, sdo
decisivos na evolugdo da fase cronica. Durante a fase aguda inicial, existem
fatores controlando a proliferacao dos parasitos, os quais seriam determinantes
na resistencia das diferentes ragas a infeccao e envolveriam respostas  imunes

do hospedeiro (TRISCHMANN, 1986).

0 comprometimento precoce da resposta celular e humoral a0  T.cruzi
pode ser observado atraves da ativagdo de celulas T-helper especificas  para
antigenos de T. cruzi, detectada no bago de camundongos resistentes antes da
ocorrencia do pico de parasitemia (TARLETON e SCOTT, 1987), No entanto, niao
ha evidencias em favor da produgao de anticorpos que efetivamente exercam con-
trole da parasitemia e/ou mortalidade nesta fase, embora seja bem conhecida a
capacidade protetora opsonizante e tripanolitica dos anticorpos produzidos na

fase cronica (KRETTLI e BRENER, 1982; HUDSON a BUHL, 1987 e UMEKITA et al. ,
1988). '

Com o intuito de analisar o aparecimento da resposta imune espechi
ca inicial e seu possivel papel na evolucao da infeccaoc, foi realizado estudo
comparativo entre as respostas imunes das ragas suscetivel (CBA) e resistentes
(C57) e o. hibrido (Fy). Para isto, utilizou-se um inoculo de 100 formas tri-
pomastigotas equivalentes a 2 LD5p para a raga mais suscetivel (SAKURADA, co -

municacao pessoal), a fim de provocar infecgao moderada, porem suficiente pa-

ra distinguir padrdes definidos de resisténcia entre as racas em estudo ( COR-
SINI et al., 1980).

0s camundongos hibridos Fy apresentaram-se mais resistentes que

seus parentais, nao tendo-se observado mortalidade até o 209 dia de infecgao,
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enquanto que nos CBA e Cg7, foi verificado 100% e 10% de mortalidade respecti
vamente. A parasitemia maxima dos camundongos CBA foi tres vezes superior

as encontradas nos C57 e Fy, observando-se pico de parasitemia entre 0 99 e
109 dia para os animais suscetIveis e entre o 100 e 110 dia para os resisten-

tes (TABELA1).

Foi possTvel observar que nac ha uma estreita correlagao entre morta-
lidade dos animais suscetIveis e as parasitemias por estes apresentadas. £
provavel, que a mortalidade observada, seja conseqllencia de danos tissulares
irreversiveis provocades nas duas primeiras semanas de infeccdo, os quais nao
sio reflexos da carga parasitaria circulante e sim da carga parasitaria tis-
sular (TRISCHMANN et al., 1980). Nesse sentido, verificamos que guanto mais
elevada a mortalidade, maior o dano tissular observado nos bagos de camundon-

gos CBA (Fig. 14}.

A escolha do hibrido F1, deveu-se ao fato de que varios trabalhos rea

1izados no nosso laboratorio utilizandc estes animais, mostraram que quando

infectados com 100 formas tripomastigotas, os camundongos F} superam a fase
aguda, e apos o 200 dia sofrem regressao das lesoes histologicas do bago (OLI
VEIRA, 1982; CORSINI et al., 1980). Na 6a. semana os camundongos Fy produ -
zem anticorpos que passivamente protegem os animais CBA de um desafio de 10°
formas tripomastigotas (GAVINO, 1985; LOUREIRO, 1985)., Desta forma, o hibri-
do Fy & um modelo experimental conveniente para estudar o aparecimento dos
anticorpos capazes de exercer o efeito protetor detectado na 6a. semana de
infecgao.

Para obter tripomastigotas sangufcolas livres de c€lulas do hospedei
ro, foi padronizada técnica de isolamento, a partir do sangue circulante, uti
lizando Hypaque a 10%, que apesar de produzir um rendimento medio de  63%,

permitiu obter parasitos livres de plaguetas e com baixa contaminagao de leu-
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cocitos, aleém de manter infectividade e viabilidade igual as formas tripomas

tigotas sem tratamento previo (Figura 1}.

