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1. InTrRODUCAO

11-4 IMPORTANCIA DA DOENCA DE CHAGAS E DOS RESERVATO-
RIOS.

A Doenga de Chagas & uma parasitose exclu
siva do continente americanc, nao tendo sido mencionado
infecgao humana, de animais domésticos ou silvestres em
outros continentes Asia, Africa e Oceania, apesar da pre
senga de algumas espécies de triatomineos.

O Taypancsoma chuzd seu agente etioldgico
constitui um dos mais graves problemas de salide plblica
na América do Sul devido a sua ampla distribuicdo geo-
grafica, alta mortalidade nas regides endémicas e gran
de dificuldade em se estabelecer um tratamento especifi
co.

Dados da Organizagao Mundial da Saide (WHO) (1977)
mostram que 35 milhoes de pessoas na América do Sul es
tao expostas a doenca e destas pelo menos 12 milhSes s3o
infectadas. No Brasil acredita-se qgue 6 milhdes de pes
soas sao acometidas pela Doenga de Chagas, devido prin
cipalmente a grande precariedade de vida agravadc pelos

problemas de estruturas sdcio econdmicas e pela ignorég

cia gerada pela falta de esclarecimento as populacoes



nas areas endémicas. Estes fatores fazem com que a Do
enga de Chagas esteja intimamente ligada ao subdesenvol
vimento.

Acredita-se que a Doenca de Chagas era de
inicio uma enzootia de animais silvestres mantida entre
estes por triatomineos também silvestres.

A infecgao era mantida em ecossistemas conm
bidtopos naturais constituidos por buracecs na terra, ro
chas, arvores ou ninhos em diversos locais que servemde
abrigos para animais.

Nestes diferentes bibtopos circulam pelo
menos 8 ordens zooldgicas de animais (Marsupialia, Eden
tada, Chiroptera, Carnivora, Lagomorfa, Rodentia, Prima
ta e Artiodactyla) e mais de 50 espécies de triatomine-
08 {(BARRETO, 1964 e PESSOA e MARTINS, 1977).

E nestes focos naturais onde se processa
certamente o mais importante ciclo para a sobrevivencia
do T. cruzd.

Nesta zoonose a presenga do T. cruzd inde
pende da presenca ou auséncia humana, passando esta a
ter influencia quando se introduz no ambiente natural ,
provocando desequilibrio dos focos silvestres e forman-
do abrigo e fonte alimentar para os triatomineos no am
biente doméstico.

O encontro de mamiferos silvestres natural

mente infectados tem sido mencionado em uma extensa area



que compreende desde os Estados Unidos at& a Argentina.

Intensas investigacoes quanto ao papel
desempenhado por estes reservatdrios na epidemiologia da
boenga de Chagas tem sido realizados (CHAGAS,
1918; ESPINOSA, 1955; DIAS VASQUES, 1960; BARRETO, 1964b;
1965, .1967; DEANE, 1964; MARINKELLE, 1966; ZELEDON et
al., 1970; SILVA et al., 1975).

O encontro de flagelados idéenticos ou mui
to semelhantes ao parasito humano tem acentuado a neces
sidade de investiga¢Oes mais profundas sobre a influén-
cia dos reservatdrios na manutencdo do ciclo silvestre
deste parasita.

BARRETO (1967) comenta que a estabilidade
dos focos naturais representados por mamiferos e triato
mineos silvestres & condigdo essencial para que o T.enu
z4 sobreviva e permanega neste ambiente. Esta estabili
dade pode desaparecer naturalmente ou por interferéncia
humana devido aos grandes desequilibrios ecoldgicos, ou
alteragoes provocadas por este, tais como: colonizacao
e construgao de estradas, derrubadas de matas para explo
ragao agropecuaria e agriculturas, construgoes de usi
nas, etc.

Todas estas atividades ddo origem a situa
¢oes que facilitam a aproximacio de reservatdrios e tria
tomineos silvestres do ambiente humano, favorecendo ain

da mais a domicializagac da doenga, permitindo o inter-



relacionamento do ciclo mantido na natureza e o domici-

liar.

