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Abreviaturas

Fe - ‘crystallizable fragment" - fragmenta sristalizavel da imunaglobulina.

Fab - Mantigen-binding fragment" - fragmento de ligagao da imnunoglobulina ao
antigeno.

BH - Camundaongos Biozzi "Bons" respondedores (Selegao III).

Bt - Camundongaos Binzzi "Maus" respondedores (Selegao III).

CoM. - Lise imune mediada pelo compiemento.

CHu -  Complemento Humano Normal.

SHuN - SﬁgﬁfHumanu Normal.

PES - Solugaa salina de tampan fosfato.

M.M.E. - Meig minimo essencial de Eagle.

rpm - rotagoes par minuto.

SBF - Spro bovino fetal.
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"Nao devemos discutir no intuito de glorificar nomes e teorias, mas so de aprendex"

Galileu
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A impartancia dos protozoarios da familia Trypanosomatidea, incluindo os

tripanosomas africanos, tripanosomas americanos e Leischmania spp tem estimuladn exten

sives estudos, visto que sao responsaveis paor uma variedade de doengas gque ocorrem prin
cipalmente em paises em desenvolvimento (Acha et al, 1980). |

Assim, considerando a ampla distribuicao da Doenga de Chagas pelas Americas
do Sul e Central, e que essa tripanosomiase corresponde a uma entidade mdrbida que occa

siona graves problemas de salde, pode se considerar o Trypangsoma (Schizotrypanum)

cruzi, agente etiologico dessa doenga, como um impsriante tripanosomatides do Navo Mun
do.

Dadaékrecentes indicam que 35 milhoes de pessoas estao infectadas pelo T. gruzi
nas Ameéricas (Brumpt, 1380) das guais 10 - 12 milhoes somente na Brasil {Col1i, 1979;
Bremner, 1981; Dias & Dias, 1982).

£ importante ressaltar, que a tripanpsomiase americana & uma endemis predomi
nantamente rural, embora a migragao de pa:ieﬁtes das érgas rurais, a transmissao pela
transfusao de sangue bem como os casos cnngénitcs, tenham contribuido ﬁara gue o guadro

epidemioldgico sofra profundas modificagoes. Esse problema tem sido analisado par diver

sos autores, com enfase para o movimento migratcrio campo-cidade (Goldbaum, 1979;

Beumpt, 15980; Brenmer; 1980).

Os individuos habitualmente adquirem a doenca atraves da participagao de tria
tomineos, insetos pertencentes a Familia Reduvidae, Sub-familia Triatominas, gue abran
ge um grande numero de gereros s sspecies, sendo que no Brasil, ja foram assinalados
8 generos e 42 espéries (Castro-Filho i Silveira, 1979). Algumas especies mais repre-

- r . i ~ ~ . . .
sentativas dessa familia na transmissso sao Triatoma infestans, Panstromgylus megistus,

Rhodinius prolixus, e sao estritamente hematdfagos e se infectam pela inmgestao de tri-

pdmastigutaa présentes em hospedeiros vertebrados infectados.

4 , - . 4
0 T. cruzi e capaz de parasitar o homem & uma grande variedads de mamiferos
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silvestres, sendo assim mentido nas regioces endemicas. Pertence a Secgao Estercoraria
(Moare, 1972) isto e, aguele grupc de tripanosomas cuja transmissao se faz pelas fezes
do transmissor. U ciclo de vida e o0s estagios de desenvolvimento desse protozoaric tem
sido estudados em mamiferos infectados experimentalmente, bem camo em culturas de teci
dos.

Este parasita permanece no tubo intestinal do inseto onde se diferenciando
para a forma epimastigota se pralifera, e e reponsavel por manter a infec;ga, sendo que

na ultima porgac do tubo digestivo, os epimastigotas passam para a forma de tripomasti

gotas metaciqlinas. Quando esses insetos infectados se alimentam novamente, eliminam
com as fezes essas formas metaciclicas, as quais podem eventualmente infectar o hospe-
deiro vertebrado, através de uma lesao na pele ou ainda atraves das mucosas. Essas for
mas podem invadir as células do Sistema Ret{culo Endotelial, os tecidos nervasos, ou
permanecer no sangue periferico, disseminande assim a infacgao (Goble, 1970).

Embora as manifestagaes clinicas dessa doenga sejam extensivamente estudadas,
a patogenia € ainda bastante controvertida, assim coma os fatores que modulam a relagao
parasita-hospedeirs que sao parcialmente entendidos.

Se considerarmos gue um parasitismo eficaz requer a sobrevivencia mdtua do
haspedeirusg do parasita, pode se dizer gue a longevidade do hospedeiro € consegquida
pela existéncia de mecanismos de resisténcia natural e adquirida. A sobrevivencia do
parasita, freguentemente persistindo em pequeno numerc e por longos perfudas de tempo,
por outro lado, depende de sua capacidade de evasao aos mecanismos de resisténcia do
hospedeim, os quais sao freguentemente letais.

Assim sendo, diferentes mecanismos de “escape" saa propostos para explicar a
péfmanén:ia do parasita por longos periodos de tempo no hospedeiro. Krettli et al

(1980) discutem's possibilidade do mecanismo de "fabulagan" reprasentar uma forma de

mecanismo de escape na infecgao pelo T. cruzi, o gual permitiria a circulagan de tripo
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mastigotas no huspedeira. Nesse mecanismo, fragmentos Fab remanescentes da clivagem de
imunoglobulinas ligadas 2 membrana do parasita, protegeriam os parasitas circulantes
da lise pelo complementc e mascarariam os sitios antigenicaos.

Miranda-Santos & Campos Neta (1981) sugersm gue a presenga de receptores fe
ligados a membrana do parasita, funcionmariam como um mecanismo de "escape". Esses auto
res observaram tambem que saomente os prutnzuérins patogéhicns da Familia Trypanosoma-
tidae examinados apresent asam esse feﬁﬁmenu Eem maior ou menor grau, dependendo da for-
ma estudada.

Ante;iarmente, Santos-Buch & Teixaira (1974) estudaram a possibilidade de fra
goes de 7. cfﬁ;i e de fibras cardiacas possuirem determinantes antigénicos comuns, que
poderiam induzir linfoeitos sensibilizades pelo i, cruzi a atacar e danificar celulas
cardiacas.

0 eurso da infecgao pelo T. cruzi veria com a lirhagem do animal, idade, via
de inoculagao e sexo do haspedeiro (Goble, 1951). Assim, diferentes graus de resistén-
cia a infecgao por este parasita foram cbtidos com a utilizagao de diversas linhagens
de camundongos {(Trischman et al, 1978; Corsini et al, 1980). Anteriorments, Koladny
(1939) j& havia observado gue as infecgoes mais severas sao vistas usualmente em hospe-
deiros mais jovens. Alem disso ja foi demonstrada uma diferenge no curso da infecgao
entre camundongos machos e femeas (Hauschka, 1947). Nas infeccoes causadas pelo

Trypanosgma congolense, Pinder (1984) verificou gque camundongos machos apresentaram

uma maior parasitemia quando comparados as femeas da mesma linhagem isogenica.

Rs uariagaes no purso da infecgaa pelo T. Egggi, igualmente dependem do para
sita, ja que este apresenta diversos tipos de cepas que diferem entre si, com relagano
a virulencia (Goble, 1951; Bremer,. 1965) como por exemplo, cepas Y e Cl diferem neste
aspecto para camundongos Swiss 55 (Bremer et al, 1979) e hfbridus (CBA/] x E57Bl/‘ID)F,I

(Ciampi et al, 1981).
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Essas variagoes entre as diferentes cépaa de T. cruzi foram tambem observadas
por Alcéntara e Bremer (1978) gue investigaram a interagao das formas sanguineas de
T. cruzi pertencentes as cepas Y & C1 com macraofagos peritoniais normais. Esses aufn—
Tes ocbservaram GQue os parasitas pertencentes a cepa Y mastraram ser 20 a 30 vezes mais
infectives, quando comparados aos da cepa Cl. Esses autores sugerem que essa diferenca
pode estar relacionada a uma caracteristica do proprio parasita, pois esses resultados
mao se mostraram alterados quando aumentou-se a razaa parasitas/éélulas, como tambem
nao se alteraram com o sumento no tempo de expnsigén.

Ja que durante o curso dessa infergao, os parasitas sap expostos diretamente
a elementos e%étares da resposta imune, tais mmo anticarpos e células como macréfagus,
e que as formas sanguineas de T. oruzi persistem e se proliferam no interior de fagaci

tos moronucleares (Pizzi et al, 1954) contribuindo assim para a proliferagaa do parasi

ta, 8 interagao entres essas células e os parasitas ¢ de especial interssse.

Sendo assim, varios autores ja estudaram a participagao dos macrofagos neste
tipo de infeccao. Andrade et al (1976) verificaram que o0s blpgueio do sistema fagucfti
co mononuclear com carbono coloidal em camundongos infectados com T. gruzi resultou em
um aumentoc da parasitemia e da mortalidade nesses animais. Resultados s imilares foram

_ ;

obtidos com a utilizacao de silica {(Kisrszenbaum et al, 1874).

Willians et al (1976) estudaram o papel das macrofagos ativados na infecgan

pelo T. cruzi. Assim, camundongos croni camente infectadns com Toxoplasma gondii, gue
posteriormente receheram um inocula de T. cruzi tiveram um decrescimec nas taxas de mor

talidade e um significante aumento na sobrevida desses animais, o mesmo occorreando em

i . i - - , . - A . 4
animais que receberam anteriormente ao T. cruzi, um inoculo de Besnoitia jellisoni.,
Anteriormente, Ortiz-Ortiz et al (1975) verificaram que camundongos inoculados
. i . ~ . a . ’ .
com B.C.G. tiveram uma redugaa na parasitemia e um aumento na sobrevida, apos & 1nocu-

~ . F . ~
lagao com T. gruzi. Outros auteres porem, foram incapazes de demonstrar uma protegao
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por esse metodo (Maff, 1975; Kuhn et al 1975).

Mais recentemente, Almeida et al (1982) observaram gue apos 15 minutos de iﬁtg
ragac com os macrofagos, os parasitas sao interiorizados por um grocesso de fagocitose
e que uma densa substancia amorfa interposta entre o parasita e a superficie celular
foi regularmente observada., Esses autores discutem a possibilidade dessa sushtancia ser
liberada extracelularmente pelos macrofagos, em respasta a uma estimulagao provocada pe
lo parasita.

A participa;gu celular tem sido bastante estudada nesta tripanasnmfaae.
Kierszenbaum & Piermkowisk 1 (1979) verificaram gque camundongos "Null" eram mais suscapti
veis a infec#gﬁ'quandu comparados aos seus controles normais, € que ainda, o transplan-
te de timo de animais isogénicos, conferia aps camundongas "Null® um certo nivel de re-
sisténcia. Esses resultados foram confirmados mais recentemente por lrightsman et al
(1982) que utilizando camundongos "Null' das ragas B57Bl/63, Baib/C, e (Baumﬁlx[%7ﬁu%ﬂq
inoculados com 10% tripomastigotas da cepa Peru, apressntaram parasitemias maiores que
108 parasitas/ml, sugerindo entao que as células T estaoc envolvidas no controle do ni-
vel de parasitemia em todas as linhagens de animais testadas.

