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A Tripanosomiase Americana, causada pelo Trypancsoma
(Sehigoiryponum) crusl (CHAGAS, 1909) & uma entidade mdrbids que oca

siona sérios problemas de salde publica nas Américas. Na América do

12 milhoes estao atualmente infectadas (WHO, 1877), a maioria dos
quails abaixe de 20 snos de idade (CAMARGO, comunicagac pessoal) .,

O parasita € mantido nas drcas endémicas através do ci
clo vetor-hospedeiro. O vetor pertence a sSubfamilia Triotominae e
mantém o parasita no intestino, sendo a forma metaciclica eliminada
juntamente com as fezes guando o inseto alimenta-se no hospedeiro
(BARRETTO, 1968b). Além do homem, varias cspbcies de mamiferos domes
ticos e silvestres sao encontrados como reservatdrios naturais (BAR-
RETTO, 1968a). Além da transmissdo da doenca pelo vetor, come descri
to acima, ainda esta pode se dar congenitamente através da placenta,
por transfusdo sanguinea ¢ por infecgoes acidentais em laboratdrios
(TEIXEIRA, 1977).

A doenga de Chagas manifesta-se clinicamente em 3 fa-
ses (TEIXEIRA, 1977). & fage aquda caracteriza-ge pela presenca de
da em criangas. Aproximadamente 10% dos individuos com a fase aguda
da doen¢a rur.cn de miccardite, meningoencefalite ou infeccdes inter

correntes. A fase latente manifesta-se apds a fase aguda, assinm tam-

bém como em pesscas som histdria de fase aguda. Nesta fase, ocorre
diminuigao da parasitemia e detecta-se anticorpos contra o 7. crusi
através de viarios testes sorologicos. Hsta fase acomete 50% dos indi

viduos infectados (MACEDO, 1980). Na fase crinica nao se observa mi-

croscopicamente, parasitas no sangue periférico, Geralmente PESS0as



0, dlagnosticadas sorologicamente como tendo

assintomaticas até ent
doenga di Chagas, apresentam anormalidades eletrocardiograficas. G
exame microscedpio pds-mortem revela miocardite sem parasitas na  fi-
bra cardiaca. Podem ccorrer também maga&géfagw ¢ megacolon (ROBERLE,
1968} .

E conhecida ainda a existéncia de diferentes formas
clinicas da doencga conforme a regiio geografica. Mo entanto, POUCO
se conhece sobre a influéncia de fatorves genéticos do hospedeiro, so
bre a relagdo entre diferentes cepas e diferentes manifestagoes cli-
nicas, isto &, sobre ag alteragoes parasiba-hospedeiro responsiveis
por tais diferengas. Portanto, os estudos padronizados de cepas 1so-
ladas de diferentes hospedeiros, em diferentos regioes, so fazem ne-
cessarios (WHO, 1977). Assim sendo, ANDRADE & ANDRADE {1968) observa
ram variagoes guantc aocs Orgdos afetados por diferentes cepas, rela-
cionando estas observagoes a diferentes manifestacdes clinicas da
doenca nas diferentes &reas gecgraficas.

Os problemas de ovdem pritica no controle da doenca de
Chagas =a0; a impossibilidade de controle dos reservatiriocs, o alto
custo em oferecer melhores moradias 4 populagao, as conseguéncias da
agao residual de inscticidas e a grande dificuldade de melhoria das
condigoes sbeio-econduwicas (WHO, 1977).

Além destes aspectos clinicos, sdcio~econdmicos e pmli
ticos da doenga de Chagas, a patogenia desta tripancosomiasse &  ainda
controvertida, TEIXETRA (1975) propoe a existéncia de hipersensibili
dade do tipo retardada mediada por linfécitos citobdxicos dirigidoes
contra a fibra cardiaca do hospedeiro em decorréncia da auto-sensibi
lizagdo = antigenos do coragBo. KUBERLE (1968) propoe @ teoria neuro
tdxica, segundo a gual a desintegragao de amastigotas liberaria uma
Neurotoxina que lesaria os neurdnios do sistema nervoso central e/ou

periférico. Esta destruicio de células Nervosas ocorreria principal-
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mente on cxclusivancniae na fase aguda da doenga concluinde assim quo

“o destino do chagisico decide-se na fase aguda da doenga”.

Além dosaas possiveis explicagoes para a patogenia da
doencga, tenm-se apontado a presenga de auvto-anticorpos contra COMPo -

W

nentes de fibra cardiaca como outro possivel mecanismo patogénico.

COSSIO et al (1974, 1977) demonstreram a exisléncia de anticorpos de
nominados VI contrz a membrana plasmatica dos células musculares es
triadas « celulas endoteliais do Ccoracido, assim como KHOURY et al
{(1978) demonstraram 2 existéncia de anticorpos anti-neurdnios do Sig
tema nervoso autdénomo o somatico.

Embora alguns aspectos da resposta imune na doenga de
Chagas ainda permanecam obscuros, tem sido observada a participagaoc
tanto humoral guanto celular da resposta imune nesta triponosoniasc.

Assim sendo, a inibigdo da migracio de macrofagos e
transformagac linfocitdria na presenga de antigenos de 7. cruzi ben
como a diminuigdo da resisténeia 3 infeccio por timectomia e soro an
ti=-timdoito tem comprovado a impor tancia da resposta imune mediada
por células na infecgio chagdsiza (HANSON, L976) . YANOVSKY & ALBADO
(1972) domonstraram gue leucdcitos de individuos chagisicos mostre -
ram marcado grau de inibicdo da migracas na presencga de antigenos de
. eruszi. Além disso, a resisténeia a infecgao tem sido transferida
de animais infectados para recipientes normais por células linfdides

(TEIXEIRA, 1977). Da meosma maneira, BURGCESS & BANSON (1979 obtive -

ram certo grau de protecao dos camundongos  transferidos com mecrdfa

gos peritoniais, linfdcitos esplénicos e de linfonodos de doadores
imunizados.
CORSINI & STELINI JR. demonstraram que camundongos ti-

mectomizados, irradiades e reconstituidos com células de figado fe=-

tal, foram extremamente susceptiveis a infecgao, tornando-se resise




tentes guande reconstituidos com células T de animal imune. Estes au

tores obssyvavam taml ue 0 soro inune protegeud 05 animais reconge

tituldos com células T normais, mas foi ineficaz em relacao aos ani-
mais nao reconstituidos. KIERSZENBAUM & PIENROWSKT (1979) verifica -
ram que camundongos atimicos nu/nu foram mais susceptiveis 4 infec—

¢Cao gue os controles normais, porém quando trangplantados com timo

de animais isogénicos recuperaran 0 nivel de resisténcia.
Por outro lado, o papel dos anticorpos na doenca de

Chagas tem sido estudado tanto "in vive® guanto "in vitro", Assim
sendo, ten gido observado "in vitro® gue O 5010 dnune de varios mami
feros lisam epimastigotas mantidos em cultura (GOBLE, 1%70; TEIXEIRA,
L977) . TRINEIRA & SANTOS-BUCH (1974) verificaram que tripomastigotas
obtidos cm cultura, incubados com soro imunpe de coelho o de pacientes
na fase cioniva, transformaram—-se en amastigotas em 24 a 48 horas e
em epimastigotas em 48 a 72 horas. A adicao de complemento de cobaia
nao lisou os tripomastigotas.

NO entanto, KRETTLI & EISEN (1980} observaoram que  dosg
tripomastigotas das cepas ¥ e CL gue apresentavam imwnoglobulinas em
sua membrana, apenas os da cepa ¥ foram lisados guando na presenca
de complemento. Do mesme modo, KRETTLI & BRENER (1976) demonstraram
"in vive! gue as cepas CL e ¥ comportan-se de maneira diferente dian
te do soro imune. Assim sendo, os tripomastigotas da cepa Y foram
aglutinados por soro imune de camundongos e a infectividade dos para
sitas aglutinados foi reduzida, quando inoculados enm camundongos nor
mais., Porém, os tripomastigotas da cepa CL nao foram aglutinados, nem
tiveram a infectividade diminuida apbs a incubagao com soro imune.,

Contudo, © soro imune coletado de animais que se recu-
peraram da fase aguda da doenga, protegeu animais normais quando

transferido em determinado momento da infecgao. Assim sendo, KAGAN




& NORMAN (1962) obgerveram gue camundongos infectados tratados Com
soro imune tiveram meior tempo de sobrevivéncia gue os nao tratados.

CULBERTEON et al {(1938) verificaram gue o soro imune guando adminige
trado em doses profilaticas, ou seda, nos primeiros dias da infecgao,

protegeu mais que en doses terapéuticas, isto ¢, aguelas administra~

a0 pico parasitémico. Do mesme modo, KIERSZENBAUM &

HOWARD (1976} obtiveram protegao dos camundongos da raga Bilozzi
"Maus" roespondedores através da transferencia passiva de sorc imune
a partir do 29 dia de infecgao,

Portanto, ostes fatos indicam a impﬁrtﬁmciﬁ ey HOTO
imune, ou seja, dos anticorpos em determinado momento da infeccgao,
visto que apbs o estabelecimento patente da mesma, a administracao
do soro imune se mostrou ineficaz.