C mecanismo normal e natural de circula-
cao do T. chuzd passa a ser modificado, e o quantoestas
modificacoes interferem nas populagoes de parasitas ain
da @ gquestionavel,

Alguns trabalhos em animais de laboratdrio
tais como camundongos e ratos mostram que cepas de ori
gem silvestre apresentam viruléncia menos acentuada em
relagao 3s cepas humanas. (LEME & COLLARES, 1962 ; NUSSENZ
WEIG et al., 1963; BARRETO et al., 1964; FERRIOLLI & BAR
RETO, 1965; KIPNIS et al., 1983).

O que esta envolvido neste fendmeno & as
sunto pouco esclarecido.

Outro ponto a ser considerado sdo os meca
nismos de equilibrio estabelecidos entre o parasita e
seus hospedeiros, principalmente a nivel celular uma vez
que esta interagac & a responsivel pela sobrevivéncia
deste parasita e a causa de danos no hospedeiro verte-

brado.

1.2 - RESERVATORI0S: SUA IMPORTANCIA NA MANUTENGAO E sO-
BREVIVENCIA DO Trypanosoma cruzi.

Coube a CARLOS CHAGAS (1912) o reconheci-

mento da importancia do estudo dos reservatdrios silves



tres do T. cruzd, guando este encontrou o tatu Dasy-
pus novencinctus naturalmente parasitado.

Mais tarde em 1924, o mesmo autor reconhe
ceu como T. cruzi o parasita encontradc no macaco Saimi
AL scdureus por ABE-ATHAR em 1922 no Para, local onde
nao havia sido descrito nenhum caso de Doenca de Chagas
até entao.

A partir destas publicacdes acreditou~-se
que a Doenga de Chagas era exclusiva de animais silves
tres, tornando~-se posteriormente uma zoonose.

O interesse nas pesquisas dos reservatd-
rios passou a interessar a varios autores e como resul=
tado um grande nlmero de animais tem sido descrito com
infecgao natural.

DEANE (1964) e BARRETO (1965) discutem a
importancia destes animais na sobrevivéncia do parasita
quando questionaram se todos os animais encontrados na
turalmente parasitados seriam reservatorios do T. cruzi
ou somente aqueles cujos parasitas sao virulentos, sen-
do os demaig morfologicamente semelhantes ao T. cruzi
("eruzi-like"). OQuais deles seriam a maior fonte de in
fecgao humana, devido a seus habitos, Indice de infeccio
€ O seu relacionamento com triatomineos e o homem?

Seriam as cepas de T. cruzi originadrias de
animais silvestres e descritas as vezes como avirulentas

para animais de laboratdrio, virulentas para o homem?



Todas estas guestOes ainda nao estido bem
esclarecidas.

De modo geral se diz que os animais silves
tres encontrados naturalmente parasitados ndo apresgentam
sintomas da doenga, dando a impressido de que os tripancs
somas nao sao patogénicos para o hospedeiro.

Ha muito o que ser esclarecido quanto as
relacoes parasita hospedeiro nos animais silvestres.

Estas relagoes sao controvertidas; o que
ocorre para gue determinadas cepas de origem silvestre
isoladas de gamba, morcegos e roedores nio infectem bem
varias espécies de animais de laboratdrio tais como ca
mundongos, cobaias, cao, ou infectem apenas uma destas
espécies, obtendo-se infecgoes leves e passageiras sen
do possivel a partir deste animal transferir a infecgao
para outrosanimais?

Estes dados foram encontrados por CLARK &
DUNN (1932) e DIAS (1935) os quais isolaram cepas de
gamba gque inocularam em camundongos, ratos, cobaias e
caes, sendo que o primeiro autor conseguiu infecgao ape
nas em camundongos e a partir deste transferiu infecgao
para camundonges e caes e o segundo obteve infecgao apa
rente em rato, e a partir deste infectou cobaia, camun-
dongos e caes.

BARRETO et al. (1965) comentam que as ce

pas isoladas por eles,seja de gambad ou roedores, diferem



na capacidade de infectar ratos e camundongos. Algumas

tém preferéncia por ratos, outros por camundongos enquan
to outras infectam indiferentemente ratos e camundongs.,

NUSSENZWEIG, DEANE & KLOETZEL (1962,1963a,b)
compararam a constituicao antigénica de diferentes cepas
de T. cruzi isoladas de diferentes animais, com cepas
humanas, encontrando antigenos comuns entre alogumas de
las. Qual seria o significado destes antige-
nos no contato com o hospedeiro?