Antericrmente, Corsipi & Stelini Jr. (1981) cbservaram gque camundongos
(CBA/J x Dé;El/1D)F1 timectomizados, irradiados e reconstituidos oom celulas de figado
fetal (Camundongos B) foram extremamente mais sensiveis a infecgao pelo T. cruzi. Com
tudn, animais reconstituidos com células T imunes, nao soO sabréviveram a infecgao como
tambem desenvolveram uma baixa parasitemia.

Dutros autores ja haviam descrito a participacac celular, mais precisamente de
linfocitos do bago e de linfonodos de animais imunes, que quando transferidos para reci
pientes singénicos, conferia a esses, uma redugac na parasitemia e nas taxas de mortali

dade. Na tripanosomiase africana experimental foi demonstrada a participagao celular,
L

mais especificamente de linfacitos T, exibindo uma atividade supressora (Jaywardena
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et al, 1977; Corsini et al, 1977}.

Sendo o T. cruzi imunugéniéa, alem da resposta imunme mediada por celulas, a
presenga de anticorpns circulantes em hospedeiros infectados por este parasita foli de-
monstrada por Guerreiro & Machado {1913), gue adaptaram a reacao de'Eordet—Gengou para
a detecgao de anticorpos fixadores de complemento, para o diagndstico da Doenga de Cha-
gas.

Anticorpos contra o T. cruzi tem sido cbservadas em animais infectadas com di-
ferentes cepas deste parasita (Peralta, 1980) bem com em individuas portadores dessa
doenga (Lel:hqk et al, 1970; Magnani et al, 1973), e tambem em individuos sem manifests
coes clinicas.iFife, 1976). Os anticurpas pertencentes a cliasse IgM sao os primeiros a
serem detectados, e sao seguidos por anticorpos do tipo IgB, os guais persistem duran-
te a dhen;a {Vattuone et al, 1973; Gonzales-Cappa, 1973; Hanson, 1976).

A participagac desses anticorpos na resisteéncia contra o parasita foi observa-
da por Culbertson & Kolodny (1938) onde uma protegao foi canferida.é ratos gque recebe-
ram subcutaneamente soro correspondeante a 6% semana de infecggu, antes de receberem o
inoculo de parasitas. Essa protegao foi avaliada por uma diminuigap na parasitemia e nas
taxas de mortalidade desses animais.

Dé mesmo moda, Kagan & Norman (1961, 1962) conseguiram proteger camundongos
contra uma cepa altamente virulenta de J. cruzi administrando sora imune obtido a par-
tirlde animais gque sohbreviveram a2 uma infecgao aguda provocada por uma cepa avirulenta.

Utilizando camundongos Biozzi "Bons" e "Maus" respondedores, Kierszenbaum &
Howard {1976) conseguiram a protegac dos animais Bl pela transferencia passiva, a par
tir do 2° dia de infeccao de soros imunes obtidos de camundongos ED1 gue foram imuniza
dos & que sobreviveram a um desafio com uma dose letal da cepa Y de T. cruzi.

Hanson, {1976} discute a necessidade de transferir soros com altos titulos de

anticorpos. Assim sendo, demonstra que soros obtidos na 67 semana de infecgao mostraram
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-se mais eficazes em conferir prategan quando nmmparadns com os soros cbtidos na 12°
semana de infecgao. Alguns autores (Kagan & Norman, 1961; Krattli & Bremner, 1976;
McHardy, 1977) conseguiram proteger camundongos com a utilizagan de soros de animais
convalescentes.

Consideranda a impartanciz do papel desempenhadu_pelbs anticorpas na resposta
imune, Takehara et al (1980) utilizando fragoes de imunoglobulinas, observaram que sao
anticorpos protetares principalmente as da classe IgG, mais especificamente agueles per
tencentes as sub-classes IgGZa. e IgGZb' |

Earsini et al (1982) tambem demonstraram a impartancia da resposta imune humo-
ral de anticﬁfbds IgG se desenvolvida pele hospedeiro no periodo pré-patente da infecgao,
onde camundongos Biozzi "Bons" respondedoras e camundongos {CBA/3 x ESTBl/1D)F1, respon
dem mais rapidamente a infeccao, enguanto gue camundongos Biozzi "Maus" respondedores
o fazem mais tardiamente.

Na infecgac humana causada por essa tripanusnmfase, ps resultadcs com relagao
as alteragoes nos niveis de imunoglubulinas s3o ainda controversos. Enguanto Lelchuk
et al {1970) descrevem um discretoc aumento nos niveis de IgG durante a fase cronica da
infeccdo, Freitas et al (1976) e Corsini et al (1981} encontraram esses valores em ni-
veis normais.

Na tripanosomiase africana, varios autores ja estudaram a participagan de an-
ticorpos em conferir protegao a animais infectados. Desta forma, Seed {1977) verificou
nque guando anticorpos periencentes as classes IgM e IgG foram testados com relagéa a
esse aspecto, as moléculas de IgG mostraram-se mais eficazes quando comparadas as de
IgM.

Tambsm Murrel (1981), verificou gue soros contra Strongyloides ratti transferi

dos de ratos higerimunes forneciam um significante grau de protegan, e que no fraciona-

mento desse soreo D componente responsavel por essa protegao foi predominantemente a
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fracao IgG1.

A agao de soros imunmes em animais tem sido extensivamente estudada por diver-
sas autores (Kagan & Norman, 15962; McHardy, 1977; Kierszenbaum, 1980). Por outro lada,
efeitos do soro imune "in vitro" sobre as diferentes formas de T. cruzi foram tambem
estudadas, sendo gue estes experimentos podem ser feitos utilizando-se epimastigotas
de :ﬁltura, tripomastigotas de cultura e ainda tripomastigotas circulantes isolados do
hospedeiro infectado.

Assim, Krettli & Brener. (1976) verificaram gue anticorpos presentes no hospe
deiro durante & fase cronica da doenga, se ligam a formas vivas da tripomastigotas, os
quals padem éﬁiutinar sendo este fenomenc dependente da cepa utilizada. A adigao de uma
fonte ativa de complemento neste tipo de reagao leva a uma intensa lise dos parasitas
(Kierszenbaum, 1976).

Budzka et al (1975) observaram que as formas tripomastigotas eram lisadas na
prasenga de: soro de pacientes na fase cronica, soro de camundengos imunizados, ou ain
da, solugaes cantendo gamaglobulinas de camundongos adicionadas de complementc ativo.
Esses autores verificarem ainda gue durante a lise imune das formas sanguineas de
J. pruzi, o complemento foi ativado por ambas as vias, alternativa e cldssice, para as
rasos humanbs, enguants que essa ativagac foi feita pelas via alternativa para ps Gamun~-
dongos.

As formas epimastigotas de T. cruzi sao lisadas por soro fresco de muitas es-
pecies (Rubio, 1956), sendo que a ativagao do sistema complemento para as formas epimas
tigotas foi efetuada pela via alternativa (Nogueira et al, 1977).

Krettli et al {1979} demonstraram gque formas sahgufneas de T. cruzi pertencen
tes a cepas Y r Berenice sao lisadas por soro humane normal, fencomeno que nAao ocorre
para parasitas pertencentes a cepa Cl, a nao ser gue esses parasitas fossem previamente

1

incubadeos com soros de animais obtidos durante e fase cronica da infecgao. Kierszenbaum
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et al (1976) verificaram gue em aves, as sistema de lise das formas sanguineas e media
do pela via alternativa e sugeram ainds gque essa lise ocorra na auséncia de anticorpos,
j@ que essa atividade l{tica foi encontrada em soros obtidos de aves agamaglobulinemicas
em consequéncia de bursectomia ou de tratamento com ciclafosfamida.

Krettli (1978) utilizando parasitas perteﬁcentes a cepa Y isolados de camundon
gos irradiados, os quais nao sao lisaveis pela complemento humana, observou uma intensa
lise desses parasitas apos a incubagaa rom g complemento de galinha, fenomeno similar
ocorrando para tripomastigotas da cepa Cl ps qusis sao resistentes a lise pelo comple-
menta humano,}ﬁsse autor mostrou ainda que a lise dos tripomastigotas sanguinecs pelo
complemento de ;ves, diferentemente da lise pels complemento humano, € independents da
presenga de anticorpos na membrana do parasita.

Krettli, Weis-Carrington e Nussenzuweig (1979) igualmente observaram que a via
alternativa do complemento € a mais importante na lise imune do T. cruzi, j& gue essa
lise foi abolida pela deplegao do fator B ou da Properdina em soros normais utilizados

como fonte ativa de complemento, sendo porém essa atividade restabelecida por guantida

des desses componentes adicionadas ao soro.

Esse mecanismo de lise imune parece nap ser tao efetivo para a morte do parasi
ta durante.a fase aguda da infeccao pelo J. cruzi, Tal fato foi verificado experimental
merite (Krettli et al, 1979; Dalmasso & Jarvinem, 1980) quando comparou-se animais nor-
mais e deficientes em Eq B ES’ sendo que os dois grupeos de animais apresentaram rg fase
aguda da infecgao, igusis niveis de parasitemia e de mortalidade, demonstrando dessa
forme gue esse mecanismo de lise imune parece pouco efetivo para a lise do parasita nes
ta fase.

Cunningham, Craig & Kuhn (1978) anteriocrmente observaram que os haixos niveis

: . L _
de complemento encontrados durante & fase aguda da infecgao nao poderiam favarener s

lise dos parasitas. Por outro lado, durante a fase cronica, a lise imune parece desem-



10

penbar um papel importante em manter baixas as parasitemias, jé gue os niveis de romple -
mento apresentam-se com seus valores normais nessa fase (Riera et al, 1980).

As formas tripomastigotas sanguineas da tripanosomiase americana sag igualmen
te susceptiveis a lise iwmune mediada pelo complemento {Budzko et al, 1975; Kierszenbaum,
1976; Krettli, 1978), e pela citotoxicidade celular dependente de anticorpo (Abrehamsorin
& Dias da Siiwva, 1377, Sanderson et al, 1977; Okabe et al, 1980; Kierszembaum & Hayes,
1980).

Considerando esses fatos pode se verificar a elara participagao da resposta
imune mediada por celulas e da resposta imune humoral na infecgao pelo I, cruzi. A par-
ticipagao da fQSstta imune humoral através da detecgao de anticorpos por imunofluocres-
céncia em testes sorologicos e tambem o xenodiagndstico comtribuem paré o diagnostico
da Doenga de Chagas, principalmente durante a fase cronica da infec;gn. Paor outrc lado,
Krettli & Bremer (1982) verificaram que pacientes submetidos a tratamentos com drogas
ativas apresentavam xenodiagnostico negativo, mas continuavam com os testes sorologicos
positivos. Esses autores discutem a possibilidade de haver ume dissociagac entre as
anticorpos detectados pela tecnica de imunofluorescéncia, e agueles detectados atraves
da lise imune médiada pelo complemento. Assim verificaram que os anticorpos 1iticos nao
eram pfnduzidns contra formas de culturas meortas), ou ainda, por tripomastigotas sangui-
neos fixados pelo glutaraldeido, e sugerem que esses anticorpos sejam direcionados con-
tra os parasitas vivos circulantes no hospedeiro, jé que os pacientes tratados com as
drogas nao mais apresentaram anticorpos liticos em seus soros.