Por cutro lado, a resisténcia d reinfecgoes por 7. cry

27 tem sido descrita desde ha muito tempo (BRUMPT, 1913). Trabalhos

experimentais foram feitos em diferentes hospedeiros com ragas de
T. eruzi naturalmente avirulentas, ragas virulentas atenuadas oL

drogas ou por passagens seriadas em melo de cultura ou em animals e
ainda por infecgac com pegquenos indculos (BRENER, 1962, 1967; BRE-
NER & CHIARI, 1963; NORMAN & KAGAN, 1960; CORSINY & OLIVEIRA, dados
nao publicados) .

NORMAN & RAGAN (196() cobservaram gue camundongos ini -
cialmente infectados com cepas avirulentas de T. eruzc isoladas de
animais silvestres, ficaram protegidos contra uma reinfecgao com ce-
pa virulenta Tulahuen. No entanto, ©s parasitas permaneceram no san-
gue sendo capazes de produzir infecgoes letals guando transferidos
para camundongos normais, sugerindo entdo que os parasitas da cepa
Tulahuen permaneceram no sangue sem perder a viruléncia (KAGAN & NOR

MAN, 1962},




Além disso, NUSSENZWEIG et al (1963) infectaram camun-
dongos com cepas de 7. cruzi pertencentes a dois grupos imunologica~
mente distintos, conferindo assim protegio 4 reinfeccio com a cepa
letal Y, demonstrando que o mecanismo de defesa na fase aguda nao de
pende dos determinantes antigénicos responsiveis pela soro tipagem
de 7. c¢rusi?. Dados semelhantes foram obtidos por GONZALEZ-CAPDA et
al (1874 utilizandc antigenos de epimastigotas de diferentes cepas
de T. crusi? imunologicamente diferentes.

No entanto, apesar do grande nimero de trabalhos axpe-
rimentais realizados em Doenga de Chagas com uma variedade de Gl
mais, ainda nos falta um modelo experimental adeguado. Como conse -
guéncia, importantes fatores da relacao parasita~hospedeiro permane
cem obscuros. Camundongos e ratos sdo provavelmente os modelos ani-
mais mais convenientes para o estudo da patologia da fase aqguda. Coe
lhos, cacs, cobaias ¢ macacos tem sido usados como modelos para a fa
se croénica da doenga (WHO, 1977).

Assim sondo, este trabalho foi bascado nos dados ante-
riores sobre graus varifveis de resistdncia em diferentes ragas de
camundongos (TRISCHMANN et al, 1978) e nos dados de CORSINI et al
(1980a, 1980b) nos guais a raga (CBAXC57Bl/lO)Fl fol proposta como
modelo experimental para a Doenga de Chagas, uma vez que nestes ani-
mais, tanto a fase aguda como a fase crénica da infecgao estio  ben
caracterizadas. O trabalho foi baseado ainda na importancia da res -
posta humoral na resisténcia adguirida nesta infeccao (KAGAN & NOR-
MAN, 1961; KRETTLI & BRENER, 1976), em que o8 anticorpos protetores
foram demonstrados nas subclasses Ingﬂ e IgGEb {TAKEHARZA & MOTA,
1979) .

Deste modo, nosso obijetivo foi comparar a resisténcia

dos camundongos Fy aos Biozzi "Bons" (BiH) e “Maus” (BL) respondedo-




encia & in

res, uma ver que estos Ultimos diferem quanto a sua resis
fecgao pelo 7. erwzd (KINRSZENBAUM & HOWARD, 1976) e guanto & capaci
dade de produgac de cnticorpos (BIOYZL et al, 1975).

Para confirmarmos a importéncia da resposta humoral do

tipo IgG na registéncia, tanto na primoinfecgac guanto na reinfeccao,

a gqual o animal & resistente (BRUMPT, 1913; BRENER, 1962;: EAEAN & NOR

MAN, 1901; NUSSENZWELIC ot al, 1963), decidimos imunodeprimi-los atra-

ves da utilizacac da lofosfanida ¢ hidrocortisona (COHEN & CLAMAN,
1971a; DRACCTT & SMITH, 197%b: SHAND & LIEW, 1980). Tambémn procedeu-
~5¢ A4 esplenectomia, dada a importancia do bacgo na resposta  ilmune
(GOBLE, 1970).

Asginm sendo, verificamos: a parasitemia: a taxa de mor
talidade expressa em porcentagem de mortalidade), o titulo de anti-
corpos através da reagao de imunofluorescineia e o estudo histologi
co de Coragﬁ@, figado e Lago nos seguintes grupos experimentais: Fl
e Biozzi (BH e BL) primoinfectados e reinfectados, Fl esplenectomiza
dos na infocgao e reinfeccdo, Fi ¢ Biozzi B tratados com drogas imu

hossupressoras durante a infecgaoc e veinfecgao com 7. cruast.




STODOS

Camundongos (CBAXCrvﬁifiﬁ}ﬁ e Biozzi "Rons™ (BH) &
LY

"Maus" (BL) rvespondedores, de ambos os criados e mantidos no

biotéric do Depto. do Microbiologia e imunologia do Instituto de
Biclogia - Unicamp, foram utilizados com 3 meses de idade. Os  camun-
dongos #iozzi, cuja colonia inicial nos foi cedida pelo Dr., Oswaldo
santana (Institute Bioldgico -~ 830 Paulol foranm selecionados geneti-
Camente a partir de camundongos Swisgs, através da formacao maxima ou
minima de anticorpos contra antigeno flagelar de Salmonella typhimy-

rium e Dolmonella oranienburg (SIQUEIRA et al, 1976).

2.2 =~ CEPA DI TRIPANOSOMA

Foi utilizada a cepa Y (PEREIRA DA SILVA & NUGSENZWEIG,
1853) do Yrypanosoma (Sexhdgotrypanun) crusi cedida pelo Dr. Zigman
Brener (Belo Horigzonte) .

A cepa ¥ Lol mantida em wamundwng&a swiss 55, machos
ou fémens pesando aprodimadamente 20 gramas, segundo instrucoes de
BRENER (196G8). O0s animais foram anestesiados com éter, sangrados pe
lo plexo braguial nc 79 dia de infecgac, correspondendo ao pico pa-
rasitémico, sendo o sangue coletado com pipeta Pasteur o colocado
em citrato de so6dio em a&nc@ntragéo final de 0,38%. Pez-ge uma 4gi -
luigao prévia em Meio Minimo Essencial de Bagle (MME) phl 7,2 para
proceder-se a contagen de tripomastigotas em cimara de Neubauver., ©
repique [oi sempre feito com 120,000 tripomastigotas diluido em MME

PH 7,2: sem soro fetal ovino.,



2.3 - INFECC

GRUPOS EEPERTMENTATS

Para procedernos a infeogao o reinfecodo dos diferentes
grupos ocuxperimentais, coletou-se o sangue de camundonyos Swiss 55 in
fectad .0 com a cepa ¥ de Y. crusd, conforme descerito no §tem anterior
As diluigﬁes foram fecitas em MME pH 7.2, sem sorc fetal boving.

Os camundonges foram infectados intraperitonealmente
(i.p.), conforme instrugoes (CORSINT et al, 1980b) utilizando-se ind

culos do KUE, 102,

5 .
e 107 parasitas.
D o~ _ . Do : 5
As reinfecgoes foram feitas i.p. com indculos de 10
. . A 4 ,
parasitas, em camundongos Fl previamente infectados com 107 parasi-
tas da mesma cepa, em diferentes intervalos de tenpo entre a infec-
g M - g Tl e S - - - " R o :, i~ 2 .. P ol .
cao e a reinfecgao. Utilizou-se primo infecgao com 107 parasitas,
ois canundongos I, foram resistentes a este indoulo (CORSINY et al,
p g 1

1880a} .

204 = TRATAMENTO DOS CAMUNDONGOS COM DROCAS IMUNOSSUPRESSORAS

2.4.1 ~ Ciclofoafamida

0s camundorngos Fl infectados ou reinfectados com a ce-—
pa ¥ foram tratados com ciclofosfamida = €Y (Enduxan, Laboratdrio
Pravaz-Recordati) nas doses de 1,5 mg/dia; 3,0 mg/dia e 5,0 mg/dia
em animais pesando em média 30 gramas. A droga fol previamente dilui
da em agua destilada cstéril e administrada por via intra-muscular
(i.m.) na musculatura da coxa, durante 3 diasg, antes ou apds a infec

¢ao ou reinfecgldo pela cepa Y,




2.40.2 = Hidrocortisona

O tratamento com hidrocortisona = HY (Flebocortid, La=-
boratdrio Richter) foi foito em grupos experimentalmente infectados
ou reinfocctados com o cepa ¥, de maneira sewelhante a anterior enpre
gando-se diferentes doses (2,5 mg/diar 5,0 mg/dia e 10 mg/dia enm anj
mais pesando en média 30 gramas) administradas durante 10 dias em di

ferentes tempos com relagao & infecgio ou reinfeccdo.

L. = PARASITEMIA

A parasitemia fol determinada diariamente, segundo o
método descrito por BRENER {1968). Resumidamente: coletou-se uma ali
gquota de & mm3 de sangue periférico atravis da veia da caunda, utili-
zando-se para isso pipeta de hemoglobina previamente lavads em solu-
cao de citrato de sodio 3, 8%, sendo em seguida a amostra de sangue

depositada entre limina ¢ laminula (22%x22 mm) .