A pesquisa de imunoglubulinas adsorvidas a superficie de tripomasti-
gotas isolados das ragas CBA e Fy formeceu dados interessantes, pois os para
sitos provenientes de camundongos CBA no pico da parasitemia nao apresenta -
ram imunoglobulinas do hospedeiro na sua superficie. Por outro lado, nos
F1 a partir do 89 dia de infeccao, foi possivel isolar parasitos recobertos
por imunoglobulinas facilmente detectaveis através de imunofiuorescencia di?

reta {TABELA 2).

A presenca de imunoglobulinas de camundongos na superficie de formas
tripomastigotas da cepa CL, foi descrita inicialmente por KLOETZEL & DEANE
(1977} e posteriormente, na cepa CL e Y por KRETTLI et al., (1979), atribuin
do-se a estas moléculas qualidade 1Ttica, pois elas seriam capazes de ativar
complemento, provocando a lise do parasito. Apenas a cepa Y era suscetivel
a lise por estas imunoglobulinas, enquanto, a cepa CL possuiréa mecanismo de
fabulagao atraves de proteases que quebraria a imunoglobulina em fragmentos
nao fixadores de complemento, permitindo a ctfculacdo destas no hospedeiro

(KRETTLI et al., 1980).

0s resultados obtides com os camundongos CBA, permitem levantar al-
gumas hipdteses: os animais nao  produziriam anticorpos suficientemente
avidos para circular ligados ao parasito ou em quantidade suficientes para
ser detectados durante o periodo de observagao; alternativamente, o camundon
qgo suscetTvel poderia selecionar clones que possuissem mecanismos de escape

mais eficientes (proteases), impedindo que os anticorpos especificos para a

superficie do parasito pudessem se fixar, evitando assim o controle da pafa-

sitemia exercido pelos anticorpos.

Nao foi possivel isolar T. cruzi a partir de camundongos Cgy» O que

proporcionaria maiores subsidios para o raciocTnio, por se tratar de raca de
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resistencia conhecida.

Independentemente dos fatores que possam ter provocadc o fenomeno des
crito acima, fol possivel trabalhar com tripomastigotas livres de celulas e
de imunoglobulinas do hospedeiro, sem precisar imunosuprimir os animais for -

necedores de parasitos.

0s niveis de anticorpos séricos contra as formas tripomastigotas e
amastigotas produzidos pelas tres racas de camundongos foram avaliados atra-
ves de imunofluorescancia indireta com antigenos formolizados e ELISA. 0s
resultados mostraram que as diferentes ragas apresentaram niveis crescentes
de anticorpos especificos a partir do 50 dia de infecgao com predominio de
IgM. A partir do 159 dia observou-se produgac semelhante dos isotipos 1gG2a,
1gG2b e IgM (Figs. 2 e 3)}.

A producao de IgGl foi deficiente para ambas formas evolutivas do

parasito em todos os animais estudados.

Em geral, nao foram achadas diferengas entre ragas com relacao a cing

tica de produgdo de isotipos contra as formas sanglifcolas e teciduais de T.

cruzi nos primeiros vinte dias de infecgao. Porem, em estudos realizados por

BRITTO (1987}, nas mesmas condicGes experimentais, em fase mais tardia da in-
fecgao, foi constatado que apos o 289 dia, a produgao de imunoglobulina  nos

camindongos CBA diminuiu significativamente, enquanto que os animais C57 e F1

permaneciam produzindo quantidades crescentes de anticorpos. Estes resulta

o

dos confirmam as observacoes de SCOTT & GOSS-SAMPSON (1984), que analisaram

resposta das ragas CBAT® T°e C57BL/J infectados com 100 formas tripomastigo
tas da cépa ¥, atrav%s da reacBo de ELISA, utilizands epimastigotas como Bn =
tigeno. Nesta analise, onde deve=se considerar a maior antigenicidade das
formas epimastigotas (ZWEERINK et al., 1985; ARADJO et al., 1984), foi obser-

vada cinetica similar com predominic da produgdo de IgM ate o 210 dia, com



57

niveis crescentes de IgG2a e niveis baixos de IgGl e IgG3. A partir do 289

dia o isotipo mais abundante foi IgG2a.