Assim, estudamos neste trabalho, alguns aspectos da resposta imune humoral
primaria e secundaria na infecéaa causada pelo T. cruzi no hospedeiro vertebrado. Utili
zando-se cemundongos Biozzi "Bons" e "Maus" respondedores e ainda as hibridos

{(CBA/J x C Bl/‘LD)F1 avaliamos os niveis de anticorpos IgM e Igh presentes nos soras

57

coletados desses animais.
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Estudamos tambem a agao desses soros sobre as formas sanguines de TI. gruzi,
atraves de reagoes "in vitro" pela tecnica de lise imune mediada pelo complemento huma
rno, e tentamos obter uma carrelagﬁa fam os resultados obtidos atraves daé duas tecnicas
utilizadas, a fim de se observar uma possivel dissocciagao entre os anticorpos liticos
e ug detect afos pela imunaflunrescéncia durante a fasé aguda da infecgao nos camun?nn-

gos Biozzi BH e BL e nos hibridos £,. Para os estudos efetuados durante a fase eranica

[} L i 3 ’ . * v r
utilizou-se somente os hibridas F ja gue esses animals se mpstraram anteriormente re-

1 ]
. ' * z 4 i . g 5 . .
sistentes ao inoculo com 10° parasitas e posterior reinfecgao com 107 formas tripomasti

gotas de T. cruzi (Corsini et al, 1980).



II - HMATERIAIS £ METODDS
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2.1 - Animais

Camundongos albinos Suiss 55 foram letalmente irradiados, recebendo uma dose
de 800 rads de uma Unidade de Telecobaltoterapia modela "Eldorado 78" (fabricante AECL -
Canad4), durante 12 minutos, a uma distancia de BC cm, sempre 12 a 24 horas antes da
inoculagao dos parasitas, recebda ragao ad libitum e agua acidificada 0,001 N,

Foram utilizados ainda camundongos isogenicos (CBA/J x 85751/1U)F1, ESHe/J e
Biozzi "Bons" (EH) e "Maus" (BL) respondedares {Selegao III).

A ca;ﬁnia inicial de camundongos Biozzi, nos foi cedida pelo Dr. (swaldo
Sant'Anna (Iﬁé%itutu Bioldgico - 5aa Paulo) e foram selecionados geneticamente a partir

] + - 4 + . []
de camundongns Swiss 55, atraves da formagao maxima e minima de anticorpos, para o an-

tigeno flagelar de Salmonella typhimurium e Salmonella graniemburg (Sigueira et al,

1976).

UOs animais da raga E3HB/J foram cedidos pela Dra. Thereza L. Kipnis, da Uni-

versidade de Sao Paulo.

Todos os animais de ambos os sexns foram utilizades com 8-10 semanas de idade,
criados e mantidos no Biotérin do Oepartamento de Microbiolagia e Imunologia da Univer

sidade Estadual de Campinas.

2.2 - Cepa de Tripanosoma

foi utilizada a cepa Y (Pereira da Silva e Nussenzuweig, 1953) do Trypanosoma

(Schizotrypanum) cruzi, cedida pelo Dr. Zigman Brener (Belo Horizonte), mantida em

camundongog Swiss 55, por passagens sucessivas no 7% dia da infecgac., A inoculagao era
. N . . .. 4 . .
feita per via intra-peritonial em 5 animals com 12 x 10 formas de tripomastigotas

(Brenmer, 1962).
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2.3 - Infeccan e Reinfeccan dos Camundongos

A infecgao dos animais foi feita utilizando-se samgue de camundongos Swiss 55
no dia do pico parasitemico, coletado pelo plexa braguial em citrato de sddia 3,8%, 0
sangue . foi diluido 40 vezes em Meio Minimo Essencial de Eagle pH 7,2 sem Sorc Bovino
Fetal, e os parasitas comtados em hemocitometra de Neubauer. |

Grupos de 10 camundaongas irradiados, receberam um inocula de 10° parasitas/ml,
enquanta e camundongos (CBA/J x E5781/1D)F1 receberam 100 parasitas,.sendo as reinfec

gaes feitas com indculo de 100.000 parasitas.

2.4 - Melos para a Lavagem e Suspensaa dos Parasitas

Foi utilizado o Mein Minimo Essencial de Eagle (MME) pH 7,2 , sendo que para
os experimentos de lise imune adicionou-se Soro Bovino Fetal (SBF) em concentragas final

de 1%.

Para as reagoes de imunofluorescencia utilizou-se Salina Tamponada com Fosfato
(PBS) 0,1 M.

i

2.5 -~ Parasitemia

A parasitemia fol determinada diariamente, de acurﬁo com o método descrito por
Brener {1962). O sangue foi coletado por pungao da cauda dos animais, tendo-se o cuida-
do de desprezar a primeira gota, colhido em uma pipets de hemoglobina, previamente cali
brada para 5 11, lavada com citrato de sodic 3,8% e colocado em 13mina para microscopio

com laminula 22 % 22 mm.

A contagem fol feita em microscopio Zeiss binmocular, com cbjetiva de 4Ox e
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ocular de 12,5x, contando-se 100 campos, sendo os resultados expressos em media geame
trica considerando-se o desvio padrao.
Brupos de 10 camundongos de cada linmhagem foram marcados nas patas, a fim de

possibilitar o acompanhamento disrio da parasitemia.

2.6 - Soros de Camundongos

0s soros dos camundeongos (CBA/J x 85781/1D)F1 foram coletados através da pun-
;50 da cauda._Desprezandn—se sempre a primeira gota, deixou-se sangrar cada camundongo
separadamente;\é no final, foram feitos "pools" relativos a cada dia de infeccan. Trés
grupos de 40 camundongos cada foram utilizados, segundo o esguema gque segue:

2.6.1 - Un grupo infectado com 10% parasitas, e soros coletados entre o 52 e
952 dias de infecgao, a fim de se estudar a resposta primaria.

2.6.2 - Un grupo infectado com 10? parasitas reinfectados no 422 dia apés a
infecgao, com 105 parasitas, e os soros coletados entre a 52 e ¢ 902 dias de infecgao.

2.6.3 - Um grupa tembém infectado com 102 parasitas, reinfectados no 97° dia
apos a infecgao, com 105 parasitas, e os soros coletados entre o 52 & 1209 dias de in
fécgaa.

Esses 2 ultimos grupos foram programados para se estudar a resposta secundaria.
Os soros de 20 camundongos Biozzi "Bons" e "Maus" respondedores foram coletados entre
o 52 e 202 dias de infeccao. |

Todos os soros foram inativados a 56°C par 30 minutos e estocados a -70°C até

o momento de serem utilizados.
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2.7 - Complemento Humano

Com fonte de complemento humano, utilizou-se soro fresco humano obtido de indi
viduos com imunoflorecencia negativa para T. cruzi. 0 sangue coletada foi deixado a tem
peratura embiente para retragéa do cnégulu, e centrifugado par 20 minutas a 1800 rpm a
49T e separados em volumes de 1 ml, guardados a seguir a -70°C, chomplemsnta fai absqg
.Vidu com 50. ‘¥l de uma suspensac de tripomastigotas, antes de ser utilizado para lise.

Como sara humano mormal, utilizou-se as mesmas amostras, as quais foram inati-
vadas a 56°C por 30 minutos antes de serem utilizadas.

2.8 - Isolamento de Tripomastigotas Sanguineas

D_ismlamento, a sensibilizagao e a lise dos tripomastigotas sanguineos faram
feitos de acordo com o método descrito por Krettli et al (1979). Para o isolamento, o
sangue Toi coletado pelo plexo bragquial de camundongos Swiss 9%, letalmente irradiados
e infectados como descrito anteriormente, em um frasco contendo pérolas de vidro. Apds
a desfibrinagao, o sangue foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos 2 4°G. O soro con
tendo os pafasitas foi coletado e o sedimento ressuspenso em 3 ml de MME contendo 1%
de 5BF, e centrifugado novamente a 1500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Os
parasitas foram coletadns nos dolis sobrenadantes e em seguida fﬁram cancentrados por
Centrifugagan a 2.000 rpm por 15 minutos, a uma temperatura de 4°C e lavados tres vezes
em MME contende 1% de SBF.

e tripumastigutaé foram contados em hempcitometro de Neubauer, e ajustaedos

para um concentragao de & x 105 parasitas/ml e diluidos em MME.
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2.B.1 - Sensibilizacac dos Tripomastigotas com Sora Imune "in vitro"®

0s tripomastigotas que foram obtidos como descritas no item anterior, e ajus-
tados para uma concentragas de &4 x 106 parasitas/ml, foram incubados com 2001 de soro
imure de camundongos nos diferentes dias apds a infecgan. Apds a incubagao por 1 hora

em bapho-maria a 37°C, foram feitas 2 lavagena para a remocgao do excessp de antisorp.

2.8.2 - Lise de Tripumastigutas peloc Complemento Humano Normal "in vitro"

Os .pafaaitas ja sensibilizados pelos sorps foram incubados com 501 de com-

plemento humano (CHU) previamente absorvido com os parasitas, sendo que para os cantra
les foram utilizadas as mesmas preparacoes, porem incubadas com o soro humano normal
(SHUn).

Apos a incubagao em hanho-maria a 37°C por 1 hora, cada preparagao foi conta-
da em hemocitometro de Neubauer. Todos os testes foram feitps em duplicata, sendo a por

centagem de lise determinada do seguinte mado:

7 n? de parasitas apos a incubagao com CHU

% lise = 100 - x 100

n? de parasitas apos a3 incubagao com SHUN

Todos os soros foram titulados, partindo-se de uma diluigao de 1:16, ate uma

diluigao fimal de 1:2048.

2.8.3 - Infectividade dos Tripomastigotas Pre-Sensibilizados pelo Soro Imune

A . . , L . . e
Com o objetivo de se verificar a infectividade dos parasitas pre-sensibiliza-

dus com o soro imume 2 na presenga de complemento humamo, inoculou-se 10 animais
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(CBA/J x C57Bl/1D)F1, E3Hs/J e CBA/J com 0,1 ml da preparagao tripomastigotas - soro

imune ~ complemento, sendo a parasitemia acompanhada diariamente. Como o grupo contrg

le, utilizou-se igualmente 10hibridos F1 inoculados com 0,1 ml de tripomastigotas -

S0T0 imune - sorc humana normal inativado.

0 soro imure vtilizado neste experimento foi um soro pertencente ao 309 dia de

infeccao e a parasitemia foi acompanhade diariamerte como descrito no {tem 2.5.

2.9 - Reagoes de Imunofluorescencia

! ~ i . .y, [ . . ‘
Para as reagaes de lmunofluarescencla, utilizou-se a tecnica descrita RaT Eama_:;

go (1966).

2.9.1 ~ Tampao e Reagentes para as Testes.

Para as lavaéems dos epimastigotas, utilizou-se salina 0,15 M, e para as lava
gens das laminmas e diluigoes dos soros utilizou-se salina tamponada (PBS) 0,1 M.