Varios animais tém sido descritos como re
servatorios do T. chuzdi, entre eles grande nGmero de roe
dores.

A primeira observagao de um roedor natural
mente infectado foi feita por VILELA (citado por Chagas
1931) o gual encontrou uma cotia naturalmente parasita-
da.

Mas foi CLARK & DUNN (1932) que publica-
ram o primeiro caso de infecgao natural de roedores des
crevendo a infecgao do Sciunrus granatensis morulus.

Desde entac cerca de 50 roedores das vi
rias familias tem sido encontrados infectados na Améri
ca.

Os indices gerais de infecgdes encontra-
dos sao muito variaveis, dependendo da regiao. RIBEIRO
(1971) registrou em Sao Paulo 12,3% para o total de roe

dores examinados, variando os indices especificos entre



12~18%, enquanto MELLO (1980a)cbtive dados inferiores a
0,1%. PIFANO (1969 e 1973) na Venezuela encontrou indi
ces mais altos de 15,8% a 40%, sendo que o Oryzomys con
cofon apresentou 100% de infeccio.

Estes dados mostram que pelo menos em al

guns locais os roedores silvestres contribuem para a ma

nutencac do caridter enzodtico da Doenga de Chagas.

1.5 - Calomys: INFECCRO NATURAL, EXPERIMENTAL E RESIS-
TENCIA.

No Brasil aproximadamente 19 espécies de
roedores silvestres foram encontrados naturalmente in
fectados pelo T. cruzd (BARRETO et al., 1979).

Destas espécies algumas pertencem & fami
lia cricetidae.

Entre os cricetideos descritos naturalmen
te parasitados com maior frequencia no Brasil citam-se
os géneros: Akodon, Nectomys, Zigodontomys e Calomys o
qual @ objeto de nossos estudos.

O género Calomys (Ex-Hesperomys) & autde-
tone da regiao sul-americana.

Este género & de porte semelhante ac ca
mundongo e segundo HERSHKOVITZ (1969) compreende 4 espé

cies: sonellfus, Lepidus, Laucha e callosus. Para este

autor a quinta espécie descrita por MASSOIA & FORNES(1965)



como musculinus & sinbnimo de Laucha e as espécies ten-
ner e expufsos mencionadas por MOOGEN (1952) sio sinodni
mos de callosus,

Na Argentina BASSO et al. (1977) e MORRE-
TI et al. (1980} descreveram as espécies musculinus e
Laucha como reservatdrio do T. cauzi e no Brasil RIBEI-
RO (1973) e MELLO & TEIXEIRA (1977) descreveram a espé-
cie callosus.

O Calomys callosus apresenta ampla distri
buigao geografica, sendo mencionado © seu encontro na
Argentina, Bolivia, Paraguai; no Brasil nas regioes cen
tro-oeste, nordeste e sul (MOOGEN, 1952; MASSOIA & FOR-
NES, 1965; HERSHKOVITZ, 1962; MELLO, 1969; MELLO e MOO-
GEN, 1979).

Em estudos populacionais sobre este roe-
dor realizados por MASSOIA & FORNES (1965) na Argentina
e por MELLO (1977a, 1980b) no cerrado do Brasil central,
este animal mostrou-se abundante aoc contrario dos dados
encontrados no nordeste, onde apesar da ampla distribui
¢ao, este ndo representa a espécie de roedor mais abun-
dante (KARIMI et al., 1976).

Do ponto de vista medico, este roedor foi
reconhecido como reservatdrio do virus da febre hemorri
gica (MASSOIA & FORNES, 1965; JOHNSON et al., 1975), do
T. cauzi (RIBEIRO, 1973 e MELLO & TEIXEIRA, 1977; MELLO

1981 e 1982), e Yersdinia pesids (ALMEIDA, 1973).