A anilise da especificidade dos anticorpos detectados por imunofiuo-
rescéncia e ELISA nos soros F.A.i., revelou que estes anticorpos  reconhecem
poucos determinantes antigénicos da superficie das formas tripomastigotas san
guicolas. Polipeptideos na faixa de Mr 92 a 84 kDa foram reconhecidos por to-
dos os soros a partir do 260 dia. Apenas os soros dos camundcngos €57, reco-
nheceram um polipeptideo de Mr 60 kDa, e demonstraram uma concentracao baixa
de anticorpos contra os outros polipeptideos, apesar de ter sido descrito es-
te polipeptideo de 60 kDa, por GRUGL e KUHN (1985);0s autores nao verifica -

ram sua possivel fungdo biologica.

0 padrdo de imunoprecipitacdo apresentado pelos soros dos camundon -
gos CBA e C57, sugere a presenca de concentracoes maiores de anticorpos de
b#ixa especificidade,produzidas provaveimente durante a intensa estimulagao
de células produtoras de anticorpos que ocorre nos primeiros 5 dias de infec-
cao (TABELA VII) nestes camundongos. O mesmo padrao de precipitagao foi
observado por BRITTO (1987) em todas as ragas estudadas. Apenas verificando-
se maior intensidade nas bandas com o transcorrer da infeccao, sendo mais in-

tensas nos camundohgos C57.

TAKEHARA et al. ({1989), tambem observaram que um numero reduzido de
antigenos de tripomastigotas sanguicolas, foi reconhecido pelos soros de ca -
mundongos A/Sn com 20 dias de infeccdo e que as bandas so se intensificam com
o transcorrer da infeccdo, denotando aumento da quantidade de anticorpos sem
haver respostas a novos determinantes antigenicos.

0Os antYgenos 52 kDa e 85 kDa; segundo ZWEERINK et al. (1985), care-

ceriam de significado como resposta imune, visto que foram reconhecidos  por

soros de camundongos C3H normais. YOSHIDA (1986), verificou que os soros de
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baixa atividade 17tica reconheciam componentes de Mr 52 kDa das formas tripomas

tigotas. Por outro lado, atraves de reacoes de ELISA, constatou-se que os ca-

mundongos suscetiveis CBA normais, possuem anticorpos contra as formas tripomas

tigotas e amastigotas.

0 perfil autoradiografico da superficie das formas tripomastigotas,nao
revelou os polipeptideos de Mr 160 kDa presentes segundo MARTINS et al. (1985),
exclusivamente nas formas tripomastigotas e contra os quais se formariam anti-
corpos 17ticos protetores. Esta diferenca pode ser atribuida a utilizagao de
procedimentos experimentais diferentes que segundo SCHECHTER e NOGUEIRA (1988}

modificam o perfi} antigenico obtido.

Foi possivel observar desta serie de experiencias que os soros, obti -
dos na fase aguda inicial, possuem IgG especificos para antTgenos de superficie
de formas tripomastigotas, aos quais tem-se atribuido papel na protecao. Estes
antigenos foram identificados como polipeptideos de Mr 90 kDa (SNARY, 1983) ,
82, 80 e 72 kDa (YOSHIDA, 1986). No entanto, os camundongos suscetiveis tam-
bem apresentam esteé‘anticorpos em concentragoes semelhantes aquelas encontra -

das nos animais mais resistentes, o hibrido Fy.