As diluigoes das comjugados foram feitas em tampan contendo 9,8 ml de PBS e
D;2 ml de émeen 80, com 0,1 ml de Azul de Evans diluido 1:500.

Utilizou~se um conjugado IgG de coelho amti-Igh de camundongo marcado com
fluoresceina (Cappel Laboratories - Cachranville - USA) com um titulo de 1:200. Utili-
zou-se tambem um soro conjugado IgM de coelho anti-IgM de camundongo (Bionetics Labora
tories - USA) com um titulo de 1:40. O titulo dos conjugados foi determinado por titula
goes previas em hloco, com SDst de camundongao F1 coletado no 30° dia de infecgao.

Para montagem das laminas, utilizou-se glicerima tamponada, sendo 9 partes de
glicerina e 1 parte de PBS. A limpeza dessas laminas foi feita com detergente, lavadas

varia vezes em agua destilada e entao guardadas em uma solugao contendo partes iguais
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de etanol-acetona.

2.9.2 - Preparo das Laminas

As formas epimastigotas de T. cruzi faram obtidas no 72 dia de cultura em meio
Lit (Fernandes & Castellani, 1968) s lavadas 3 vezes em salima 0,15 M por centrifugégau,
a 1500 rpm por 15 minutos. Uma pequena parté do sedimento foi coletada em PBS e filtra
da em algodao, fazendo-se entao uma diluicao de 1:10 em salina formolada a 1%, para
cantagem em hemocitometro, para ajustar-se uma conmcentragao final de 3 x 1ﬁ6 epimasti-
gotas/ml. I;hr |

Dessa suspensao, 10 Bl foram colocados nos espagos das laminas para imunofluo
rescéncia, sendo o excesso retirado com uma seringa hipodeérmica. Deixou-se secar as lé
minas a temperatura ambiente, e novamente contou-se os epimastigotas, obtendo-se desse

modo, uma media de 20 epimastigotas por campo.

2.9.3 - Titulagao dos Soros

0s’ soros a SETem titulados foram diluidos em tampgu FBS & 10 w1 foram coloca-
dos nos espacgos das laminas, as gusis foram incubadas em cémara dmida a 37°C par 30
minutos. Hpés BSSE periddc, foram lavadas 2 vezes em égua destilada & 1 vez em PBS, por
um tempa de S minutos para cada lavagem. A secagem foi feita com aux{lic de um secador
de ar quente.

Essas laminas foram incubadas com 10 U1 dos conjugados e novamente incubadas:
em camara umida por 30 minutos a 37°C e entao lavadas como descrito acima. Apds estarem
secas, as laminas foram montadas com glicerina tamponada e observadas em microscopio pa

ks

ra fluoresceéncis Zeiss, modelo Standard RA equipado com lampada HBO W/& e filtro exci-
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tador PG 12, com objetiva de 40x e osular de 12,5x.

Em rada teste utilizou-se como controle positivo, soro de camundongos F1 no
302 dia de infecgao por T. cruzi com um titulo de 1:32, e sorm de camundongos F1 nor-
mais foram utilizados como controle negativo. |

Atfibuiu-se resultado positivo guando os parasitas mostravam evidente colara-
gao fluorescente, gerélmente mais intensa nas paredes celulares e nos flagelas. Réfe—
riu-se comoc negativo os testes com parasitas n;u corados pelo fluorocromo, ou apresen-
tando apenas culoraggn esverdeada, pouco intensa e sem brilho, difusa pelo citoplasma,

Eventuais resultados duvidosos, como ausencia de resultado por material insufi
t:._'i.ént_g:_ ou J_'._nerltf_‘léguac_iq foram J;'Ep_llfli‘l._'..]‘fdt‘zlﬁ, e per.;sj_.stindu a du'vida, para fins de computagao
de dados, foram ponsiderados negativos.

0 t{tulo dos soros foi considerade como o inverso da maior diluigao capaz de

produzir reagan positiva, expresso em lag, ;-

.



I7T -- RESULTADOS
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3.1 - Titulagao dos Soros de Bamurdongos (CHA/1 x C -B1/10)F. e de Biozzi "Bons" e

5

"Maus" respondedores durante a Resposta Humoral Primaria.

A resposta humoral primaria de camundongas (CBA/J x 85791/1D)F1 infectadas
com 10% tripomastigotas, foi medida através da reagao de imnufluoreseéncia ate o 95¢
dis apos a infecgao. Camundangos Biozzi "Hons" s "Maus® respondedores, tiveram a sua
resposta primsria analisads atg o 20° dia apos a infeccaa, jd gue depois desse periodo,
a taxa de mortalidade desses animais se mostrou elevada.

[

3.1.1 - Analise dos Anticorpus pertencentes a Classe IgM.

Para os animais das linhagens F1, BH e BL pode-se obsarvar que os anticorpos
da classe IgM ja sao detectaveis na 52 dia de infecgao, sends que as camundongos BH
apresentam um titulo mais elevado {(log 2,10) quando comparados aos F1 e BL, log 1,80
e log 0,30, respectivamente (Tabela I).

Os camundongos F, mostraram titulos constantes até o 359 dia pera atingirem
um valor maximo na produgao dos anticorpos no 40° dia (log 2,10). Esses valores perma-
neceram em torno de log 2,10 ate o 602 dia, para entao comegar a decrescer a partir
desse periodo {(Figura 1 - Tabela I).

O0s camundongos BH, gque mostraram um.t{tulc bastante slevado jé no 52 dia
(log 2,10) tiveram uma diminuicao gradual nos titulos desses anticorpos ao redor da
29 semana apos a infecgao (Figura 2B).

Os camundongns BL mostracam um titulo consideravelmente baixo no infcio da
infecgao {log 0,30), com um disereto aumento ao fedur da 32 semana (log 1,50 - Figura

28).
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3.1.2 - Analise dos Anticorpas pertencentes a Classe IgG.

A resposta humoral primaria para os anticorpos pertencentes a classe IgG para
08 camundongos F1 (Figura 1) foi relativamente mais baixa na 19 semana apds a infecgao
quando comparada aos camundangus BH (Figura 2B). Enquanto gue os camundongos F1 apresen
taram uma resposta negativa, ou nzo detectdvel no 52 dia apos a infecgao, os cemundan-
gos BH ja apresentaram um t{tulo de log 1,20 (Tebela II).

.Dbservnu-se um aumento gradativo nos titulos para ambas as linhagens, F1 e BH,
sendo a titulo méximo alcangada na 5° semana para os F1 e 3% semana para os BH. Os ra-
mundongos F1‘ﬁérmaneceram com t{tulos consideravelmente altos, em tarno de lag 2,70,
mesmo apos 13 semanas de infencao.

Com relagac aos camundongos BL.(Tabela IT - Figura 2A), igualmente aos F1, nag
apresentaram uma resposta detactéuel no 52 dia, sendo que apos o 10¢ dia esses titules

aumentaram, porem discretamente, quando comparados aos camundongos das linhagens F, e

1
BH.

3.2 - Titulagao dos Sorus durante a Resposta Humoral Secundaria.

s+

;
Com a finalidade de se estudar a resposta humaral secundaria, escolheu-se ani
mais (CBA/J x EE7B1/1D)F1, ja que esses se mostraram antericrmente bastantes resisten-
tes aos indculos com 102 parasitas, fornecendo um padrén de infecgao regular e reprodu
tive em varios experimentos. O cursa de infecgao nesses animais segue rom uma fase agu
da, apresentando um pico parasitémico geralmente ac redar do 112 dia, com um controle
da parasitemia apos esse periodo, sendo possivel detectar-se parasitas no sangue circu-
lante ateé o 3q9\dia. Apos esse pericdo nao se observam parasitas pelos metodos coriven-

cionais, passando entao para uma fase cronica, com uma taxa de mortalidade bastante
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baixa (Corsini et al, 1980),

A reinfecgav foi feita em dois grupos de animais, com doses letais de 10° pa-

rasitas em diferentss periodus, apds uma infecgan prévia com 100 formas,

3.2.1 - Analise dos Anticorpos pertencentes as Classes IgM e IgG para ops ani-

mais reinfectados no 429 dia.

Naop observamos alteracoes nos niveis de produgaa de anticorpos no soro dos
animais F1 que-foram reinfectados no 429 dia. No 402 dia, durante a respesta primaria,
esses titulos estavam em log 2,10 (Tabela I), permanecendo assim ate o 449 dia logo
apds a reinfecgac. Esses t{tulos continiaram em lag 2,10 ate a 80¢ dia (Tabela III -
Figura 3).

ﬂlrespnsta secundaria ficou melhor caracaterizada guando estudamos as anticor-
pos pertencentes a classe IgG. Assim-sendo, esses animais que vinham apresentando um ti
tulo de log 2,70 ate o 40° dia {Tabela II), apds a reinfecgao esses titulos aumentaram
para log 3,30(Tabela III) permanecendo com esses valores ate a 69 semana apos 2 rein-

feccao.

3.2.2 - Analise dos Anticorpos pertencentes as Classes IgM e Igh para ns ani-

mais reinfectados no 972 dia.

Para esse grupo de animais, tambem obieve-se uma resposta secundaria tipica,
pois ns anticorpos pertencentes a classe IgM, gque no 952 dia durante a resposta prima-
ria mostraram um titulo ao redor de log 1,50 {Tabela I), nao sofreram um aumento signi

ficativo apds a reinfencao, {8 que permaneceram em iog 1,50 (Tabels IV - Figura 4).
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Ja os anticorpos pertencentes a classe IgB, esse aumento foi consideravel,
pois no 959 dia os titulos ficaram em log 2,70 na resposta primaria (Tabela II) e somen
te 3 dias spds s reinfecgao abservou-se titulos significantemente mais altos (log 3,30)

persistindoc assim até 3 semanas apds a reinfengae (Tabela IV - Figura &4).

3.3 - Atividade tripanolitica nos Soros de Camundongos

3.3.1 - Analise da atividade tripanolitica nos soros de camundongos

(CBA/] x B1/10)F. e Biozzi "Bans" e "Maus" respondedores durante a

L5z

l" « 4 .
" resposta primaria.

Tripomastigotas sanguineos obtidos de camundongos Swiss 55 letalmente irradis

das, quando incubados com soros de vamupdongos F, e Biozzi "Bons" e "Maus" respondedo-

1
res, seguida da adigao de soro fresco humanmo utilizado come fonte ativa de complemento,
foram lisados. Essa atividade porem variou com relagao a imtensidade de lise nos dife-
rentes dias testados durante a resposta humoral primaria, como tambem para as diferen-
tes diluigoes testadas.

Dsfcamundangus F,i apresentaram ja no 5¢ dia de infecgao anticorpos liticos em
uma diluigao de ate 1:256 (Figura 1), sendo que no 15% dia esse titulp aumenta para
1:2048 com30% de lise. No 332 dia de infeccgan, encontramos a pufcentagem maxima de lise
de 50% nessa diluicao {Tabela Y} e a partir desse dia, sendo que ateé o 952 diz & possi-
vel encontrar-se esses anticorpos em uma porcentagem de 46% para uma diluiggu de 1:256.