10

Os aspectos bioldgicos do C. callosus foi
assunto estudado por PETTER e col. (1967), JUSTINE &
JOHNSON (1970) e MELLO (1977b, 1978), sendo todos estes
autores unanimes em afirmar ser este roedor de facil
adaptagao ao cativeiro com alta produtividade, reprodu-
¢ao durante todo o ano e de facil manuseio.

A importancia do €. callfosus como modelo
experimental foi reconhecida em 1969 por JUSTINE et al.
e em 1975 por JOHNSON et al., guando estes autores usa-
ram-no como modelo experimental na infecgao pelo virus
machupo, sugerindo ser este um modelo para infecgdo crd
nica com virus,

No Brasil BORDA (1972) usou~c como modelo
experimental na infecgao por Schistosoma mansond, enquan
to MELLO (1979/80) estudou sua susceptibilidade a S.man
sond, Plasmodium berghed, Leishmania mexicana, apresen-
tando relativa resisténcia a alguns destes patdgenos.

Trabalhos mais recentes tem sido realiza-
dos usando-o como modelo experimental para Doenga de Cha
gas.

MELLO & TEIXEIRA (1977), MELLO, VALIN &
TEIXEIRA (1979), BORGES & MELLO (1980) e MELLO & BORGES
(1981) acompanharam sua infecgao experimental por cepas
silvestres de T. cruzdi de diversas origens: gamba, roe-
dores, triatomineos observando que apesar dos niveis de

parasitemia seremmaisaltos nos(C. callfosus comparados aos
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camundengos, o0s tripanosomas mostraram-ge mais virulen-
tos para estes Ultimos. Ao contrario se a infecgao for
com cepa humana, estes animals mosgtram parasitemia e pa
rasitismo tissular menor em relacao aos camundongos.

BORGES et al. (1982) acompanharam a infec
cao destes animais por tripanosomas de origem humana (Y
e Berenice) mostrando que existe uma aparente resistén-
cia, com baixa parasitemia, raros infiltrados inflamaté
rios no misculo esquelético e auséncia de ninhos de amas
tigotas. Além disto, mostraram gue a cepa ¥, a qual em
camundongos se comporta como reticulotropica (BRENER,
1965; MELLO & BRENER, 1978), neste roedor era miotrdpi-
ca em concordadncia com os dados mostrados em ratos por
LEME & COLARES (1962) e SOGAYAR (1981).

Isto nos sugere que a agressividade do
parasita & variavel podendo estar relacionada com uma
complexa interagao de resposta humoral ecelular dos hos

pedeiros no controle da infecgao.

1.4 - ImunoLogIA DA DoeEnca DE CHAGAS

1.,4,1 - RESISTENCIA NATURAL

Aves, répteis e anfibios sao refra-
tarios ao T. chruzdi. DIAS (1933), verificou que

guando répteis e anfibios sao inoculados com
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tripomastigotas sanguicolas, os parasitas desaparecem do
local de inoculag¢ao, nao sendo encontrados livres na cir
culagao. Se estes animais eram sacrificados apds 7 di-
as nao era possivel o encontro de amastigotas no tecido.

ROBIO (1956) trabalhando com soro de sapo,
ra e galinha, observou que a agao deste soro.sobre 0Ss me
taciclicos & de lise.

Inoculando aves decomplementadas observou-
se que os parasitas permanecem 24 horas na circulag&ae&
guantc gue nos animais normais apds 1 minuto estes desa
parecem. A bursectomia ou o tratamento com corticoide
nao foi capaz de modificar a susceptibilidade destes ani
mais & infecgdo (KIERSZENBAUM et al.(1976)., NERY GUIMA-
RAES (1972) e NERY-GUIMARAES & LAGES (1972) mostraram
que nao havia sinais de infecgdo em aves provenientes de
embrices infectados, sugerindo uma resisténcia nata pa
ra estes animais.

A resisténcia das aves parece estar rela-
cionada com a capacidade de lise dos soros normais sobre
0s tripomastigotas como observado por NERY-GUIMARAES
(1972) .

KIERSZENBAUM et al.(1976) mostraram que a
lise com soros de aves "in vitro" & resultado da ativa-
gao de C3 e nao envolve Cl, 2, 4, anticorpo ou ions Cé+,

. + . . . ~ .
mas depende de ions Mg , evidenciando ser a ativacao da via
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alternativa do complemento a responsavel pela lise dos
tripomastigotas no soro de aves.