Dados anteriores mestfaram que existe relagao entre o numero de para -
sitos inoculados e o dia da parasitemia maxima (dia do pico de parasitemia)
(LOUREIRO, 1985). Deste modo, & possivel inferir-se o numero de parasitos via
veis presentes num inoculo através de determinagao do dia do pico. Nas experi-
encias em que estudamos o efeito dos soros de fase aguda inicial sobre as for -
mas tripomastigotas sangufcolas atraves da incubacao destas, com os soros de

diferentes dias de infeccao, ndo observamos qualquer diferenga no numero de pa-

rasitos, nem na virulencia dos tripomastigotas assim tratédos. indicando que os
anticorpos presentes nos soros dos camundongos, apesar de conter a partir do
150 dia nTveis semelhantes de IgM e IgG2a e lgG2b, estes nao estariam em gquan -

tidades suficientes, ou nao teriam as propriedades dos soros protetores.
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0s soros protetores de fase cronica tém apresentado duas propriedades big
logicas distintas e fmportantes no controle dos parasitos: a) proprie&ades-opgg
nizaﬁtes (SCOTT e MOYES, 1982; KIERSZEMBAUM et al., 1985)que dependem do fragmen
to Fc da IgG e de C3 (MOTA e UMEKITA, 1989 e UMEKITA et al., 1988); b) proprie -
dades 17ticas: os anticorpos liticos descritos por KRETTLI et al. (1979), ativa-
dores de complemento atraves da via alternativa (KIPNIS et al., 1985) aos quais
atribuem-se participagao decisiva na protecdo (STEPHANI et al., 1983), 1igando -
se diretamente com a superficie de formas tripomastigotas vivas (KRETTLI e BRE -

NER, 1982).

Tanto os anticorpos opsonizantes como 0S 17ticos tem sido observados por
TAKEHARA et al. (1989) a partir do 150 dia apos infeccdo, aumentando gradativa -
mente as concentracdo com o tempoe. O interessante, e que foram observados em
camundongos A/Sn altamente suscetTveis, utilizando soro humano como fonte de com

plemento (MOTA & UMEKITA, 1989 e UMEKITA et al., 1988).

Nossos resultados nao evidenciaram qualquer efeito 17tico significativo nas
formas tripomastigotas tratadas com soros F.A.i. do 150 dia que apresentévam an -
ticorpos anti tripomastigotas vivos (TABELA IV), embora fossem tomadas todas as
precaugoes no sentido de evitar consumo das fracoes do complemento ou o0 fenome -

no de “capping" (SCHMUNIZ et al., 1978).

Os ensaios no sentido de realizar reagoes "in vitro" de lise de tripomasti-
gotas seguindo a tecnica descrita por KRETTLI et al. (1982), utilizando soro mu-
rino (F1) como fonte de complemento, e soros F.A.i., nao tiveram sucesso devi -
do a ausencia de lise e excessiva aglutinagao dos parasitos. Esta dificuldade
foi comentada por GONZALES-CAPPA et al. (1979), os autores uytilizaram cepa Tu -
lahuen de T. cruzi e soro imune de 60 dias de infecgfo e complemento de camundon«

do.

Experiencias preliminares foram realizadas para escolher a  fonte de

Complemento murino utilizando soros do 209 dia e soro cronico (TABELA V). A
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P
maiorreficiéncia pafa provocar lise com 05 SOros padroes, assim como a quanlida
de thrida, nos indicou os soros de camundongos Fj. Como pode ser cbservado, 0
Complemento de camundongos nio @ tao eficiente para provocar lise como o Comple

mento humano. KRETTLI et al.(1979), obtiveram apenas 50% das lises que obti -

nham com Complemento humano ao utilizarem Complemento de camundongo.