Durante toda respusta.priméria, a atividade tripanclitice variou entre os di-
ferentes dias testados e nas diferentes diluigoes testadas, ficando claro pelos resul-

tados apresentados na Tabela V, gue as porcentagens mais altas de lise ocorreram no

33°? dia apos a infecgao.
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Para os camundongos BL, observamos qué a atividade desses anticorpos 1{ticos
segue de um certo modo, um mesmo padrao apresentado pelos nibridos Fﬁ. No 52 dia de
infecgao esses animais apresentaram uma atividade tripanolitica mais alta (Tebela VI),
enguanto que nos F1 nesse mesmo dia, nao se detectou atividade 1itica na diluigaa de
1:1024% (Tabela V). 0s camundongos BH aprasentaram t{tulos de ate 1:1024 no 202 dia apos
a infecgao (Figura 2B).

Ja para os camundongos BL, no 52 e 102 dias obtivemos titulos de 1:128 e
1:512 respectivamente (Tabela VII), com as porcentagens de lise cansideravelmente mais
altas, quandalcnmparadas aquelas obtidas com os hibridos F1 e 08 BH. Esses titulos au-
mentaram no {59‘5 20° dias (Figura 2A - Tabela VII), chegandoc a alcangar uma atividade
tripanalitica de 100% no 20¢ dia apds a infecgao, em uma diluican de 1:16 (Tabela VII).

£ importante ressaltar gue essa parcentagem de lise de 100% nac fol observada

em nenhum dia, tanto para os animais F, como para os BH.

3.3.2 - Analise da Atividade Tripanolitica nes Soros de Camundongos

{CBA/] )*._Ejj,;‘,l?»l/‘l[])l-',= durante a Resposta Humeral Secundaria.

/A
: . . 4.
Considerando que os camundongos F1 apresentaram uma tipica resposta humoral

secundéria, determinada pela tecnica de imunofluoreseencia, para agueles que Toram
reinfectados no 422 dia, bem como para os reinfectados no 97¢ dia com 185 tripanosomas
apos uma primu—infecggo com 10? parasitas, e que apresentaram uma atividade tripanulipi
ca nos sorns coletados durante a respaéta priméria, estudou-se a evolugao dessa ativi-
dade durante a2 resposta humoral secundaria.

Com relagao ao animais reinfectados no 429 dia, nao se constatou a presenga
de uma reapustaadn tipo secundaria para esse tipo de atividade tripanolitices (Figura 3),

pois no 60° dia temos uma porcentagem de lise de 30% em uma diluigap de 1:256
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(Tabela VIII) serdo que encontramos uma porcentagém de 55% de lise nesaa mesma diluigao
nos soros coletados no 602 dia, durante a resposta primaria (Tabala V).

Da mesma maneira, os animais reinfectados no 977 dia nao apresentaram uma res-
posta secundaria para essa atividade tripanolitica, pois nag se cbserva um aumento
significativo nas porcentagens de lise (Tabela IX}. No 95° dia apos a infecgao durante
a resposta primaria, esses animais apresentaram 46% de lise em uma diluigao de 1:256
(Tabela V), e guando reinfectados no 97° dia, esses t{tulos ficam em uma diluigao ao

redor de 1:256, com 55% de lise para 1102 e 120° dias de infecgao.

3.h. - Infectividede dos Tripomastigotas apos a Reacan de lise Imune Mediada pelwo

Complemento (CoML).

Os camundangos (CBA/J x 55781/10)%’1 inoculados com a suspensao de tripomasti-
gotas pre-sensibilizados com o soro imune do 30% dia, seguida da adigao de uma fonte
ativa de complemento, apresentaram parasitemia detectavel no 10° dia de infecgaa, em
um pequeno nimerc de animais e em niveis bastante baixos. Apcs o 102 dia, houve um pe-

) - £ - 3 g A< £ . -~
queno aCTESKIMC COMm um Rumers maximd de 30 parasitas/mm~ ne 12¢ dias apos a infecgao.

Depois desse dia, a parasitemia foi rontrolada, ficando com uma média de 15

, 3 - . . ~ ‘
par331tas/mm ate o 329 dia, sendo que apos ESSE periodo naoc mals se observou parasitas
pelo método visual {(Figura 5).

Esses animais quando incculados com tripomastigotas tratados com sora imune,
mais soro humano nomal descomplementado, correspondendo 8o grupo controle, mostraram
parasitas tambem no 109 dia, porem em niveis mais altos. No 12° dis apds a infecgano,

. CL ;o . 3
ohservou-se um acrescimc na parasitemia, GOm uma media de 180 par381ta5/mm . Do mesmo

modo, esses animais controlaram a narasitemia apds o pico parasitemicao, permanecendo

assim até o 32° dia de infecgao (Figura 5).
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Os camundangos CBA/J que receberam o mesmo indeula dos hibridos F,s sendo que
para g grupo de animais inoculados com & reagag mediada pelo complemento, detectou-se
parasitas no 1092 dias de infecgao, em niveis baixos, zumentando no 129 dia onde encon-
tramos cerca de 70 parasitas/mm3 (Figura 6). A parasitemia foi acomparhada ate o 329
dia, ficando ac redor de 20 a 30 parasitas/mm3.

No grupo de animais controles, os parasitas comegaram a ser detectados no 10°
dia de infeccao, com um pico parasitemico de 320 parasitas/mm3 ocorrendo no 129 dia
(Figura 6). Esses animais permaneceram Com Seus niveis parasitemicos relativamente é;g
vados durante o cursa da infecgao, quando comparados agueles do grupo experimental
(Figura 6), ﬁdhainda guando camparados aocs hibridos F1 (Figura 5).

A infectividade dos tripnmaatigptas.fni testada tambem para os camundongos
pertancentes a linhagem E3He/3. Nesses animais, os parasitas foram detectados na circu
lagao sanguinea no 59 dia de infecgdo atingindo um maximo de 550 parasitas/mm3 no 92
dia para os animais inoculados com pafasitas tratadns pelo soro imune s complemento
(Figura 7}. 0 decréscimo das parasitas foi gradual, onde apos o 139 dia obervou-se uma
media de 50 parasitas/mm3, sendo @ parasitemia detectavel até o 20° dia.

No grupoa de animais controles, a parasitemia teve inicio no 72 dia apos a in-
feccan, aumentando rapidamente no 82 dia onde obtivemos um valor maximo de 370 parasi-
tas/mrn:5 (Figura 7). Esses valores continuavam aumentando para alcangarem uma media de
1400 parasitas/mm3 no 10° dia, correspondendo ao pico parasitémico apos o qual os ani-
mais controlaram a parasitemia, que foi igualmente acompanhada ate o 202 dia apos a

infecgao.
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3.4.1 - Mortalidade dos Animais Inoculadas.

A mortalidade dos animais inoculados com s tripomastigotas sensibilizadgs
Pin vitro" com sorc imune, seguida da adicao de uma fonts ativa de complemento variau
com relagao as diferentes linhagens de animais utilizadas para esse experimento.

Para os camundongos (EBA/J X 55751/1U)F1a nao se observou indices de mortali-
dade durante os 32 diss em gque se acompanhou a parasitemia, sendo gue esses animais vi
veram durante os 6 meses ques se seguiram de Dbservagaa {Tabelas X e XI).

Os animais CBA/J e CaHe/J, considerados mais sensiveis para infecgbes com
T. cruzi, mnéffaram uma taxa de mortalidade no 20° dia de 25% e 50% respectivamente.
Essa taxa elevou-se no 30° dia onde temos 100% de mnrtalidade para os camundongaos
C3HE/J e de 62,5% para os camundongos CBA/J] (Tabela XI).

Nos animais inoculados com a suspensap de tripomastigotas tratados com soro
imune mais soro humano normal descomplementado, a mortalidade foi mais alta, com exces
san feita aos camundongos F1 gue forneceram dados idénticos ap do gxperiments no qual
utilizou-se complemento na reacgao.

Contudo, os camundongos CBA/J e ESHE/J foram extremamente sensiveis a esse
tipo de inocule, onde no 159 dia de infeccan, a ‘taxa de mortalidade foi de 12,5% para
os CBA/J e de 50% para os E3He/3. No 202 dia apos a inoculagae, essa tgxa subiu para
62,5% nos camundongos CBA/J e 75% no E3HE/J, sendo que esses ultimos nao sobreviveram
glem do 23¢ de infecgao.

Do mesmo modo, os animais CBA/J nao sobreviveram apos o 30° dia, ficando esses
2 grupos de animais com uma taxa de mortalidade de 100% no 30° dia apas a infergaan,
diferentemente dos hibridos F1 que apresentaram Lma sobrevida de 100% nos 2 experimen-

tos realizados (Tabelas X e XI).
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Tabela I1I - Niveis Sericos de Imunoglobulinas IgM e Igh detectados durante a resposta

secundaria ao T. cruzi em camundongos (CBA/J x C5,31/1D)F1.

Classe de T{tulo de Anticorpos (log 10)

Hnticorpnsh 4he @ N 509 602 ope
IgM 2,10 _ 2,10 2,10 2,10 2,10
IgG 3,30 3,30 3,30 3,30 3,30

Tabela IV - Niveis Séricos de Imunoglobulinas IgM e IgG detectados durante a resposta
secundaria ao T. cruzi em camundongas (CBA/J x E5q81/1D)F1.

Classe de Titulo de Anticorpas (10910)

. C a

Anticorpos 1002 1102 1209
TgM 1,50 1,50 1,50
IgG 3,30 3,30 3,30

7
/

a) Dias de infecgao.

b) Anticorpos determinados nos soros dos animais F. infectadas com 102 parasitas e
P 1 P

reinfectados no 429 dia com 185 parasitas.

¢) Anticorpes determinados nos soros dos animais Fy infectados com 102 parasitas e

reinfectados no 979 dia com 105 parasitas.
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Tabela X - Mortalidade dos camundongos inoculadas com parasitas sensibilizados com

soro imune adicionados de sarc _humano normal descomplementado,

Linhagem de Dias de infecgao

Camundungosa
10% 158 20¢ 302

Taxas de Mortalidade (%)

CBA/J o 12,5 62,5 100
E3He/3 0 50 75 100
Fy ! 0 0 0 0

Tabela XI - Mortalidade dos camundongos inoculados com parasitas sensibilizados com

soro imune adicionados de uma fonte ativa de complemento humang.