Procedeu-se a contagem do nimero de tripomastigotas em
microscopio Zeiss binocular, com aumento de 500x, contando-se 100

campos, como degcerito anteriormente (CORSINT et al, 19280b). O regul-

. . 3
tado foi cxpresso em parasitas/nm” de sanguea,

2.6 —~ ESPLENBCTOMIA

Camundongos Fy de 2 meses de idade foram esplenectomi-
zadus sob anestesia com éter, através de uma pequena incisac na re-~
giao lombar previamente depilada. O fechamento da incisio Foi feito
mediante a utilizacao de "agrafes de Michel". Os animais foram utili

zados um més apds a esplenectomia.



2.7 = IMUNQETLIIC ENCIA

i

As reacoos foram exccutadas de acordo com a b

senjica des

crita por CAMARGO (1966,

Z.7.1 -~ Preparo das laminas

Bpimazti

iotas de . orusd, mantidos por rapiques seria

dos em meio LIT (PEF & CASTELLANI, 1968) foram coletados no 79
dia de cultura e lavados 3 vezes com NaCl 0.15M por centrifugacao a
755 g por 15 minutos.

Coletou-se uma amostra do sedimento em salina tampona~-
da pH 7,2, a qual foi filtrada em algodao. Procedeu-se a diluigao
(1:10) en solugao salina formolada {(formol neutro) e contagem em ca-
mara de Neubauer. Proparou~se uma susbensio contendo BXlOB epimasti~
gotas/mi.

Allquotas de 10 pl foram colocadas nos espagos da lami
na para imunofluorescéncia, retirando-se o excesso com seringa hipo-
dérmica ¢ deixando-se secar a temperatura ambiente. Por este método
tinhamos aproximadamente 20 epimastigotas por campo (ao microscoplo
Zeiss binocular com chieliva 40x e ocular 12, 5%) . As laminas foram

conservadas a w2GOCv
2.7.2 -~ Reagao

Os soros imunes separados de sangue coletado através
do plexo axilar e estocados em "pools" para cada grupo, a w2OOC, fo-
ram diluidos em solucdo salina tamponada pH 7,2, Foram utilizados

, , .
aliquotas de 10 ul d soro imune. Os controles foram: uwn soro positi
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vo de camundongos #oovom 30 dias de infecgao por 7. erusi de titulo
1:32 e um soro negativo de camundongos FE normais.,

A lawinag com soro dwmune foram mantidas om ofdmara amj,
da a 37" por 30 minutos, a segulr foram lavadas 2x en soiucao sali-

na tamponada e lx em Goua destilada, sendo de 5 minutos cada lavagem.

As laminas foram secadas com secador de ar quente.

Foram uvtilizadas aliquotas de 10 pyl do soro conjugado
IgG de coelbo anti-Igé de camundongo marcado com fluoresceina (Cappel
Laboratorics-Cochranville-UsSA) de titulo 1:200, conforme determina -
Gao prévia por titulocoes em bloco com soro de camundongo com 30
dias de infecgao. As diluigoes do conjugado foram feitas em tampao
apropricdo: 9,8 ml de solugac salins tamponada pH 7,2; 0,2 nl de
Tween 80; 9,1 ml de ozul de Svans a 1:500.

As laminas com o ceonjugado foram incubadas em clmara
tmida a 37Y¢C por 30 minutos. Em seguida foram lavadas como anterior—
mente. Una vez secas, nontou-se as laminulas com glicerina tamponada
(9 partes de glicerina: 1 parte de solugao salina tamponadal .

As laminas foram observadas om microscopio de fluores-
céncia Zeiss modelo Standard RA equipado com lémpada HBO W/4 e fil-
tro excitador BG 12, com ohjetiva 40x e ocoular 12,5x.

0 titulo dos soros foi considerado como G inverso da
maior diluicao capaz de produzir reacio positiva, CAPressc am 1og10,
Cs controles nado apresentaram reagao positiva, observando-se apanas

uma sombra ténue nos cpimastigotas.

2.8 - HISTOLOGIA

Os fragmentos de coragao, bago e figado coletados de 3

animais om cada experimento,no 59, 109, 15¢ e 209 diasg de inf@cgéo,



l-caloio. As

foram fixados em for

ostras foram em seqgui prapa-

radas e montadas em 1dminas de acordo oom

de BURKE et

al (197:2).




3 = RESULTADOS

BPA Y DB T ered SM CAMUNDONGOS

EOBEM O BIOZAT "RONS" B O"MALS" RESPONDE-

DORES .

Com a finalidade de se comparar a infeccao com a cepa
Y de T, cruzt em camundongos Flf BH ¢ L, os animais foram infecta-—
dos com diferentes inoculos de tripomastigotas determinando-se a se-
guir a parasitemia, 2 Laxa de mortalidade, o titulo de anticorpos e
estudando-se a histologia do coragdo, baco ¢ figado dos animais in-
fectados e respectivos controles.

Os camundongos By infectados com 102 parasitas apresen
taram um periodo pré-patente de geralmente 7 diag, durante o gqual
nao foram detectados parasitas no sangue periférico. O nico parasité
mico ocorren entre 109 ¢ 129 dias (350 paraﬁitag/mma} sendo a parasi
temia controlada a partir do dia seguinte ao pico e nao detectando-
-5¢ mais parasitas a partir do 259 dia de infecgao (FPig. 1). A taxa
de mortalidade nestes animais foi 3,7% no 209 dia, e nio aumentoun
até o 60v dia de infecgio (Tab. 1).

4 5 s
s 207} foram utilizag-

Quando indcuos maiores (iﬁgy 10
dos, os camundongos ¥y apresentaram periodo pré-patente menor (4
dias) e pico parasitémico ao redor do 9o dia, ndo havendo no pilco um
aumento do nimero de parasitas correspondente ao inGculo. No entane-
to, a taxa de mortalidade no 209 dia de infecgao foi crescente: 6,6%
com 103, 50% com 107 e 100% com 10° parasitas (Tab. 1).

Os camundongos BH infectados com 102 parasitas apresen
taram o periodo pré-patente, o nimero de tripomastigotas no pico pa-

rasitémico e o controle do nimero de parasitas no sangue periférico
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PARAS;TEM}A EM CAMUNDONGOS (CBAXCB7BI/10}F1, BIOZZT "BOM" B
"Maun RESPONDEDOR INFECTADOS CcoMm 7. CrUsT .
Camundongos {oranm infectados i.p. com 100 Parasnitog,
Lo o N Biovzi "Bom", O OBiozzi "Mau® respondedor,
H'“""E?(CHAXCB7BI/10)Flm

. P 3
Cada ponto roprosenta a média dJeawetrica T DP ald o 200
dia de infeccio. Os dados posteriores foram obtidos com

U8 sobreviventesa,
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apds o pico parasitémico semelhantes aocs iy (Fig. 1) . A infecgao

: 3 - v .
dos BH com 107 parasitas provocou uam periodo pre-patente monor {6

o

Y s ‘ o - . , . P
dias) e con inoculos de 100 e 107 este Foi ainda menor td diasy. A

3
. y vy 1L B . i ; S . . i P 4
taxa de nortalidade ros Bl infectados com 107 parasitas foi de 17% no
: . > e o e e e 1 nh 5 L. e
20¢ dia = 45% no 60% dia de infeccio, e com 107 e 107 foi de 100% ja

no 209 dia {Tab. 1.

TABELA 1: TAYXA DE MORTALIDADE EM CAMUNDONGOS (CBAXC 5715%1 VAR I BIGZLY

"BONS" B "MAUS" RESPONDEDORES THFECTADOS COM 7. epusi.

- P ‘ &3
S
RACAS INDCULOS TAXA DE MORTALTDADE

20 dias 60 dias

lﬁfb 4/109 4/109

" 1607 2/20 2/20
10 1/15 1/15

" 10 10/20 16/20

" 10" 10/10

DI 10? 0/20 6/20

" 10° 3/18 8/18

. 10 15/15

" 10° 17/17

1/10 7/10

" 107 0/20 10/20

n 107 2/10 10/10

a - Camundongos infectados i.p.

b - Camundongos Fl esplenectomizados 30 dias antes da infeccgao.

¢ - 0s dados sobre camurdongos iy foram coletados do trabalho de
CORSINT et al (1980b).

Nog cemundongos BL infectados com 101, 103 e le para-

sitas o pericdo pré-patente e o nimero de parasitas no pico parasité

mico foram semelhantes aos BH ¢ aosg Iy {(Fig. 1). Porém, o controle




L7

da parasitenia apds o pico foi dife destes, verificando-se um
segundo pico no 239 dia o somente no 509 dia nao se delectou parasi-
tas no canque perildérico. A taxa de wnorbalidade Toi 70% om animaisg
infectados com inoculos tao peguenos como L0 parasitas, 50% o 100%

& . : B s 3 .
respectivamente, naguoles infectados com 107 e 107 parasitas, apos

60 dias de wnucogao {(Tab, 1).
Portanto, observou-se através da taxa de mortalidade
que os camundongos Bl sao mails suscoptiveis A infecgdo pela cepa Y

de 7. cruxzi gue os Bl e cstes mals susceptivels gue os Fl,

A resposta humoral dos camundongos fpj_ infoctados sle3t
102 tripomastigotas, fol medida através de reagdes de imunofluorescén
cia até um ano apds a infecgdo. Observou-se um aumento gradual do ti
tulo de anticorpos, atingindo o maximo na décima semana {Log 3,00)
permanecando entao em torno de log 72,40, um ano apds a infeccao (da-
dos nac mostrados) .