Nosso interesse em verificar a capacidade 1itica de anticorpoﬁ de fase
aguda, utilizando Complemento murino se baseia nos trabathos de SASSI et al.
(1987), que descrevem a presenca de inibidores do componente terminal (5-C7 no
soro de camundongos e, os trabalhos de KLAUSS et al. (1979}, que demonstraram
que o Complemento de ;amundongos @ ativado pelos isotipos 1gG2 pela via classi-
ca, enquanto que IgM nao ativa o Sistema Complemento, porem pode competir pelos
sTtios de fixagao com IgG2. Nossos resultados expressos na TABELA VI, sugerem
que os anticorpos anti¥tripemastigotas. na presenca de complemento homologo na
fase inicial da infeccdo ndo exercem efeito significativo nos tripomastigotas
sanguicolas, talvez, pelas concentragoes de IgM presente nesta fase, competin-
do pelo sitio de fixagao com as I1gG2 tambem presentes nos soros F.A.i. de 150
e 200 dia.

A discrepancia observada nos camundongos CBA os quais, apesar de apre-

sentarem anticorpos anti-tripomastigotas viaveis no soro, nao fixam anticorpos

na superficie dos tripomastigotas circuiantes; pode apenas ser entendida se as-

sumirmos que se trata de anticorpos diferentes com a mesma especificidade, po

rem produzidos em tempos diferentes: a) anticorpos de produgac mais precoce

presentes nos camundongos Fj resistentes que se fixam na superficie dos tripo

mastigotas circulantes, facilitariam atraves de opsonizagao ou lise, o contro
le da parasitemia; b) anticorpos de producdio mais tardia produzidos tanto por

camundongos suscetiveis e resistentes, os quais na fase aguda nao exerceriam

nenhum efeito significativo sobre as formas tripomastigotas (TABELA IV e VI}.
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As primeiras observagoes sobre a presenca de anticorpos contra hema-

cias de carneiro em soro de individuos chagasicos, foram feitos por LELCHUCK,
et al. (1970). A incubagao destes soros com formas evolutivas de T. cruzi,
absqrveram parcialmente estes anticorpos, indicando a presenca de anticorpos
hetergfilos durante a infecgdo, possivelmente, como resultado de estimulagao

policlonal produzida pela infeccao pelo T. cruzi.

CORSINI & COSTA (1981a e b) demonstraram que era possivel reproduzir
a ativagao policlonal em camundongos suscetiveis Balb/c, mediante a inocula -
cao de extratos soluveis de formas tripomastigotas da cepa Y, sugerindo que ©

parasito teria um efeito mitogenico sobre as celulas formadoras de anticorpos,

CUNNINGHAM, et al. (1981), obtiveram resultados semelhantes, utilizan
do outros extratos antigenicos de T. cruzi. Estes autores, sugeriram que a
ativagao policlonal poderia estar relacionada com a maior suscetibilidade ao

parasito em algumas racas.

Em nossos experimentos, houve a preocupagdo de estudar nos camundon -
gos CBA, C57 e F1 infectados, livres de imunizagdes prévias, a produgao espon-
tinea de células produtoras de anticorpos IgM para hemacias de carneiro, atra-

vés de PFC diretas (TABELA VII).

Foi observado um aumento significativo das PFC nos bagos de camundon-
gos CBA e F1, a partir do 50 dia de infeccao, enquanto que, os camundongos con
siderados resistentes {raca C57), sofreram um aumento mais gradativo para atin
gir o maximo no 209 dia apos infecgao. Nos camundongos CBA, esta ativagao di-
minuiu a partir do 100 dia e, os poucos animais sobreviventes ate o 200 dia
apBs infeccdo, demonstraram um baixo nlmero de PFC. As células dos bagos dos
camundongos F1, também sofreram uma diminuigdo no numero de unidades celula -
res formadoras de anticorpos, porém, a partir do 200 dia pos infecgdo, 530

estimulados violentamente e, o nimero de PFC aumenta a niveis proximos 20s
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atingidos pelos camundongos €57, parecendo sofrer dois tipos de ativagao po -

liclonal: uma inicial “tipo CBA" e outra mais lenta "tipo C57".