Linhagem de Dias de infecgao

C d b
amundongos . 102 152 one 209

Taxas de Mortalidade (%)

£Ba/] 1} 0 25 62,5
E3HE/CI 0 0 50 100

0 0 0 0
Py

a) Animais inoculados com 107 parasitas sensibilizados com sora imune do 30° dia

de camundongos F1, adicionados de SHuN descomplementado (n = 10).

b) Animais inoculados com 107 parasitas sensibilizados com soro imune do 302 dia

de camundnﬁgos F1, adicionados de CHU (n = 10).
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Figura 1: Cinetica da resposta imune humoral primaria para camundongos

(CBA/D x 85781/1U)F1. Titulos dos soros detectados per imung

fluorescencia para anticorpos da classe IgG ( O—:—=A )
para anticorpas da classe IgM ( O————0O ) e titulos de-
tectados atraves da lise imune mediada pelo complemento

(e-~~-o ).
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* Figura 23 Cinetica da resposta imuneé humoral primaria para camundongos

Biozzi "Maus®™ respondedores (28) e Bionzzi "Bons" respondedo-
res {28). Titulos dos soros detectados por imunuflunrescéncia
para anticorpos da classe Igb ( &—-—O ), para anticorpos
da classe Igh ( O—0 e titulos detectados atraves da

lise imune mediada pelo complemento ( @-———@ )-
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Figura 3: Cinetica da resposta imune humoral. secundaria para camun

dongos (CBA/J x [25.],131/‘II])F1 infectados no dia @ com 100
parasitas de T. cruzi e reinfectados no 422 dia com 10°
parasitas. Titulos dos sorns detectados por imunu-fluure_g_ .
céncia para anticorpos da classe Igh { &—-—A ), para
anticorpos da classe IgM ( O———0 ) e titulos detecta-
dos atraves da lise imune mediada por complemento

( &=———9 ).
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gos (CBA/] x DS7B1/1 [])F1 infectados no dia 0 com 100 parasi
tas de T. cruzi e reinfectados no 0792 dia com 1!]5 parasitas.
Titulos dos soros detectadas por imunofluaresceéncia para an
ticorpos da classe IgG ( &—- -4 ), para anticorpos da
plasee IgM ( O——0O ) e titulos detectados atraves da lise

imune mediada pelo complements ( @&~—-—® ).
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Parasitemia em camundonges (CBA/J x E5781/1D)F1 inoculados com
tripomastigotas sensihilizadns com soro imune seguido da adigao
de soro humano normal descomplementado ( o=@ } e innculados
com tripomastigotas sensibilizados com soro imuna seguido da

adican de uma fonte ativa de complements { &---O ).
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Figura 6: Parasitemia em camundongos CBA/J inoculados com tripomastigntas
sensibilizados com soro imune seguido da adigan de soro humano
narmal descomplementado ( a--4 ) e inoculados com tripomasti-

gotas sensibilizados com sara imune seqguido da adigao de uma

fonte ativa de complementos ( e——@ ).
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Parasitemia em camundongns ESHE/.] inoculados r:ﬁm tripaomas-
tigotas sens;.bi'li;adns com soro imune seguido da adigao de
gorn humano normal descomplementado { —@ ) & inocula-
dos com tripomastigotas sensibilizados com sora imune segui

do da adigan de uma fonte ativa de complementn ( &-—-4B ).
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Dados experimentais tem desmanstrado que a resposta imunalogica humoral, fren
te a infecgoes causadas por diferentes protozoarios de importancia clinica, & um para-
metro muito Util ao se fazer um diagndstico. Esta resposta esta asssociada tanto com a
produgao de imunoglobulines especificas e imunoglobulinas nao especificas (Cohen &
Saduri, 1976).

Ate agora vem sendo utilizado, para fins de diagﬁéstien, a2 pesgquisa de anti-
corpos especificos, demonstrada atraveés de tecnicas soroldgicas ou por meioc de reagoes
de hipersensibilidade imediata ou retardada (Fife, 1971; Cohen & Sadun, 1878}.

Na tripanoscmiase americana, a participagao da imunidade humoral adguirida,
tem sido basténte estudada por diversos autores sob a ponto de vista experimental
(Goble, 1951; Hanson, 1976, 1977; Corsini, 1982).

Desta forma, Kierszenbaun & Howard (1976) demonstraram a participagan dos
anticorpos na resistencia adquiride pelo hospedeiro, na fase aguda da infeccao, onde
camundongos "Maus" formadores de anticorpos (Biczzi et al, 1972) tornaram-se resisten-
tes a um desafic com T. cruzi, apos teram recebido soro imune especifica.

AlEm disso, sabe-se que anticorpo especi{fico na presenga de uma fante ativa
de complemento € letal para formas sanguineas de T. cruzi (Budzke et al, 1975) onde
algumas cepas causam uma agao combinada das vias classica e alternativa (Krettli et al,
1973).

Analisando estes dados, estudamos a resposta de anticdrpns nas fases primaria
e secundaria durante a infecgao pelo T. cruzi, pelos testes com soros obiidos de camun
dongos imunizados, utilizando reagoes de citotoxicidade complemento dependente contra
fnrmés tripomastigotas sangu{neas e reagaes de imunofluorescencia com formas aﬁimasti—

gotas de cultura.

Os resultados por nos obtidos, mostram que o titulo de anticorpos detectados
1
’ ~ ' L L . P . ~
atraves de reagoss de imunofluogrescencia e mais elevado no inicio da infecgao para os
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camundongos Biozzi "Bons' respondedores (BH) do que para os hibridos F1 g Bipzzi "Mzus"
respondedores (BL). Este tipo de cinética observada para os anticorpos da classe IgM
nesses animais, apresentam um comportamento semelhante ao observado anteriormente por
Corsini et al (1982) para as imunﬁglnhulinas pertencentes a classe IgG.

0 aparecimento de anticorpos pertencentes a classe IgM no inicioc da infecgao
jé fui anteriormente demonstrado em pacientes que apresentavam infecgga pelo T. cruzi
(Cerizola, 1977; feixeira, 1978),

Durante & respasta primaria ac T. cruzi, ohservou-se uma acentuada diferencga
na prbdugan dg anticorpos da classe Igh entre gs camundongos BH e BL, nao sendo possi-
vel detectar-ze I'F'SSPS Ultimos aimais anticorpos no 59 dia apds a infeccao. Os valorTes maximos
de prndugan de anticorpos para essas duas linhagens de camundongos, ocorreram no 20¢
dia apos a inoculagao do T. cruzi (Tabela II). Apssar dos camundongos BH apresentarem
uma resposta humoral consideravelmente mais rapida e mais elevada para todos os dias
testados que us camundongos BlL, o indice de mortalidade mao foi alterada, isto &, tity
1los mais altos de anticarpas_néa contribuiram em prolongar @ sobrevida dos animais BH.

Estudos paralelos feitos com camundongos (CBA/J x E57Bl/1D}F1 mostraram gque o
valor maximo de anticorpos do tipo Igh ocorreu mais tardismente, ao redor do 352 dia
sendo possivel detectar-se sinds no 052 dia niveis dessa imunoglobulina. Nos primeiras
dias apns a infecgan, esses animais mostraram niveis baixos de IgG5 guande comparados
aps camundongos BH {Tabela II). Esses resultados estao de acordo com os obtidos por
Krettli (1982) onde anticorpos pertencentes a classe IgG sao de fato detectados mais
tardiamente apos a infecgao.

Esses fatos mos sugerem a importancia da presenga de anticorpos no inicio da
infecgan, onde alguns autores demonstraram uma relativa proteg@o a infecgao pelo
T. pcruzi, através da administragao passiva de soroc imume em camundongos e em ratos

(Kagan & Norman, 1962; Krettli & Bremer , 1976; Kierszenbaun & Howard, 1976; Kolodny,

1938),



39

Mais recentemente, Kierszenbaun (1980) demonstrou gque camundangos atimicas,
altamente susceptiueis ao T. cruzi, controlam melhor a infecgén quands imunizados passi
vamente 24 horas antes de receberem o indculo com esse parasita.

A aelise dos anticorpos pertencentes a classe IgG caracterizou melhor a respos
ta secundaria, tantoc para o grupo de animais reinfectados no 42° dia (Tabelas II e III)
como para o grupo reinfectado no 972 dia (Tabzlas II e IY) cam 105 formas sanguineas
de T. cruzi. Observou-se t{tulos consideravelmente aumentados em relagao a resposta
primaria obtida, sendo que os valores mais elevados foram phtidos no grupo de animais
reinfectados no 42° dia. Tais resultados confirmam a importancia de anticorpos IgG na
resposta humoral durante a infecgao por esse prutnznério.

Takehara & Mota (1979) observaram resultados semelhantes mostrando o papel
protetor para os anticorpos pertencentes as sub-classes IgG28 a IgGZb’ mas nao para os
da classe IgM durante a infecgao por J. cruzi. Em infecgoes causadas por Plasmodium
faleiparum esse aumento nos niveis de imunoglcbulinas ja foi demonstrado, onde adultos
do oeste africano residentes em areas hiperendemicas, mostram niveis elevadas de IgB
e IgM especialmente (Rouwe et al, 19681} .

Recentemente, Grdgl & Kuhn (1985) observaram que os niveis de anticorpos per-
téncentas ; classe Igh foram mals elevados quandn comparados aos da classe IgM para
camundongos 85781/6 (resis tentes) e E3H/He {sensiveis) quandu.infectadns com a cepa
Brasil de T. cruzi.

Fica clara a importancia da pesguisa de imunoglobulinas no soro de individuos,
principalmente nos que residem em sreas consideradas de alto risco, pois constitui uma
maneira de se determinar a fréquéncia de resultados sorclogicos positivos de uma mangi
ra segura visesndo ingquéritos e/ou diagndsticos de varias infecgoes parasitarias.

fis anticorpos produzidos pelo hospedeiro infectado participam de outros even

tos de resposta imune, na tentativa de combater a infecgao pelo T. cruzi. Na presenga
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dé uﬁa fonte ativa de complemento, o8 anticorpos san latais para formas sanguineas de
T. cruzi {Budzko et al, 19759). Dessa maneira, varios autores (Krettli et al, 1979;.
Dalmasso & Jarvinem, 1980; Romeiroc et 21, 1984) tem estudado a importancia do papel de
sempenhado pela lise imune mediada pelo complemento no curso dessa infecgaa. -

A sbordagem experimental para se verificar tal caracteristica, sonsistiu em
determinar-se as porcentagens de lise de tripomastigotas sanguineos cbtidos de camundon
gos previamente irradiados, frente Y soros de diferentes lirhagens de camundongos isoge
nicos, previamente imunizades eom T. cruzi, acrescidos de uma fonte ativa de complemen
to.

Os féédltadus obtidps demonstram que durante a resposta primaria, soros de ea
mundongos (ﬁBA/J X 85781/1[])}‘1 exibem tal atividade tripanolitica ja ne 5° dia de infec
cao, apresentando uma taxa de lise de 61%, em uma diluigao de 1:16, sendo que esta ativi
dade decresce na diluicac seguinte {1:32), atingindo o titulec maximo de 1:256 com uma
taxa de 36% de lise {Tabela V). |

No 102 dia apds a infecgan, as taxas de lise ficam em torno de 60% ate a dilui
cao de 1:128, sendo o titulo maximo para esse dia de 1:256 com 50% de lise. No 152 dia
de infeccao as porcentagens de lise aparecem mais baixas, em torno de 30% para todas
as diluigoes testadas (Tabela V).

A determinaczo de tal indice no soro desses animais no 30° dia mostrou 67% de
lise dos parasitas (t{tulo 1:512) e a diluigao posterier indicuq uma taxa de 30%. No 33°
diz obteve-se lise ao redor de S0% mesmo em altas diiuigoes (titulo 1:1024) e a partir
do 359 dia observa-se uma diminuican nesses indices (55% de lise na diluicao 1:256).