Os camundongos BL nao apresentaram uma resposta humo-
ral detcctavel no 59 dia de info deu ao contrario dos BH {lag 1,20},
diferenga esta existente nos outros dias estudados., Os camundongos
BH apresentaram titulos de anticorpos maiores gue os Iy ja no 59 dia
de infecgao, respectivamente log 1,20 e log 0,60 (Tab. 2).

Os camundongos Fy infectados com 102 parasitas apresen
taram o figado e o coracio, no 159 dia de infecgao, com moderade in-
filtrado linfo-plasmocitirio e os ninhos de amastigotas gomente fo-
ram obscivados no coragao em pequeno nimero. No baco, aléw de modera
da congestao de polpa vermelha e desestrut turagao da polpa branca, ob
serveu-sa também a presenca de células grandes, multinucle cadas, Ccom
citoplasma basdfilo ¢ localizadas principalmente na cortical do Hpr-
gao, denominadas de cé&lulas "reticulares ativadas" (LOPES DE FARTA-

comunicacao pessoal) .

CEN T AN
RIBLIOTECA C(ENTRAL
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TABELA 7: RESPOSTA HUMORAL NO PERIODO PRE-PATENTE DA INFECCAC POR

Y.oeruzt NAS RACAS (Cﬂhx@wwﬁlfiﬂ)ﬁir BIOZZLI "BONSY B Y"MAUS®
: Uy i

REOPONDIDORNS

s o T FEVT O N T Y s“,}b .
TIIULO DI ANTICORPOS™ INCLINACEO DA RETAC

5¢ dia de infecgido

Fq 0,60 30,96
BH 1,20 50,19

81 0,00 0,0

. . , . 2 .
a - Ragas Py BE e B [oram infectadas i.p. com 10 parasit
b - Melido através do imunoflucrescenciag o QEDTESS0 en Zogiog
. . . -] - - ,
¢ = Valores obtidos caloulando-se tg o 7, onde a, @ o dngulo obtido

com o titulo de anticorpos (log,y) ne 59 dia de infeccio.

Estas observagoes histoldgicas feitas em camandongos

F, intensificaram-se nos Biozgi (tanto BH como BL) infectados Com
l B

102 parasitas. O figado e o coragac apresentaram infiltrado linfo-
plasmocitirio mais intenso, detectivel j& no 109 dia de infecgao, au
mentande no 159 dia e diminuindo em seqguida. O bago mostrou congeg-
tao de polpa vermelha e nimero de células "reticulares ativadag®
maior gue nos Fyo A prosenga de ninhos de amastigotas Cambén foi
maior em camundongos Biozzi e somente foram observados a partir do
15¢ dia de infecgdo, nio sendo encontrados ne 209 dia de infecgao.No
entanto, as diferencas histoldgicas entre camundongos BH ¢ BIL nao fo
ram clarvas.

Portanto, estes dados indicam mais WRaE VEerz que camun -

dongos FE foram mais resistentey gue o0s Blozzi.



.4 - REINF&CG%Q LCOM A CEPA Y DE T oyupd BM OCAMUNDONGOS

(CBAXCQ?%iﬁiQ)Fl

Congiderando gue os camundongos ¥y 540 mals resistentes

gue 0s B ¢ além d: possuem um padrao de infecgao mais regular e

reprodutivel em difcrentes experimentos, cestes camundongos foram eg-

colhidos para se estudar os efeitos da reinfecgac com a dose letal

de tripomastigotas da cega Y de 7. cruss em diferentes periodos apds
2

a primoinfeccao com 107 parasitas da meosma Cepa.

Como Lol wbservado, os camundongos Pl infectados com

102 parasitas apresentaram o pico parasitémico geralmente no 119 dia,
controlando em seguide a parasitemia. Esta fase inicial da infecgao

designada fase aguda se prolonga geralmente até o 309 dia de infec—

0

cao. Apbs este periodo os parasitas ndo foram detectados no sangue
periférico pelo método visual, sendo entio esta fase chamoda de fase
cronica (CORSINT et al, 1980b).

30 .4 )

Nos camundongos FI reinfectados com lOz, 07, 107, 10

e 10° parasitas 30 dias apfs a primocinfeccio com 107 tripomastigotas

da mesma cepa, raramente detectou-se a presenca de parasitas no san-
gue periférico.

Como oz animais resistiram & reinfeccdo com grandes ind
culos apds 230 dias de infecgfo, procedeu-se entio 3 reinfecgao  com
107 parasitas, em animals com menor tempo de infecgao, isto é: 3,7 e
14 dias apds a primoinfeccao,

O nimero de parasitas no pico parasitémico fol mais

baixo nos Fl reinfectados 7 dias apds a primcinfecgac (100 parasitas/
: - . 3 v} - .
mmT) em comparagac acs 5 infectados com 10° (350 paragitaﬁ/mmB) e

5 . , . 3 . . , -
com 107 parasitas (1400 parasitas/mm”) . Portanto, 7 dias apds a in-

fecgao, os animais 38 eram altamente resistentes a reinfeccio com a
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dose letal de 10§ trivonastigotas, Fntretanto, 93 decorridos 3 dias

resisténcia I reinfecgdo, visto que a ta

de infecgao, foi ohse
x¥a de mortalidade foi de apenas 22%, em conlraste a 100% de mortali-

o

* : i i 'vz"nj Poga g N cou : R P Pty ., B
dade em .nimais infeclados com 107 1o tpomastigobas (Taiy, 1),

TABELA 3: TAXA DE MORVALIDADE EM CAMUNDONOOS ((182‘&.’;{@75 7 BLAIO T | BETN-

PECTADOE COM 7. cyrund.

b TAXA DE MORTALIDADE

20 dias 60 dias

INGCULOS DIAS DI INFECCAO

10° S 16/10
10%410° 3 2/9 2/9
" 7 0/10 0/10
. 14 2/10 2/10

" 30 0/10 0/10

- -
a - Camundongos F, infectados com 10° ¢ reinfectados com 107 parasi-—
J 1
tas.

b - Dia apds a infeccio, no qual proceden-se a reinfeccao,

Quanto a resposta humoral dos animais reinfectados, es
ta foi uma tipica resposta secundaria, Assim sondo, a ruimfecg&o 7
dias apOs a primoinfeccio foi suficicnte para aumentar o titulo  de
anticorpos para log 2,10 (log 1,50 nos animais controles). Este au-
mento de anticorpos acentuou-se no grupo reinfectado 30 diag apds a
primoinfoececao verificando-se titulos de log 3,00 (log 1,80 nos con-

troles nao reinfectadosg) {Tab. 4},
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As observacoes feitas através do estudo histoldgico

quanto & yvesisténcia 4 roinfecgio, estio de acordo com os dados  de
mortalidode, parasitonic o vesposta humoral. Assim sendo, foil obsers-
vado que os Fl reinfectados 7 ou 14 dias apds a primoinfeccac apre-
sentaram o figado ¢ o coragao com un infiltrado linfo-plasmocitirio
menor que agquele dos animais controles. No bago, verificou-se a con-
gestao da polpa vermelha e presenga de celulas "reticulares ativadas®
em menor numero gque nos controles. Ninhos de amastigotas nao foram
Obéervadwg nos animais yveinfectados.

Nos canundongos reinfectados 30 dias apds a primointec
Gao, a diferenga na histologia dos drgios ndo foi téo acentuada em
relagao aos animais infectados, pois que na fase crénica da infecgao
o infilt:rwlo celular ¢ o nimero de ninhos de amastigotas foram prati
camente inexistentes.

Através dos dados de parasitemia, taxa de mortalidade,
resposta humoral e histologia dos drgaos concluiu-se que primoinfec—
¢ao com inoculos pequonos {182 parasitas) da cepa Y, propiciou o de-
senvolvimento de resisténcia & reinfeccao com inbculos letais da

mesma cepa de 7. crus? logo apds a primeira semana de infeccofo.

3.3 ~ INFECCAD EM CAMUNDONGOS {CBAXC5751/10)F1 ESPLENECTOMI ~

ZADOS

Com o [inalidade de verificarmos a importincia do bago
na infec¢ao pelo 7. crusid os camundongos Iy foram esplenectomizados
antes ou apos a infeccic e também antes da reinfecgao na fase crdni-
ca, ocbservando-se a parasitemia, a taxa de movtalidade, o tituleo de

anticorpos e a histelogia do coragas e do figado.

A esplencctomia 30 dias antes da infecgao diminuiu a
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(130 paxamitaﬁ/mmg no L0% diza) em relagaoc aocs controles

€ a taxa de mortalidade fol de apenas 10% em 60 dias {(Tab. 1). ror

sua vez. o esplenectonia 30 dias apous o infecgdo ou anbos da reinfec
gao nac alterou a fase ordnica, visto que nac foram encontrados para
sitas po sangue periforico e ndo houve alteracao da tawa de mortali-
dade.