Nossos resultados diferem daqueles encontrados por CUNNINGHAM et.al.
(1981). Estes autores observaram nos camundongos C57 ativacao crescente de
PFC a partir do 100 dia até o 210 dia apos infecgao e, depois do 219 dia até
o 1209 dia de infeccao os niveis de PFC mantem-se elevados. Estes valores,
s30 20 vezes maiores que os atingidos pelos camundongos normais controles, en
quanto que os camundongos suscetiveis C3H(He) demonstraram uma atividade an-
ticorpica muito deficiente até o 150 dia apds infeccdo, ocasido em que  se
observou um rapido aumento . Variaveis como: raca dos camundongos, inoculo e

cépa do parasito, deverao ser considerados para compreender esta divergencia.

Nossos resultados sugerem que os animais suscetiveis possuem popula-
¢oes de células mais facilmente estimuldveis que as populagoes resistentes,
embora estes uUltimos estejam visivelmente estimulados em torno do 109 dia de

infeccao (Fig. 5, TABELA VII).

Experiencias anteriores, realizadas em animais CBA infectados com o
mesmo inoculo no coxim plantar, demonstraram aumento significativo da celula-
ridade dos linfonodos (BALESTIERI, 1985). Por outro lado, trabalhos mais re-
centes de MINOPRIO, et..al. (1986. a ) demonstraram ativacao policlonal nas
células provenientes de linfonodos de camundongos C3H e C57 infectados com

cépa CL, equivalentes as observadas nos bagos dos mesmos animais.

Estudos realizados pelo grupo do Instituto Pasteur (D' IMPERIO E LIMA,
et. al. 1986; MINOPRIO, et. al. 1986a; MINOPRIO, et.al. 1986b) sobre ativagao
policlonal em camundongos C3H/HeJ infectados com cépa CL de T. cruzi, demons -
traram que, estes desenvolveram PFC aumentadas a partir do 20 dia de infecgao.
A anilise dos isdtipos de Imunoglobulinas mostrou que houve aumento de 100 ve

zes no niimero de células produtoras de 1gG1, IgG2a e IgG2b. Também foi pos -
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sivel, observar aumento das populagoes celulares LB, L3T4-helper e LyT2+suy -
pressora e citotoxica neste periodo inicial. No 109 dia de infeccdo, o au-
mento de PFC era maior nos bagos dos animais suscetiveis (C3H) que sofriam
diminuigao, na medida em que a parasitemia era controlada por estes animais,
enquanto que os camundongos resistentes C57BL/10, demonstraram menor estimu -
Tagao neste dia e a ativagao persistiu alem do desaparecimento da parasitemia

(de 2 ate 6 meses).

Estes resultados sao similares aos observados por nos em termos de
células formadoras de anticorpos. As celulas dos camundongos resistentes pa-

recem requerer um tempo maior para serem ativadas.

Pareceria que os mecanismos de ativacao de clones celulares, esta -
riam relacionados com a suscetibilidade dos animais. As células dos camun -
-dongos suscetiveis seriam mais facilmente estimuladas pelo parasito (recepto~
res), de modo que, sofrem uma ativagao violenta e fugaz, enquanto que, nos
animais resistentes, a ativacao policlonal persiste por mais tempo. (LALONDE,
et. al. 1985) descreve este fenomeno nos camundongos C57 desde o 109 dia

ate o inicio da fase cronica (320 dias).

A despeito do baco nao possuir funcao importante no controle da pa -
rasitemia, analisou-se estes drgaos dos animais experimentais, visto que, ao
longo deste trabalho, tinha-se observado nestes e mais prematuramente nos ca-
mundongos suscetiveis, esplenomegalia, aumento da celularidade (Fig. 6), al-
teragdes na consistencia tornando-se friaveis e hemorragicos, indicando um

orgao profundamente comprometido pela infecgdo pelo T. cruzi.

Desde 1955, TALIAFERRO e PIZZI haviam descrito as alteragoes produzi-

das no bago de camundonges C3H infectados com T. cruzi {(cepa Tulahuém). Estas
alteragoes eram: esﬁlenomega%ia progressiva, hiperplasia e fenomenos degenera-

tivos poucos dias depois da infecgao com inoculos grandes {10°9) de T. cruzi,pa
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rasitismo de macrofagos, celulas reticulares, deplecao de linfocites nos cen
tros dos foliculos e, acompanhando a evolucao da infeccao, presenca de areas

depletadas de linfocitos na polpa vermelha e branca.