No 90¢ e 95° dias, detectou-se indices de lise significativamente altos apenas em pe-
quenas diluicoes {1:16), com 70% de lise, e o titulo maximo ficou em 1:256 (46% de
lise) no 952 dia, scompanhendo portantc os {ndices maximos do 352 dia apos a infecgaag

{Tabela ¥ - Figua 1).
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Comparando-se os resultados pbtidos nas reag_aes de lise & na titulal;ﬁn de an-
ticorpos da classe IgG, pela técnica de imunofluorescencia (Figura 1), podemos sugerir
a existéncia de cineticas diferenciadas para os 2 tipos de resposta. Emguanto que o an
ticorpo 1{tico exibe uma respostas elevada ja a partir do 59 dia de infecgao, apresentan
do um pico no 33° dia e deppis decrescendo para niveis mais baixos, ohserva-se que os
titulos de IgG detectados pela imunofluorescencia aumentam.gradativamente ate o 35° dia
permanecendo num patamar mais elevado ate o Ultimo dia testada (952 dia).

Para os camundongos Biozzi "Bons" respondedores, o perfil da resposta foi gi-
milar équelesbuhtidma com os hibridos F, no 5° dia de infengaa. Observa~se um decresci
mo nas taxas dellise no 15 dia, para logo em seguida no 202 dia possuirem uma ativida
de tripanolitica de 80% (diluigao 1:16 - Tabela VI). Estes dados se aproximam daqueles
obtidos nas titulagoes feitas atraves da imunofluorescencia, onde o valor maximo de
pruduggu de anticorpos pertencentes a classe IgG tambem ocorzeu no 20° dia (Tabela II).
Nesse caso, o titulo maximo de IgG foi obtido na diluigao 1:512, sendo que na lise imy
ne, esses titulos permanecem ate uma diluigan de 1:1024.

| A correlacac dos anticorpos liticos e feita especialmente com os anticorpos
pertencentes a classe IgG, ja que soros tratados com 2-mercaptoetanol-iodoacetamina
nao reduzii os titulos desses anticorpos {(De-Gaspari & Abrahamsohn, 1983).

Curipsamente, os camundongos Biozzi "Maus" respondedores apresentaram as por-
centagens mais altas de lise em todos os dias testados (52, 102, 158, 20° dias apés a
infeccan) gquando comparados com os camundongos Biozzi "Bons" respondedores. Verifica-
mos portanto, indices liticos mais elevados em todas as diluigoes testadas, sendo gue
no 20° dia, o soroc desses animals apresentou uma atividade de lise de 100%. Esse indi-
ce nao foi observado em nmenhum dia de infecgan nos soros das outras 2 linhagens testa-
das, s hibridos F1 e os BH. ‘

Nao se. ohteve uma correlagao, tambem para os ramundongos BL, entre os resul-
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tados obtidos étraués da imunafluorescencia com agueles chtidos na lise imune, ja que
os camundangos Bi. foram os gue exibiram os titulos mais baixos de 1gG cam um valor ma-
ximc de lag 1,50 aleangado no 209 dia (Tabela II).

Os valores de porcentagens de lise ubfidus durante a titulagaa tlos sgros na
fase aguda indicam que tais soros sao ricos em anticorpos liticos. Esses dados vem mais
uma vez fortalecer a ideéia de que a lise imune mediada pelo complemento pode nag ser
tan efetiva para a morte do parasita nessa fase da infeccao. Embora os soros dos ani-
mais Biozzi "Maus' respondedores possuam um indice de lise bastante elevado, esse fato
rao se traduz em uma maior sobrevida para esses animais, pois segundo Cunningbam et al
(1978), os béi*ds teores de complemento encontrados durahte a fase aguda dificultam a
lise do parasita "im vivo".

Contudo, & possivel que a lise imunoldgica participe na resistencia adquirida
pelo hospedeiro durante a fase cronica da infecgao. Assim, pars camuncdongos F1 tentames
determinar a presenca de uma resposta secundaria para os anticorpos liticos. Para o gru
po de animais reinfectados na 429 dia, as porcentagens de lise permareceram estaveis com
t{tulos de 1:256 ate o 902 dia (Figura 3 - Tabela VIII} ¢ mesmo ccorrendo com o grupo

dos hibridos F, reinfectados no 972 dia (Figura & - Tabela IX).

1

Novamente nao foi passivel correlacicnar os resultados obtidos pelas 2 teécni-
cas utilizedas, sorologis corvencional com epimastigotas fixados e lise imune mediada
pelo complemente com tripomastigotas sangu{neus. Parece-nos qué apesar desses anticor-
nos 1iticos serem mais importantes para o hospedeiro durante a fase cronica da infeccao
(Krettli et al, 1979; Dalmasso & Jarvinem, 1980), e ainda, gue sejam anticorpos perten
centes a classe IgB (De—Gaspari & Abrahamsohn, ﬁ983) eles apreseritam um comportamento
distinto entre si.

Essa diferenga ja foi constatada anteriormente por Krettli & Brenner (1982),

onde esses autores utilizando camundongos infectados com J. cruzi e tratados com
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nitroimidazol mas considerados coma "naoc curados™, mastraram um comportamento diferente
em reiaqau aos anticorpos 1{ticos e os detectados pela imunaflunrescéncia, guando foram
romparados aps camundongus que igualmente foram tratados com a droga e tiveram sua in-
fecgao eliminada. Os animais tratados mas "ndo curados foram resistentes a reinfecgao
pelo 7. cruzi e mostraram altos indices dé anticorpos detectados pelas 2 técnicas. Por
putro lado os animais considerados "curados" nao mais apresentaram anticorpos liticos
em niveis significativos, mesmo apos & meses depois do tratamento, enquanto que os tes-
tes de imunoflusorescencia permansceram positivos para esse mesmo per{adu.

Esae$ dadus podem explicar de um certo modo, o porque da redugau nas taxas de
lise no soro de ;nimais (CBA/J x 05781/1U)F1 em periodos longos de infeccao. Os baixas
nimeros de tripomastigotas circulantes no hospedeiro encontrados durante essa fase,
tausariam uma redugac nas taxas de lise ja que esses anticorpos estariam sendo formados
em direcao as formas vivas circulantes.

£ importante considerar também a sensibilidade de tripomastigotas sanguineos
obtidos de hospedeiros infectados frente a determinados tipos celulares. Kierszenbaun
& Hayes {1980) observaram gque ceélulas linfoides humanas ou murinas exibem a capacidade
de destruir formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen) "in vitro". Esses auto-
res DbSEfVé;BN que a guantidade de parasitas mortos nmac alcangou proporcoes significan-
tes {maior que 2%) a menos que antisoro especifico contra esse flagelédu estivesse pre
sente na reagao.

Sanderson & Souza (1979) descreveram snterinrmente a capacidade. de eosinofilos
de retos em destruir trpomastigotas de T. cruzi "in vitro", em uma reagac aumentada na
presenca de anticorpo especifico. Esses resultados de citoxicidade celular anticorpo
dependente (Kierszenbaun & Hayes, 13980; Sanderson & Souza, 1979), bem como os de cito-
xicidade complemento dependente pox nos apresentados, mostram o envolvimento dos apti-

corpos e:a sensibilidade das formas tripomastigotas de T. gruzi, a lise causada por
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celulas linfoides e também a lise causada prla presenga de uma fonte ativs de complemen
to respectivamente. Embora esses estudos revelem uma sensibilidade "in vitra" das for-
mas tripomastigotas de T, cruzi, nao podemos desrartar a possibilidade desses eventas
ocorrerem no hospedeiro infectado, os queais cnntfihuiriam na redugao das formas circu-
lantes do parasita, contribuindo assim para @ sobrevivencia do hospedeirao.

Considerando que o critério aqui utilizado para se avaliar a atividade tripa-
rolitica dos soros foi de natureza morfologica, ou seja, a perda de motilidade das for
mas tripomastigotas de T. cruzi, adicionaimente estudau-se a capacidade das tripomasti
gotas que foram submetidos a reagao de lise imune mediada pelo complemento, de infectar
diferentes iiﬁhagens isogenicas de camundongos.

0 perfil parasitemico do grupa experimental dos hihridos F1, no gual os para-
sitas foram submetidos & CoML foi acentuadamente menox guando caomparados ao grupo con-
trole (Figura 5), que corresponde aos animais incculados com parasitas tratadas com
soro imune e adicionalmente tratados com SHuN inativado. 0 grupo experimental apressan-
tou o pico parasitémico no 129 dia de infeccao com uma media de 25 parasitas/mm3, en-
quanto que o grupo controle apresentou 180 parasitas/mm® nesse mesmo dia. A parasitemia
permaneceu baixa para ambos os grupos durante os 33 dias de infecgao, perfodo apds o
gual nao mais se detectou parasitas no sangue circulante.

Us camundongos CBA/J, os quais foram tratados da meéma forma, apresentaram
uma parasitemia mais eleveda quando comparados aos hibridos F1, sendo 0 pico parasite-
mico detectado tambem no 129 dia apds a infeccao. Nesse dia, esses animais apresentaram
uma média de 320 parasitas/mm® e 70 parasitas/mm® nos grupos controle e. experimental

respectivamente (Figura 6).
Igual precedimento experimental foi utilizado na determinacao dos niveis de
parasitemia para os camundongos E3He/3. Tais animais foram os que apresentaram a maior
1

suseeptibildade ao inoculo de tripomastigotas sensibilizados pelo soro imune adiciona



45

dos ﬁe soro humano normal descomplementado {Figura 7). Observou-se nesses animais uma
redugao no periodo pre-patente da infecgao, pois ja no 592 dia apds os animais terem re
cebido este inocula, foi possivel observar-se parasitas no sangue circulante, ac con-
trario dos hibridos F1 e das CBA/J que iniciaram a parasitemia no 10¢ dia e em niveis
bem mais baixos. |

Adicionalmente, esses animais tiveram o pico parasitemico no 102 dia, anterior
aos demais, com uma media de 1400 parasitas/mm3. Durante todo curso da infeccao esses
animais tiveram uma parasitemia mais elevada, permanecendo assim até o 202 dia. 0 per-
fil.parasitémicu dos camundongos C3He/3 foi o mais elevado quandep comparados aos outros
grupos de anieais utilizados, 0 grupe de camundongos CzHE/J no qual os parasitas foram
submetidos a CoML, exibiu um pico parasitémico no 99 dia com 550 parasixas/ﬁm3. Os ni-
vels de parasitemia observados nas 3 1linhagens de camundongos testados estao correla-
cionados com os indices de mortalidade determinadns.

Dessa forma, os hibridos F1 gue receberam tripomastigotas sensihilizado cam
soro imune mais uma fonte ativa de complemento, tiveram uma sobrevida de 100% mesmo

apos 6 meses de observagao. Em relagao aos camundongos CBA/J e C,He/J observou-se uma

3
mortelidade de 25% e 50% respectivamente no 209 dia (Tabela XI).

ng diferentes gfupo de animais controles, onde o inodculo correspondis a para
sitas sensibilizados pelo soro imune, adicionados de SHulN descomplementado, os hibridos
F1 50vamente apresentaram uma sobrevida similar ao do gruﬁn experimental (100%). Paor
vutro lado, as linbagens GCBA/J e C3HE/3 mostraram uma maior susceptibilidade a esse ti
po de indculo, uma vez que no 20? dia apcs a inoculagso, a mortalidade foi considera-
velmente alta, com 62,5% para 55 animais CBA/J e de 75% para as D3HE/3 {Tabela X).
Fsses animais ao final de 30 dias apos a infecgao apresentaram 100% de mortalidsde.