A resposta humoral tambzm nao foi alterada pela esple~
nectomia pois tanto no grupo infectado, come no esplenectomizado
observamecs titulos de anticorpos de log 1,80 na 209 dia de infeccao
{(Tab. 4) .

A histologia do figado e do coragac revelou um intenso
infiltrado linfo-plasmocitario principalimente apés 15 dias de infec-
cac, sendo gque no figado este foi maior en comparacac aocs animais
controles apenas infectados (Fig. 2). Foram encontrados ninhos de
amastigotas no coragao com 15 dias de infecgdo, ao passo que estes
nao foram observados nos camundongos Fl controles. Portanto, os da=-
dos acinme indicam gue a esplenectomia nio causou maiores danos aos
animais infectados com 7. cruzi apesar do waior infiltrade inflamatd

rio obsesrvado no figado ¢ no coragao.

$.4 = IMUNOSEUPRESSAO NA FASE AGUDA DA INFECCAC

Com a finalidade de verificarmos o papel de drogas img
nossupressores na infecgao pelo 7. cruzi, camundongos 'y e Bicezzi
"Bons" respondedores foram tratados com ciclofosfamida (CY) e hidro-
cortisona (HY) em diversos esquemas de tratamento e em diferentes fa

ses da infecgao.



3.4.1 - Imunossurg na fase aguda da infecgao

' com CY em camundongos (CBAxC oy B L1 Fy

0 trat:

pto com

1 em diferéntes doses,

durante

a infecgao, ou entdao a partir

do 10@ dia de infecga

\}5

FIGURA 2: CORTLS HISTOLOGICOS DE GRCACS DE CAMUNDONGOS (CHAXC57Bl/lO)F

ESPLENECTOMIZADOS E INFECTALOS PELO 7. cruaf.

A - Figado no 15¢ dia de infec cao“ As setas indicam o in-
tenso infiltrado znflamato{io Aumento de 129w,

B - Coragac mostrando ninho de ama stigotas (indicado pela
gnra) no 159 dia de infeccdo, Aumwuto de 500x.




O tratamento com oY na dose de 1,5 mg/dia/3 dias admi-

nistradss antes da donleo Go nAo alterou o mortalidade nem a parasite

; T S - S I R Ay« P T
mia (360 parasitas/nm no preo parasitonico) om relacao nos iL con
froles nfectadeos o noe tratados. Ao contrario, o tratamento 3 dias

SeAO, causoun Wi pequeno aunento da parasitemia (070 para-

apds a

3

sitas/mmﬁ) e apenag Z0% de moritalidade,

Mo entanlo, a administracio de CY na dose de 3,0 mg/dia/3
dias nio foi toxica para Iy controles (nao infectado), uma vez que

estes sobreviveram. Porém, a administragao de tal dose em camundongos

F. infeciados durante 3 dias s ou aphs a infecgado, clevou a para-

l wJ..m,:,;,.._..,.u_.._ .

. 3 . .
sitemia para 2.000 e 5.600 parasitas/mm~ respectivamente (Fig. 3). ©

tratamento 3 dias ag‘ a infecgao cansoun 100% de mortalidade com 20

dias de infecgao comparando a 40% de mortalidade nos animais trata -
dos 3 dias antes da infeccao (Tab. 5).

Os animais tratados com 3,0 mg/dia/3 dias a partir do
109 dia de infeccao aumentaram a parasitemia a partir do 139 dia,com
10.000 pdﬁugitas/mmg no 169 dia e 100% de movtalidade no 20¢ dia de
infecgao.

Portanto, a dose de 3,0 mg/dia/3 dias fol & mals efeti
va, causande imunossupressao relevante principalmente ¢nando adminis
trada imediatamente apds a infecgdo ou perto do pico parasitémico. A
administracio de apenas uma dose de €Y (3,0 my) nao alterou o curso
da infeccao em camundongos I’y infectados com 7, CrUBL.,

Os dados de imunofluorescéncia corroboram agueles en-
contrados através da determinacao da paragitemia e taxa de mortalida
de, relativos a imuncssupressac ocorrida com o tratamento com CY ime

diatamente apds a infeccio ou proxime do pico parasitémico.

No tratamento com 3,0 mg/dia/3 dias ant da iﬁfecgﬁo

nao foram detectados anticorpos no 5¢ dia de infecgao, porém no 109
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DIAS DE INFECCAD

FIGURA J: PARASITLMTA LM CAMUNDONGOS  {(CBAxC 5 ?1,5 /10 P 1 INFECTADOS COM
Ueoervuzd BOTRATADOS COM O CLOFOEPAMIDA OU HIDROCO KU ISONA.
(L Controie infectada; OO tratados com Y (3 mg/dia/

3 dias) antod da infecgan; Ae—A tratados Com CY (2 mg/dia,

3 dias) a a infecgac; B----B tratados com WY (10 mg/fdia,

10 diag). Cada ponto representa a media geomdtrica f DI
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dia o titulo foi de log 0,690 atinginde log 1,50 no 209 dia de infec-—
que os &nticorpos nao loram detectados até o 109 dia de infeccio e
no 159 dia o titulo foi de apenas Log 0,10 (Tab. 5).

Nos animais infectados ¢ tratados com CY ohservou-se

no bago: congestao da polpa branca ¢ ve

melha, presenga de maior
namero dJde células "reticulares ativadas' e maior nimero de ninhos de

amastigotas gque nos controles (Fig. 4) . O coragao e o figado dos ani

mais trotados antes da infecgdo apresentaram infiltrado Linfo-plasmo

citario diminuide, porcém no 159 dia este [oi praticamente igual a0
controle. Ninhos de amastigotas foram observados apenas no 159 dia

da infecg¢ao, em gquantidade igual ao controle.

-

Porém, com o tratamento apds a infecglo, o infiltrado

inflamatGul o Jimdinuiv muito (inclusive no 15¢ dia de infecgao) e o]
numero de ninhos de amastigotas aumentou em reiagéo aos controles

(Pig. 4.

3.4.2 - Imunossupressao na fase aguda da infecgao
com HY em camundongos (CﬁAxcg?Bl/lo)Fl

0O tratamento de camundongos Uy com HY foi feito em di-
ferentes csquemas, sendo administradas doses didrias durante 10 dias.
A HY foi toxica para camundongos nio infectados na dose de 20 mg/dia/
10 dias, mwas nao o foi na dose de 10 myg/dia/ 10 dias,

Os animais infectades e tratados com HY (10 mg/dia/10
dias) a partir da infecgao apresentaram aumento de parasitemia (1700
parasitew/mm3 no 119 dia) em relagao aos controles (Fig. 3). A taxa
de mortalidade de Fl infectados e tratados com esta dose foi de 100%

em 20 dias (Tab. 5). Contudo, a administracio desta dose a partir do
’ & F
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109 dia de infecgao couscu apenas 10% de mortalidade. O tratamento
com doses nenores (5,0 mng/dia/l0 diass) administradas a partiy da in-
fecgao, provocou pequenc aumento da parasitemia (900 parasitas/mm”)
com 38% de mortalidads em 60 dias. A mesma dose administrada 5 dias
antes do infecgao nao alterou a parasitemia o apenas 10% dos camundon
gos morreram em 60 dias. Da mesma maneirva, a administracio de apenas
3 doses <e 10 mg, também ndo alterou o curso da infeccao.

Os anticorpos nao foram detectados até o 109 dia de in
fecgao, porém no 159 dia,o titulo foi identico {log 1,50) ao contr~-
le nao infectado (Tab. 5).

O estudo histolégico dos Ovgaocs (bago, figado e cora-
cao) de camundongos Py infectados e tratados com HY demonstrou dimi-
nuigao da celularidade do baco e congestio de polpa vermelha do mes-
mo. No tecido hepatico, observou-so pequeno infiltrado linfo-plasmo-
citério ateé o 109 dia de infecc¢do, porém este fol mais intenso no
159 dia de infecgao.O coragdo ndo apresentou infiltrade inflamatdrio,
porém haviam ninhos de amastigotas, assim também como no figado e no
bago no 15¢ dia de infeccao.

Portanto, a HY causou maior imunossupressac na dose de
10 mg/dia/10 dias e quando administrada simultaneamente com a infec-
gao. Tal dose provocou de um modo geral uma diminuigao de infiltrado
inflamatorio e aumento de ninhos de amastigotas nos Orgios. Este

efeito foi semelhante ao tratamento com CY.
3.4.3 - Imunossupressao na fase aguda da infecgio
em camundongos Biozzi "Bons" respondedores

com CY

Como fol verificado atravis de dados da parasitemia,
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Figura 4
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FIGURA 4: CCRTES HISTOLOGICOS DE ORGAOS DR CAMUNDONGOS (CBAXC 5

INFECTADOS COM 7. cruzi B TRATADOS COM CILCLOPOSFAMIDA .

Bl/lO)FL

Os animais foram tratados com CY durante 3 dias apods a in-
feccao. Os cortes apresentados referem-se ao 159 dia de in
fecgao. Os ninhos de amastigotas no haco (A) e floado (B)

estao indicados pelas setas. Em ¢ estdo as células "reticu
lares ativadas” do bago em grande numero ¢ em maior aumen-
to em D (indicadas pelas setas). Notar a diminuicdo do in-
filtrado inflamatdrio ¢ o aunento do nimero de ninhos  de

amastigotas em A e B, Im A, B ¢ D o aunento fol de 500x; e

em ¢ de 125x,

taxa de mortalidade e titulo de anticorpos gue os camundongos BH eram
mais resislentes a inloeccao por . crusi que os BL, decidimos imuno-
deprimiyr os camundongos BH a fim de compari~-losz com os BL.