LIMA PEREIRA (1978) também descreve achados histopatologicos simila

res, ressaltando que em alguns casos foram achados focos de necrose.

Realizamos analise histopatologica dos bagos de camundongos CBA,C57
e F1 ao longo da infecgao, durante 20 dias, a fim de confrontar as respdstas
imunes encontradas nestes orgaos e o aspecto morfoldgico das cBlulas espléni
cas. 0 estudo de cortes de bagos normais, mostrou que os camundongos susce-
tiveis apresentaram foliculos linfoides ligeiramente maiores que as outras ra

¢as consideradas resistentes.

Quarenta e oito horas depois da infecgao com 100 tripomastigotas da
cepa Y, foi observada atividade fagocitaria intensa, especialmente nos camun
-;dongos CBA. Dez dias depois,coincidindo com estimulagao policlonal observa-
da em PFC diretas, os centros germinativos apresentaram intensa atividade
mitotica e a eritropoiese na polpa vermelha tornou-se mais acentuada. A ati
vidade mitotica nas celulas esplénicas das outras ragas parece ser mais dis-

creta nos primeiros dias.

No 100 dia, coincidindo com o pico de parasitemia e somente no ca-
mundongo suscetivel, se observa a presenca de amastigotas que aumentam signi
ficativamente em numero no 150 dia de infecgao. Nesta fase, no camundongo
CBA, aparece extensas areas de destruigdo celular, sendo concebivel que as
celulas mononucleares tenham sofrfdo diminuigao. |

Apesar de n3o termos observado parasitos no material proveniente dos
camundongos Fy e €57, pode-se observar fenomenos similares com aumento da
eritropoiese, proliferacao celular na pdlpa vermelha e aumento dos fol7culos

linfoides. Porem, n3o foi observado focos de necrose tio evidentes como nos
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camundongos CBA.

No 209 dia da infeccdo, houve regressao das alteragoes, nao foram en
contrados parasitos nos animais CBA e havia indicios de recuperagio atraves
das areas de hematopoiese do orgao (em todas as ragas) (Figs. 18 e 19). Amos
tras de bago colhidas no 309 dia de infeccao, apresentam ainda numerosas mi-
toses nos centros germinativos foliculares e na polpa vermelha, indicando as-
sim, uma estimulagdo de ceélulas linfoides mais tardia, e provavel recuperacgao

da resposta imune a nivel esplenico.

A presenca de foliculos linfoides maiores observados nos camundon -
gos CBA normais, deve ser considerada com atengao, pois poderia estar relacio

nada com os niveis de IgM presente nos soros desta raga.

Nossos resultados ainda incompletos, por nao terem marcado seletiva-
~mente as popu!;gSes de celulas linfoides, a fim de fornecerem maiores infor -
macoes sobre a capacidade funcional dessas celulas durante os primeiros dias
de infeccao, sugerem que as celulas esplenicas dos camundongos Fy e C57, so-

frem efeitos menos drasticos devido a parasitose.

A descricao das alteragoes funcionais e morfoldogicas de bagos de ca-
mundongos Fy infectados com a mesma cepa e em condicoes semelhantes as nossas,
coincidem no sentido de demonstrar alteracoes moderadas nestes animais (OLI -
VEIRA, 1982). As analises histopatologicas realizadas por MELO, et. al.(1978)
e ANDRADE, et.al. {1963), foram feitas em animais infectados com inoculos gran
des, de modo que as alteracOes observadas ocorriam num tempo mais curto e com
maioﬁ intensidade, provavelmente pela carga parasitiaria que os animais suporta

ram.