Us resultades agul mostrados estao de acordo com équeles obtidos por

Trischmann et al (1978) e Corsini et al (1981) onde diferentes linhagens de ramundongos
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diferem com relagao ao grau de susceptibilidade a infecgao pelo T. cruzi. Mais recente
mente, Wrightsman et al (1982) utilizando camundongas congenicos infectados com

TI. cruzi cepa Peru, ocbservaram que a parasitemia e o tempo de sobrevida eram influencia
dos por diversos genes., Esses autores sugerem que um ou mais genes localizados fora da
regiau H-2 estariam envolvidos em regular o nivel da parasitemia durante a infecgan.
Outros genes ligados ao H-2, estariam envolvidos em determinar a schbrevivencia a esse
tipo de infecgao, e parecem ser inicos aa hapldtipo H-2°.

As diferengas observadas entre a mortalidade e os niveis de anticorpos detecta
das nas linhagens testadas, principalmente no que se referem aos éamundangos Biozzi,
SUGETEM QUB dif;rentes mecanismos imunpldgicos podem participar no controle da infecgao
causada pelo T. cruzi. Embora os camundongos Bipzzi "Bons" respondedores, que tem como
caracteristica uma boa pradu;ED de anticorpos da classe IgG e também altas niveis de
anticorpos liticos, uma alta mortalidade foi observada independente desses fenomenos.
Ja nos snimais Bipzzi "Maus” respondedores, os quais mostram altissimos indices de anti
rorpo litico porem niveis de IgG pouco intensos detectados atraves de imunofluorescen-
cia, igual mortalidade foi detectada. Ambos os fenOmenos parecem sugerir que esses ti-
pos de respostas poderiam estar envolvidos concomitantemente a cutros, em uma tentativa
do huspedeiru em controlar a infeccao ceusada pelo agente invasor, nesse caso a T. cruzi.

Além do mais nossos resultados mostraram gue os tripomastigotas submetidos a
reacao de lise imune mediada pelo complemento e posterior inuculagao dessas formas nas
diferentes linhagens de animais, diminuiu significantemente a sua infectividade, mas
nao a aboliu totalmente.

Aralisando os resultados obtidos, podemos coneluir que nao fol possivel obter
correlagao entre os titulos obtidos através da reagao de imunofluorescencia convencio-
ndal utilizando-52 epimastigotas fixados, nos scros de camundﬁngas Biozzi "Bams® e "Maus"

respondedores e- (CBA/J x 55781/1D)F com agueles obtidos pela reagao do lise das for-

"i’
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mas fripnmastigutas circulantes.,

Verificou-se também que nao houve necessidade de uma reinfecgao para se dbter
titulos elevados de IgG detectados pela técnica de lise, ja que esses titulos permane-
ceram inalterados nns grupos de animals ipaculados uma ou duas vezes.

Nesse casn, parece gue a infecgao primaria induziu uma resposta imune eficaz e
que as reinaculagaes nao deram origem a uma resposta humoral do tipo secundaria. Perai
ra & Krettli {1983) sugerem que, durante a fase cronice da infecgao pelo T. cruzi, a
resposta humoral protetora uma vez instalada se exerce independentemente de reinocula-
coes com o pa;aaita.

Os ¥ééﬂltadns obtidos na titulagaa das soros coletados durante a fase aguda
da infeccao, para camundongos Biozzi "Bons" e "Maus" respondedores e para os hibridos
F1 mostraram gue eSses SOTOS sao ricos em anticorpos 1iticos, confirmando as observa-
coes anteriores feitas por Krettli & Bremer  (1982), onde esses autores sugerem que
tais anticorpos estariam sendo formados "em diregan" a tripomastigotas vivos eirculan-
tes no hospedeiro infectado. Esses anticorpos purém naa desempenham um papel importante
durante a fase aguda da infecgap, onde os niveis de complemento, de E3 e properdina
sao muito baixos {Cunningham et al, 1978; Krettli et al, 1979; Dalmasse & Jarvinen,
1980), explicando assim, a alta mortalidade dos camundongos Biozzi os guais possuem
altos niveis de anticorpos 1i{ti ms. Consequentemente, a lise imune dos tripomastigotas
via.cumplementa "in vivo” estaria de um certo modo "inibida” dﬁrante a fase aguda da
infecgao.

Por outro lado, ja foi demonstrado (Budzko, 1975) evidencias de que fatores
do complemento operam "in viﬁu", onde a deplegan do componente [Izl atraves do fator do
veneno de cobra (CoV) resultou em um aumento na severidade da infecgao aguda em camun-

dongos. 0 mecanismo de lise imune parece-nos nac desempenhar de fato um papel principal

na fase aguda da infeccao pelo T. cruzi, mas participaria talvez da tentativa do hos-
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pedeirn em desenvolver uma resposta imune mais rapida e eficaz. A auséncia dessa res-
posta poderia, de um certo modo, causar um desequilfbrin na resistencia do hospedeiro,
aumentando desta forma a severidade das infecgoes.

€ importante ressaltar ainda que durante a fase aguda da infecggn pelo
T. cruzi, existe também a imunossupressac da resposta imne celular (Kréttli & Lima
Pereira, 1981; Corsini, 1982; Caosta, 1982), & diferentes eventos nessa fase pmdeﬁ favo
rener a sobrevivencia do parasita, com os baixos niveis de complemento, bem como a ha-
bilidade do parasita em sobreviver no interior dos macrofagos. Portanto, apesar dos an
ticorpos estarem sendo produzidos, a mortalidade do hospedeiro e um evento comum nessa
fase. Nossaos ;ééultadns sugerem ainda que as imunoglobulinas detectadas atraves da
reagac de imunofluorescencia utilizando epimastigotas fixados e as detectadas pela lise
imune mediada pelo complemento sao diferentes. Esses resultades sao similares aos j&
obtides por outros autores, os quais demonstraram a presenga em pacientes chagasicos
(Krettli et al, 1982) ou em snimais cronicaments infectados pela J. cruzi (Krettli &
Brener , 1982) de anticorpos gue diferem funcionalmente entre si.

Mais recentemente, Stefani et al (1983) mostraram gue a atividade 1itica no
soro imune esta relacionada com imunoglobulinas de isdtipo IgB, incluindo as sub-clas

!

TG e possivelmente IgG,. Em outro trabalho Krettli et al (1982)

, IgG 3

ses JIglb

95 2824 2b
sugerem gue diferentes sub-classes de imunoglobulinas poderiam participer de uma manei
ra diferente nos testes de lise imune, bem momo em outros testes sorologicos explican-

‘ ] . bl ’ v . . .
tdo assim, a dissociagao por nos observada. E£sses autores discutem a possibilidade da

IgG., desempenhar essa fungao de atividade 1itica, por sua alta capacidade de fixar com

3

plemento.

Fica clara a importancia de se estudar os anticorpos gue participam da lise
imune, a fim de, se tentar elucidar muitos pontos que ainda permanecem obscurps. A pes

quisa desses anticorpos gue dependem da presenga do parasita pode representar um recur
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80 aaicinnal para demonstrar-se a infecgao chagasica ativa. Nesse sentido, Lopes st al,
(1984) detectaram anticorpos liticos, atraves da lise imune mediada pelo complemento,
em 11 liquidos pericadicos obtidos de pacientes chagdsicos falecidos subitamente, ou
por rausas nag relacionadas a Doenga de Chagas, e que estao incluidos em um estudg da
forma indeterminada dessa doenga. |

0 estudo dos anticorpos liticos abre assim perspectivas para melhor conhecer-
-mos a patologia da Doenga de Chagas, contribuindo igualmente na determinagao de infec
goes chagasicas ativas. £ de importancia também g estudo da cronicidade de infecgoes
causadas por prntoznérios, jé que tal estado refiete a existencia de um complexo balan
o, entre a réé%ividada imune do hospedeiro, gue produz respostas humorails potencial-

mente letais para o parasita, e 8 capacidade do parasita evadir, sobrevivendo.



¥ - RESUMD E CONCLUSOES
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Neste trabalho estudamos s presenga de anticorpos liticos contra o T. cruzi,
cepa Y durante a infeccao em camundongos (CBA/J x 85781/1D)F1 e Biczzi "Bons" = "Maus"
respondedores (selaggu III) e correlacionamas os titulos dos soros obtidos atraves da
técnica da lise imune mediada pelo complemento humano com os titulos verificados nas
reagaea de imunofiuorescencia.

Nossos resultades nos permitem concluir que:

1 -:ﬂ resposta humoral para os anticorpos pertencentes a classe IgM foi deter
tada loge nos primeiros dias apos & infecgao somente nos camundongos Biozzi "Bons! res

pondedores. Nos hibridos F, e nos Biozzi "Maus" respondedores esse anticorpa aparece

1
mais tardiaméﬁfe.

2 - Para.os anticorpos da classe IgB, durante a resposta humoral priméria, Ds
camundongos BH foram os que responderam mais rapidamente. Os indices de mortalidade po-
rém foram semelhantes aos das camundongos BL.

% - Durante a resposta secundaria observamos titulos consideravelmente aumenta
dos para os anticorpos da classe IgG, em relagﬁu aons titulbs chtidos durante a respos-
ta piiméria para os camundongos F1. Esses valores mostraram-se aumentados tanto para o
grupo de animals reinfectados no 422 dia, como para agueles reinfectados no 97° dia
apos a primo-infecgao.

4 - A titulacac dos soros pela tecnica da lise imune mediada pelo complemento,
indicou que os sorps de todas as linhagens de animgis testadas-pnssuem anticorpos liti
cos.

5 - Camundongos BL apresentaram altas porcentagens de lise em seus soros quan
do comparados aos F1 e aos BH, principalmente no 202 dia de infeccgao.

& - A reinfecgan nos camundongos F1 nac causou um aumento nos niveis dos anti
corpos liticos, portanto nac se observou uma resposta secundaria, diferentemente do

1

gue ocorreu com as reagoes de imunofluorescéncia.



5

7 - Tripomastigotas sanguineos submetidos a reagao de lise imune mediada pelo
complemento, permanecem infectivos para as 3 linhagens de animais utilizadas. A reagao
de lise diminuiu a infectividade dos tripomastigotas para o hospedeiro vertebrado, mas
.ngu a aboliu cnmpletamente..

Os dados apresentados sugerem gque as imunoglobulinas detectadas atraves da
rea;én de imunofiucrescencia e aquelas detectadas pela lise imune sao diferentes. Este
fato ficou bem caracterizado atraves da analise das titulagoss dos soros de camundongos
Biozzi "Maus" respondedores, os guais apresentam altos titulos de anticorpos liticos,
e niveis baixos de Igh detectados pelo imunofiuorescencia. Outra diferenga observada
foi com relag;b'é resposta secundéria, jé que as.reinfec;ﬁes nao deram origem a8 um au-
mente nos niveis dos anticorpos 1iticos, sendo que através da reagas.de ﬁﬂfﬂflunrescéﬂ

cia, um aumento nos niveis dos anticorpos da classe IgE fol observada.
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