0 tratamento de camundongos BH com CY (3,0 wg/dia/3
dias) apbs a infecgdo, aumentou a parasitemia para 10.000 parasitas/

3 . A . . 3 - 4
mmo no pico parasitemico (450 parasitas/mm” nos controles inlectados) .

A taxa de mortalidade tambim aumentou muito nos camundongos tratados

com CY otingindo 100% no 209 dia de infecgac (Tab. 5). Porianto, es-
tes dados sugerem que o tratamento de camundongos BH com CY Lornon-os
mais susceptiveis ao . crasd que os B,

Verificou-se tawsbém, gue o titulo de anticorpos no 59
dia de infecgao diminuiu nos animais tratados com CY (log 1,20 para
log 0,30), tendo continuado mais baixo gque os controles durante o pe-

riodo observado (15 dias). Portanto, o nivel de anticorpos tornou-os

semelhantes acs camundongos BL (Tab., 5).
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As observacoes feitas através do estudo histoldgico nos
camundonagos BH tratados com CY, foram S@melhanteg dquelas em Flw 0O ba
¢o aprescntoun celularidade dimirnuida no 59 & 109 dia de infocgan, re-
cuperandu~se no 159 dia. O infiltrade inflamatorio diminuiu e o nime-

ro de ninhos de amastigotas no covagao, bago e figado fol maior no 15¢

dia de infecgao que nos controles.

30404~ Dnunossupressao em camundongos Biozzi “Bong"

respondendores com HY

No trabapento de camundongos BH infectados com 1Y

(10 mg/dia/10 dias) verificou-se gue apesar de nao termos notado di-
ferenca no titulo de anticorpos em relagac aos controles, a parasite
mia no entanto, fol maior nos animals tratados (3.000 par&sitas/mmg)
em relacio aos controles nao tratados, assim também como a taxa de
mortalidede aumentou para 100% (Tab. 5}.

observou-se a diminuigao da celuridade de bago, porém com recupera—

¢ao ja no 109 dia de infecgdo. O coragdo e o flgado apresentaram pe-
gqueno infiltrado linfo-plasmocitario e muitos ninhos de amastigotas

{encontrados somente no figado no 109 dia de infecgao) ao contrario

dos animais controles.

5.0~ IMUNOSSUPRESSAO BM CAMUNDONGOS (CBAXC L3110

B T
57 NA .

1
SE CRONTCA DA INFECCAO.

Como demonstramos que animais infectados com pequenos

-
-

2 . . . . e .
indoculos (107 parasitas) de 7. crusi eram resistentes a reinfecgao

oo
com inoculos letais (107), decidimos verificar o efeito da ciclofos




famida ¢ do hidrocortisona na respogta imune a reinfeccao, om camun-

dongos ¥, com um més de infecgao (Fase orinicaj,

3.0.1 - PRUNOSSUPIOssa0 o iy na fase cromioa com

ciclofosfamida

O tratamento com CY fol feilto com 3 mg/dia/3 dias antes

i

ol agés i reinfecgﬁa com 107 parasitas. O gyrupo controle fol congti-
tuido de animais infectados had um més, tratados e nao reinfectados,
assim tanbém como animais reinfectados ¢ nao tratados.

Os animeis na fase crimica da infecgao gue Toram rein-

fectados e tratadcos com Y, desenvolveram uma parasitemia maior (800

ratade 3 dias antes da reinfeccao, de gue no

. 3
parasitas,/mm”) no grupo b

grupo trotado 3 dias ap

te, nos animais controles nao foram cbservados parasitas no sangue pe

riférice (Fig. 5). Bstes dados corrvchoram agueles obtidos com a morta

lidade, visto gue o tratamento com CY durante 3 dias antes ou apds a

racao a 60% de mortalidade nos controles tratados e ndo reinfectados
(Tab. 6) .

Com relagao a resposta humoral no grupo controle {ticta
do e nao reinfectado) nac se verificon diminuicdo no titulo de anti-
corpos. No entanto, os animals tratadog com CY e reinfectados tiveram
drastica redugao no titulo de anticorpos: log 1,50 no grupo tratado 3
dias antes da reinfecgao e log 1,80 com tratamento 3 dias apds a rein

fecgao em comparacac & log 2,70 nos controles reinfectados e ndo tra-
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o) controle infectado e tratade com CY durante 3 dias:
A--—-h reinfectados e tratades com CY por 3 dias apos rein

Gy B B reinfectados e tratados com Y por 3 dias



antes da roinfecgacy e 1 wcontrole infectado ¢ tratado

com HY; #----  reinfectados e tratados com HY por 10 dias

-

. 2 . . .o
foctados com L0Y pavasitas de 7. eruwad 1.D.
I

Os animalz
. . &

foram relnfectados 30 diag mais tarde com 107 parasitas. A

CY fol utilizada em doses de 3.0 mg/dia/3 dias e a HY em

doses de 10 mg/dia/l0 diag. Cada ponto representa a média

gqeomdtrica | DY,

tados. Mo 109 dia apts o reinfecgao o titulo de anbtlcorpos em  ambos
os grupos tratados baiwou para log 2,40 em relagao log 3,00 no grupo
controle (Tab. 6).

0 estudo histoldgico dos Orgaos de camundongos trata-

dos com Y antes ou a reinfeccao mostrou a diminuicao do infil-

trado inflamatdric, auséncia de ninphos de amastigotas e células "re~
ticulares ativadas" em nlmero semelhante aos controles reinfectados.
Portanto, a CY administrada antes ou apds a reinfeccac diminuiu o]

infiltrado celular, sende as demais caracteristicas idénticas as dos

animais reinfectados & nao tratados.

3.5.2 - Imunossupressao ewm Iy na fase crinica com

hidrocortisona

A hidrocortiscona fol utilizada na dose de 10 mg/dia/l0
dias imediatamente apos a reinfeccao com 107 parasitas, sendo gque {0
ram utilizados 2 grupos controles: um tratado com HY mas nao reinfec
tado, e outro reinfectado mas nao tratado com HY. Estes controles
apresentaram baixa parasitemia e mortalidade nula, em contraste a
mortalidade de 25% no 209 dia apds a reinfecgdo nos animais reinfec-

tados e trats "o~ com HY (Fig, 5 e Tab. 6).
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G titulo de enticorpos nao ol alterado pelo tratamen-

to com 1Y no grupo controle {(log L,80) nem no grupo reinfectado (log
3,00} .

A histologia dos Orgaos demonstyon semelhancas entre o

grupa controle e o gruno reinfectado o brabado cow HY . G bago  apre-
¥ : i :

sentou congestdo de poloa vermelha, desestruturacao de polpa branca

i

e vermelha e o mesmo numero de células "reticulares ativadas” gue 08

controles. No figado ¢ no coragac observou-se apenas pedqueno infil-

trado linfo-plasmocitario.
"l

Portanto, observamos oue camundongos E} roinfectados ©

tratados com HY nao apresentaram muitas diferengas em relagao aos

controles, na parasitemia, regposta humoral e na histologla dos o=
gaos, embora a taxa de wmortalidade toenha sido de 25% nos animais re-
infectados e tratados, concluindo-se que a Y nao causou inuUnossupres

sao relevante em <.anundongos Fq reinfectados com grandes indoulos de

parasitas na fase cronica da infeccgao.
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4 - DISCUSSAC

Sabe-se desde longa data (PIZZT et al, 1949 que camun-
dongos de diferentes ragas variam guanto a sua susceptibilidade ao
Trypancsoma crusi. Bstes dados foram confirmados recentemente por

TRISCHMANN et al (1978) que verificaram um "continuum®” de resisténcia
en camundongos isogénicos desde altamente gu@aeptiV@is_(C3HQ/J) até
o resistentes (BALB/¢ e C57Bl/§0), apds a inf@cgéo com a cepa Bra-
zil.

Da mesma maneira, KIBRSZENBAUM & HOWARD (1976) demons-—
traram gue camundongos Biozzi "Bong" (BE) e "Maus" (BL) respondedo -
res que, sabe-~se, diferem guanto 4 capacidade de preodugao de anticor
pos contra varios antigenos (BIOZ4ZL et al, 1975), apresentaram res-
pectivamente alta ¢ bhaixa resisténeia & infecgdo a grandes indculos
das cepas Tulahuen e Y de 7. cruszd. Estes dados foram também confi.-
mados em nosso laboratdrio por CORSINI et al (1980b) que verificaran
a existéncia de camundongos com alio grauw de resisténcia

[(CBAxC ﬁl/lO)Pl], reagtaténcia moderada (Cs?ﬁi/lﬂ) e alta susceptibi

57
lidade (C3HQ/J) a infecgio pela cepa Y.

Porem, diferentemente dagueles autores, CORSINI et al
(1980a) utilizaram pequencs indculos (100 parasitas) para a infecgao
dos animais experimentais, visto que a infecgao por pequenc ninmero
de parasitas estaria mais prdxima da infecgao natural.