Nossa visac sobre a resposta imune dos camundongos infectados pelo

T. cruzi, adquire outro enfoque quando confrontamos a resposta humoral observa

—

da com estes resultados que,sugerem uma estimulagdo celular exagerada e inutil
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por parte dos animais suscetiveis. MINOPRIO et al. (1988), complementa este
ponto de vista, com resultados que demonstram que a maiar parte das celulas
produtoras de anticorpos nesta fase, estao produzindo isotipos IgG2a, IgG2b

e IgM de variadas especificidades. Estando comprometidas com a resposta es-

pecTfica somente pequena populagdo de celulas.

A limitada gama de determinantes antigenicos reconhecida pelos so -
ros F.A.i., assim como, os baixos titulos de anticorpos especificos atingi -
dos até o 209 dia pelos animais infectados (Figs. 2,3,4 e 7), estariam de

certo modo, justificados com estas informagoes.

Por outro lado, a analise histopatologica dos bagos, mostrou um or-
gao linfoide intensamente comprometido em divisoes celulares nos primeiros
dias de infeccdo, o qual sofre parasitismo intenso e destruicao celu]ar(Figé.
14 e 17). Estes mesmos fenomenos, de maneira mais discreta ou mais tardia,

pareceriam ocorrer tambem nas ragas mais resistentes (Figs. 18, 19 e 20).

As intensas areas de necrose observadas nos bagos dos animais infec-
tados, ja seria um fator importantissimo no estabelecimento de uma  resposta
celular deficiente, como tem sido sugerido por TARLETON (1988). Tendo visto
que a maioria dos trabalhos que concluem haver uma imunosupressao inicial, fo
ram realizados utilizando celulas esplenicas de camundongos de diferentes pa
droes geneticos e condicOes experimentais {RAMOS et al. 1979; REED et al.1984;
TARLETON e KUHN, 1985).

Outros parametros, agora voltados para respostas precoces mais imedia
tas, como as respostas nao especificas fagocitarias (CAMARGO et al., 1989) e
fatores séricos, deveriiv ser revistos, a fim de analisar os fatores que pode -
rio efetivamente influir no primeiro contato entre o parasito e hospedeiro e
determinar a evolugao da infeccdo para uma associacdo harmonica como observada
nos hospedeiros naturais de 7. cruzi, ou descompensada como 2 analisada por

nos em hospedeire nao natural como o comundongo.
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CONCLUSOES:

No
sistente) e

se concluir

b)

d)

e)

estudo comparativo entre as racas CBA/J (suscetivel), C57BL/10 (re
C57BL/10 x CBA/J) Fy, infectados com 100 formas de T. cruzi pode-

que nos primeiros dias de infecgao:

Todas as racas produziram niveis crescentes de imunoglebulinas es-
pecificas para formas tripomastigotas e amastigotas com predomi -
nio de IgM. A cinetica de produgao, assim como os niveis sericos

de IgG2a e 1gG2b foram iguais nas racas estudadas.

0s camundongos CBA apresentaram niveis maiores de anticorpos natu-

rais para T. cruzi.

Os anticorpos produzidos a partir do 150 dia, reagem com formas
tripomastigotas vivas porém, nac alteram a capacidade infectante ,
nem o curso da infeccao guando incubados previamente com o parasi-

to e complemento murino.

Apesar dos camundongos CBA, produzirem anticorpos contra a super -
ficie de tripomastigotas viaveis, estes anticorpos nao estdo pre -

sentes nos parasitos circulantes.

Dois padroes de ativacao policlonal foram observados nesta fase.
Ativacdo policlonal precoce nos camundongos suscetiveis CBA  que

regride a partir do 109 dia; e ativacdo policlonal lenta, porém



f)
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demorada apresentada pelos camundongos resistentes C57. 0 hi -

brido F}, apresentou padrao misto.

A analise histopatologica dos bacos demonstrou maior comprometi-
mento do org3ao nos camundongos CBA os quais apresentaram tripa -
nossomas nos macrofagos da polpa vermelha a partir do 100 dia ,

associado com focos de necrose.
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