Ha grande evidéncia de que em mamiferos a
resisténcia natural contra a infecgdo por T. cruzi & va
riavel entre espécies e individuos de uma mesma espécie.

A agao litica de soros normais tais como
humano, cobaia, carneiro, rato e hamster sobre formas
epimastigotas e nao sobre tripomastigotas e amastigotas
tem sido descrita (MUNIZ & BURRIELLO, 1945; RUBIO, 1956) ,
o0 mesmo nao ocorre se é usado soro de camundongo. Tra
balhos mais recentes mostraram ser esta lise devida a
capacidade dos epimastigotas ativarem diretamente a via
alternativa do complemento (NOGUEIRA et al., 1975). Nos
pequenos vertebrados (sapo, ra e outros répteis) ha su
gestoes de que o mecanismo de defesa mais eficientes &
a fagocitose pelos macrofagos (DIAS, 1933 e RUBIO, 1956).

Ratos sao descritos como resistentes & in
fecgao por T. chuzdi, desenvolvendo infecgdes menos gra
ves quando comparado a camundongos inoculados com a mes
ma cepa (PIZZI, 1953). Esta resisténcia n3ao parece en
volver o haplotipo H-2, uma vez gue ratos F 344 e Lew
com hapldotipos proximos diferem na suscetibilidade, sen
do o F 334 considerado sem resisteéncia com alta parasi-
temia e mortalidade em relagao ao Lew. (RIVERA - VANDER

PAS et al., 1983)
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Existem também entre os camundongos dife-
rengas individuais e de linhagens guanto a esta infeccao
havendo toda uma gama, desde os resistentes, B10, Balb/c,
CBA/B10.BR, DBA/l, SJL, Ab/H, até os suscetlveis, A, A.BY,
C3H.SW, DBA/2, AKR, C3H, Ab/L, DBA/2 (revisao KRCO & DA

VIiD, 1981).

1.4,2 - MECANISMOS IMUNES ENVOLVIDOS NA INFECCAO

O 7. cruzi & altamente imunogénico tanto
para o homem como para varios animais.,

Embora a maneira como o hospedeiro contro
la a infecc¢ao nao esteja esclarecida, varios autores acre-
ditam que estes mecanismos sejam resultados da resposta
imune suscitada pelo parasita. (KIERSZENBAUM & HOWARD ,
1976; KRETTLI et al., 1976; HANSON, 1977; CORSINI et al.,
1980, 198la,b)

A resposta imune adquirida parece ser im
portante na resisténcia ao T. chruzd, uma vez que o tra
tamento dos animais com imunosupressores (SENECA & RO-
CKENBACK, 1952; KUMAR et al., 1970; BRENER et al. 1971),
irradiacao, esplenectomia (TRISCHMANN et al,, 1978) ou a
deplegao dos linfdcitos T (BURGESS & HANSON, 1980), mo

dificam a resposta do hospedeiro interferindo na parasi
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temia e mortalidade.

Varios animais de laboratdrio tais como
macaco, cao, gato, coelho, cobaia, rato e camundongo se
infectam experimentalmente com T. cauzi; esta capacida-
de de infecgao difere entre eles.

Dentre os fatores responsaveis por esta
diversidade de resposta podemos citar as caracteristicas
proprias do parasita determinando graus de agressivida-
des variaveis em fungdo da capacidade de resposta do hos
pedeiro, e fatores inerentes ao prdprio hospedeiro.

Os animais jovens tem demonstrado menor
resisténcia que os adultos. A constituicao genética do
hospedeiro que influencia o curso da infecgao experimen
tal foi correlacionado em certos casos com a maior ou
menor capacidade de desenvolver anticorpos especificos.
(PIZZI et al., 1954; KIERSZENBAUM & HOWARD, 1976; CORSI
NI, 1980, 1980b)

Camundongos CFI foi um dos modelos experi
mentais explorados no estudo sobre infectividade, viru-
léncia, influéncia da dose e via de inoculagao, Como
demonstram MARSDEN (1967a, 1967b, 1969) e ROSEMBERG et
al. (1969).