Neste trabalho, confirmou-se a grande resisténcia dos
camundongos (CBAXC57Bl/lO)Fl e dos camundongos BH, em contraste com
a alta susceptibilidade dos BL. Desgte modo o camumdongos das ragas
F, e BH infectados com 100 formas do parasita apresentaram um padrao
parasitémico semelhante, porém a taxa de mortalidade foi mailor nes

BH gue nos Fl' No entanto, o nivel de anticorpos, paradoxalmente,foi
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maiocr nos BH,
Por outro lado, diferventemente dos camundongos F :

os canundongos BL foram mais susceptiveis 4 infeccio, nio controlan-

e BH,

soentando uma maior taxa de mortalidads & menor

do a parasitemia, ap
nivel de anticorpos durante a infecgdo (Pig, 1, Tab., 1 & Tab. 4).
Histologicamente, no entanto, as diferengas existentes

entre as vagas resistontes ¥y, e B, e a BL susceptivel ndo foram cla

ras, visto gue a intensidade da reagao inflamatoria no figado e cora

gao, a congestdo e prasenca de células "reticulares ativadas" no ba-
¢o, foram praticamente idénticas em todas as ragas, assim Lambém co-
mo o ndmere de ninhos de amastigotas.

Para explicar tal variagdao de susceptibilidade entre
as racas do camundongos, TRISCHMANN et al {(1978) sugerem que talvesz
esta resisténcia estaria relacionada a um simples ou miltiplos Compo
nentes genéticos, alids indefinidos, ind@p@ﬁd@ntesgno entanto, do lo
cus de bistocompatibilidade M2 do camundongo visto gue camundongos
com 0 mesmo locus manifestaram diferentes susceptibilidades ao
T. eruzi.

As discyepancias verificadas entre a mortalidade e o
nivel de anticorpos nas racas Iy & BH, sugerem o pouco gue conhece-
mos sobre os fenomenos envolvidos na infeccao pelo 7. cruzi e sobre
os fatores gque a controlam. No entanto, a presenca de uma resposta
humoral do tipo IgG mais intensa exatamente nos animais que apresen-—
taram maior taxa de mortalidade {(BH), sugere que a resposta hunoral
IgG seria um fendmeno do tipo "tudo ou nada® que juntamente com Ou-
tros mecanismos de defesa seriam deflagrados pelo hospedeiro, na ten
tativa de controlar a infecgdo pelo tripanosoma invasor.

Além dos grausfvari&vaiﬁ de resisténcia & infecgao pe-

lo 7. eruzi, varios autores tem demonstrado que os animais sobrevi-
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ventes & primoinfecgio sio resistentes & reinfeccio {BRENER, 1962;
1963; 196¢7; NORMAN & KAGAN, 1960; KACAN & NORMAN, 1962; GONZEALEZ-
CAPPA et al, 1974y,

Neste trabalho também verificamos, confirmando os da-
dos anterviores, que os camundongos (CHAxCS?Bl/lO}Fl primoinfectados
con 100 formas da cepa Y sao também altamente resistentes as reinfec
goes com indculos letais (Tab. 3). Intervalos tio pequenos cono 3
dias entre infecgao e reinfecgio foram suficientes para proteger os
animais contra uma dose letal (iGB} de parasitas. Fendmeno semelhan-
te, foi verificado em coelhos injetados com uma suspensac morta de
pneunococos, que ficaram protegidos, 5 horas mais tarde, contra a
infecgao por pneumococos virulentos. Sendo este intervalo de tenpo
pequeno para a produgao de anticorpos, foi sugerido gue algum meca-
nismo nac-especifico cstaria agindo logo apds a infeccao (WILSON &
MILES, 1964). Porém, a prote¢ac maior foi obtida guando o intervalo
decorrido entre infeccio e reinfeccao foi de 14 e 30 dias (Tab. 3),
tendo estes animais sobrevivido além de 12 meses apds a reinfeccan,
diferentemente de KAGAN & NORMAN (1961) que observaram um per iodo
meédio de sobrevivéncia de 90 dias.

A protecao conferida pela primoinfecgao foi também
observada atraveés do estudo histolégico dos drgios (coragac, bago e
figado) dos animais reinfectados, gue apresentaram infiltrado infla~
matorio pequeno e auséncia de ninhos de amastigotas em relagao ao
grupo controle. Do mesmo modo a resposta humoral observada nesteg
animais reinfectados sugere que tal protecao poderia ser conferida
por anticorpos, visto que o aumento verificado apbs a reinfeccao tra
duz uma tipica resposta humoral secundiria (Tab., 4).

Este grau de resisténcia verificado nos camundongos F

1

tanto na infecgdo como na reinfeccao ndc foi alterado mesmo gquando os
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animais ovam esplenectomnizados, contirmando og regsultados de

TRISCHMA et al {1978) o BRENER et al [(1978). Assim sendo, atraves

da parasitemia, da de mortalidade o do nivel de anticorpos (Tab.

1 e Tab. 4) ndo observanos um agravamento na infecgao, embora atra-

p

vés do onludo histologico tenha se verificodo um aumento do infiltra

do inflematdrio e do nimero de ninhos de amastigotas no figado e ba-

go (Fig. Z).

0Os dados acima nos indicam gue além do papel das célu-

las 7, aiias ainda v totalmente definido, na defesa do hogpedeiro
contra o V. cruzt (CORSINI & STELINT JR., em publicaq%w}f os anticor
pos também participariam em tal defesa. Assim sendo, ¢ nivel de anti
corpos verificado nos animais da racga (ﬂﬁﬂxcg?ﬁl/lO)Fly a qual foi
altamente resistentce, sumentou gradativamente durante a imf@ﬁgaey
atingiu un titulo maximo de log 3,00 na Jdécima Semana ¢ conservou-se
alto até wn ano apbs a infecgado, Além disso, como discutimos acima,
animais que foram resistentes & reinfecgao apresentaram um aumento

do nivel de anticorpos, tipico de uma resposta humoral secundaria.Eg
tes dados demonstraram, portante, a importincia da resposta humoral
do tipo IgG ao 7. crusi e o papel protetor destes anticorpos na infec
cao, dados estes que confirmam agueles obtidos por TAKEHARA & MOTA
(1979), que demonstraram o papel protetor dos anticorpos das sub~clag
ses IgG, e IgG, . porém nao da classe IgM.

Além da importd@ncia da quantidade de anticorpos na de-
fesa do hospedeiro contra o 7. eruzi durante a infecgao e em casos
de reinfecgao, provavelmente a rapidez com que o hospedeiro responde
a este parasita produzindo nivels relativamente altos de anticorpos
no inicio da infeccao, pareceu-nos um fator determinante do curso da
infecgao em cada hospedeiro.

Agsim sendo, verificou-se gue os camundongos das racas

Iy e BH, que snresentaram menor taxa de mortalidade em relacido a ra-




¢a susceptivel BL, Uiveram um malor nivel de anticorpos, no periodo

pré-patente da infecyix o BQ dia) guardo o antioo nac hae

viam sido ainda detectados na vaga 6L (Tab. 2).

Em conseguencia, os camundongos da raga BL apresenta =

ram uma o!ta parasitemis e nado controlaram a infecclio, resultando
poertantoe om alta taxa de mortalidade,

Agsim sendo, sugerimos gue a grande susceptibilidade

dos camundongos a info o opor T, erund pode ser devido a um retar—

do na produgao de anticorpos do tipo IgC e nao uma auséncia total de
resposta humoral, uma ver gue anticorpos sac detectados mais tardia-
mente na infecgdo, embora em niveis mais baixos (Tab. 4).

Os trabalhos anteriores de CULBERTSON et al (1938) e
KIERSZENBAUM & HOWARD (1976) apoiam tal idéia sobre a importincia
dos anticorpos no periodo pré~patente, pois ambos verificaran que
protegac i infecgao por 7. eruzi poderia ser alcancada através da
administracao passiva de soro luune logo nos primeiros dias de infec
cao.

A importancia dos anticorpos no inlcio da infeccdo foi
novamente verificado nos experimentos sobre inunossupressiao com ci-
clofosfamida (CY) e hidrocortisona (HY), visto que 08 camundongos "y
e BH tiveram um aumento da parasitemia e da taxa de mortalidade, bem
como uma diminuicao no titulo de anticorpos, guando foram tratados
no inicio da infeccgao,

Assim, guando a CY foi administrada durante 3 dias ime
diatamente apds a infeccdo, houve um aumento de parasitemia (Fig. 3),
100% de mortalidade enm 20 dias e os antlcorpos somente foram detec—
tados no 159 dia e em niveis multo baixos (Tab. 5) . Por outro lado,

0 tratamento durante 3 dias antes da infeccio provocou SUPressac

significativamente menor do titulo de anticorpos, com a consequente
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io e taxa de mortalidade,

diminuicio da parvasito
Por outro lado, a administracgao de CY na fase crdnica
da infeccdo provocou pequeno aumento da parasitemia (Fig. 5) e 60%

de mortalidade., Quando os animais na fase cronica da iﬂi@gqﬁm Foram

reinfectados e trate com a droga durante 3 dias antes ou apds a

reinfecguo, houve una taxa de mortalidade de 90% e 80% respectivamen
te, em comparagao com a mortalidade nula nos controles apenas rein-
fectades. Além disso, observa~ge gue o grupo tratado com OY antes da
reinfeccac apresentou maior parasitemia em velagio ao tratamento
gggﬁ a ;uinf@ﬁ@ﬁo (Irig. 5y, diferentemente do que ocorrou na fase
aguda, em que maior supressac fol verificada com o tratamento  apbs
a infeccao (Fig. 3). Em cutras palavras, o tratamento com CY previas-
mente & reinfecgao, oluvaria a nivel das oflulas responsiveis pela me
nutengas do controle da infecgido, blogqueando a sua proliferacao de-
terminando assim um maior aumento da parasitemia.

Da nesma maneira, nesgtes animais tratados com CY antes
ou apos o reinfeccao ol observada uma diminuicac no titulo de anti-
corpos para log 1,50 e log 1,80, respectivamente [Tab. &), em relagac
a log 2,70 nos controles apenas reinfectados. No entanto, embora te-
nhamos verificado alta mortalidade e supressio no titulo de anticor-
uma ve~ gue utilizamos "pools"™ de soros e ndo soros individuais.

Da mesma maneira,BRENER & CHIARI (1971) ohservaram an-—
teriormente gue camindongos na fase crénica da infeccao pela cepa CL
de 7. eruzi, quando tratados com agentes IMUNOSSUPressores oomo radia
géo gama ou ciclofosfamida, reverteram 3 fase ayuda apresentando al-
ta parasitemia.

Os animais imunossuprinidos tanto com CY como com HY

2 g = . iy o ot -
no inicio da infecgeao apresentaram no figado e bago um aumento do ni
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mero de ninhos de amastigotas e acentuada diminuigao na reacao infla
matéria (Fig. 4), mostrando portanto, a agao das imunossupressores
sobre as células do infiltrado inflamatdrio, Possivelmente, estas c§
lulas excrceriam um papel protetor, visto gque parece haver uma rela-
Gao inversa entre a intensidade do infiltrado celular e o nimero de
ninhos de amastigotas.

vVarios mecanismos tem sido discutidos sobre o efeito
da CY nos tecidos linfdides e portanto na resposta imune (TURK et al,
1972; STOCKMAN et al, 1973; SHAND & LIEW, 1980). WILLIANS & CHASE
{1976) sugeriram que a CY bloguearia a replicagao de DNA, gue na res
pesta imune sabe-se ocorre na fase proliferativa, ou seja, nos pri-
meiros dias ap6s a administragdo do antigeno. Dai a imunossupressio
pela CY ser mais eficaz quando a droga é administrada logo apds a
imunizacao.

Por outro lado, tem sido demonstrado uma importante
ativagao Policlonal do sistema linfdide logo apds a infeccao pelo
T. eruzi {(ORTIZ-ORTIZ, 1980; CORSINI & COSTA, 1981). Assinm sendo, a
administracac de CY neste periodo de ativagao policlonal impediria
ou retardaria tal proliferagao celular, inclusive de células produ-
toras de anticorpos especificos para o parasita, aumentando assim a
gravidade da infeccdo.

Do mesmo modo, o tratamento de animais no inicio da fa
se aguda da infeccao com a HY nas doses de 10 mg/dia/l0 dias indu-
ziu um aumento de parasitemia, com 100% de mortalidade em 20 dias e
uma supressdao humoral semelhante & obtida pelo tratamento com CY
apos a infecgdo, qual seja, ndo detectou-se anticorpos até o 109 dia
de infecgao. Porém, no 15¢ dia apds a infecgdo o titulo de anticor—
pos verificado nestes animais tratados com HY foi idéntico {log 1,50)

aos controles infectados e nao itratados (Tab., 5}, mostrando portan~



to, que recuperagao da resposta humoral ocorreu tdo logo terminada a
administragao da droga.

Entretanto, gquando o tratamento foi iniciado cinco
dias antes ou dez dias apds a infecgao, ndo houve alteracio na para-
sitemia e taxa de mortalidade, assim também como o tratamento com HY
dos camundongos Fl cronicamente infectados ou entao reinfectados com
a dose letal de parasitas, nao alterou a parasitemia (Fig. 5) e o ti
tulo de anticorpos (Tab. 6).

Os possiveis mecanismos de agao dos corticdides e o ti
po de célula eu que agem, ainda permanecem complexos e conbroversos
(DRACOTT & SMITH, 1979b; FLERREIRA et al, 1973; BENNER & OUDENAREN,
1979; FAUCI, 1975; FAUVE, 1970). Assim, ha autores (CLAMAN, 1972;
COHEN & CLAMAN, 1971b; DRACOTT & SMITH, 1979a) que admitem a acgao
dos corticoides sobre as células B, em contraste com a resisténcia
das células T, porém, LEVINE & CLAMAN (1970) verificaranm que as cé~
lulas T esplénicas sao sensiveis a agdo de corticdides.

Uma vez gue apenas as c¢élulas nao estimuladas pelo an
tigeno seriam corticdides sensiveis (CLAMAN, 1972), isto explicaria
o efeito imunossupressor da HY apenas quando administrada no perio-
do pré-patente da infecgo, da mesma mancira como DRACOTT & SMITH
(1979a) verificaram maior supressao de resposta humoral a hemiceas
de carneiro, quando os camundongos foram tratados com HY um dia antes
da imunizacao com o antigeno.

A supressao pela CY e HY observada nos camundongos BH
na fase aguda da infecgac fol idéntica aguela verificada nos camun-
dongos Fy (Tab. 5).

Portanto, os nossos experimentos de imunossupressao
pela CY ¢ HY também sugerem a importincia dos anticorpos do tipo IgG

no periodo pré-patente, pois a administracio destas drogas no inicio
g
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da infec¢ao provocou supressao da resposta humoral, resultando num
retardo da preodugac de anticorpos, com aumento da parasitemia e mor-
talidade.Estes dados confirmam por outro lado agqueles de BRENER
(1963) de que os corticoides nao modificaram o curso da inf@cgﬁm na
fase cronica.

Nossos experimentos indicam também que os camundongos
infectados apresentaram uma resposta humoral normal ao 7. cruzt, di-
ferentemente do que acontece com antigenos hetertologos, cuja respos-
ta humoral esta suprimida (CLINTON et al, 1975; RAMOS et al, 1978;
CORSINI et al, 1980c).

Concluindo, ﬁugerimos gque as diferentes capacidades
dos hospedeiros em rosponder prontamente a este tripanosoma produzin
do anticorpos do tipo IgG logo no inicio da infecgao, seria determi-
nante para o aestino do hospedeiro.

As diferengas clinicas e/ou patoldgicas verificadas
nos individuos chagisicos, poderiam assim ser explicadas pela dife-
rente resposta humoral do tipo IgG com gque os hospedeiros respondem
ao parasita no pericdo pré-patente da infeccgio.

No entantoe, outros fatores tais como a presenca de cé-
lulas T imunes (CORSINT & STELINI JR.), a base genetica e nutricio-
nal do hospedeiro, sdac provavelmente determinantes do futuro do H05~

pedeiro na infecgaoc pelo Trypancsoma crusi.



5 ~ RESUMC E CONCLUSORS

Neste trabalho verificamos a importincia dos anticor -
pos do tipo IgG na vegposta imune de camundongos de diferentes Tagas
(CBAXC5731/10)F1, BH o BL, infectados experimentalmente com tripomas
tigotas da cepa Y do Yrypancsoma crusi. Para isto observamos:

- a resposta humoral nos animais de diferentes ragas infectados pelo
T, crusi.

= a parasitemia, a taxa de mortalidade e a resposta humcral em ani -
mais das diferentes racas, cuia resposta loune ol suprimida por
esplencctomia ou tratamento com drogas imunossupressoras (hidrocor
tisona e ciclofosfamida) .,

Nossos resultados nos permitem concluir ryLe
1 - Camundongos da raga (CBAXC5781/10}F1 apresentaram grande resig-

téncia & infecgao por 102 tripomastigotas da cepa Y de 7. crusi.
2 - A primoinfeccdo com indculos pequencs de parasitas (102) confe-
re protecac a reinfecgao com doses letais do mesmo parasita, pro
tegav esta observada através da diminuigao da mortalidade, do au
mento no titulo de anticorpos e do estudo histoldgico (auséncia

de infiltrado inflamatdrio e de ninhos de amastigotas nos Orgios).

3 = As drogas imunossupressoras {(ciclofoslamida e hidrocortisona)

provocaram supressac relevante no titulo de anbicorpos, guando
administradas no pericdo pré-patente da infecgio, aoc passo que
esplencctomia nao alterou o curso da infeccio.

4 - Quando as drogas Toram administradas na fase cronica e proximas

d reinfecgdo, a ciclofosfamida causou supressao importante, po-

2 = A resposta humoral ohservada no infcio da infeccao (periodo

pré-patente) nas ragas Iy e Biozzi "Bons" e "Maus"® respondedores,
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e fai

vl determinante do rumo de inteechso pas diferentes ra cas

de camundongos.

Portanto, Les dados sugerem que além da resposta imu

ne celui.o, da base conciica @ nulrvicional e hoswedeivo o dan dife-

rentes yocas do parasilba, o nivel de anticorpos do tipoe gl no inicio

da infecyac é um importante fator no destino do hogpedeiro infectado

pelo T'. vwsd,
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