Ratos, cobaias, coelhos e cao também tem
mostrado diferengas quanto a resisténcia para infeccdes
por T, cruzi, como demonstra LEME & COLARES (1962), S0

GAYAR (1981), MAYER et al.(1954), TEIXEIRA et al. (1974,
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1975 e 1983), ANDRADE & ANDRADE (1980).

IRISCHMANN et al.(1978), estudando as ba
ses genéticas desta resisténcia em camundongos observa-
ram gque esta nao estd ligada ao complexo de histocompa-
tibilidade principal (H - 2}); o mesmo foi descrito por
WRIGHTSMAN et al. (1982) onde estes autores também infe
rem que o locus H - 2 nao tem efeito sobre o nivelde pa-
rasitemia sendo esta regulada por varios genes. Estes
genes provavelmente interferem na sobrevida dos animais.

Os mecanismos que regulam a infecgao por
T. ¢zl no hospedeiro vertebrado envolvenm fenomenos bio
10gicos que resultam da interagdo de mecanismos de imu

nidade humoral e celular,

1.4.2.A - IMUNIDADE HUMORAL

Um fator importante na defesa do hospedei
ro & o anticorpo.

O animal infectado desenvolve anticorpos
contra o T. cruzd que nas primeiras semanas (fase agu-
da) foi identificado como IgM, apresentando nesta fase
sua maior concentracao. Seu aumento ocorre paralelamen
te com o aumento da parasitemia declinando na fase cro-
nica. Os niveis de IgG sdo mais altos na fase cronica

mas podem também ser detectados nas primeiras semanas,
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permanecendo  estivejg durante toda a fase  cronica
(VANTTUONE et al., 1973; CAMARGO & AMATO NETO, 1974;
CERISOLA, 1977; HANSON, 1977; CANCADO et al., 1979).

TEIXEIRA & SANTOS-BUCH (1974), descreveram
também na fase crdnica um ligeiro aumento de IgA.

Por ser um agente altamente imunogénico,
o T, cruzd estimula os linfdcitos B imunocompetentes a
produzir altos niveis de anticorpos que tém proprie
dades de precipitacao e aglutinacgao frente a epimastigo
ta e tripomastigotas e gue podem ser evidenciados por
reagoes de imunofluorescéncia.

O papel destes anticorpos na resisténcia
a infeccgao pelo T. cruzd, n3o esti bem esclarecido, ha-
vendo indicios de que ele participe na limitagdo da in
fecgao aguda.

A participagao dos anticorpos na protegao da do
enga de Chagas foi evidenciada quando apds  pré-incuba
gao de tripanosomas com soro imune antes da infecgdo,
estes produziram parasitemias e mortalidade menores do
que as obtidas por parasitas normais (PIZZI et al.,
1954; KRETTLI & BRENER, 1976; SANCHEZ & GONZALES-KAPPA,
1983).

KRETTLI & BRENER (1976) dbservaram que exis
te diferenga em relacao &s cepas Y e CL guando incuba-

das com soros imunes. Os soros imunes anti-cepas Y e
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anti-cepa CL aglutinam tripomastigotas Y mas nao os das
cepas CL.

Os parasitas da cepa CL parecem ter meca-
nismos de evasao dos anticorpos ainda nao completamente
elucidados.

KLOETZEL et al. (1977), demonstraram a pre
sen¢a de imunoglobulinas na superficie de formas tripo-
mastigotas e a ocorréncia de "Capping" por parasita da
cepa F.

Apds uma infecgao nao ocorre reagudizacao es
pontanea com novos aumentos dos ulveis de prarasitas.
Reinoculag¢oes do hospedeiro na fase cronica geralmente
nao promovem novos surtos de parasitemia.

O controle da infecgao envolve provavel-
mente a interagao de mecanismos humorais e celulares
uma vez que a interferéncia com estes mecanismos por
drogas ou irradiagcao & capaz de permitir uma exacerba-
¢ao da infecgdo de individuos ji infectados (KRETTLI &
LIMA PEREIRA, 1981).

A participagao dos anticorpos na imunida
de adquirida tem mostrado ser de grande importancia. A
transferéncia passiva de soro de animais na fase croni-
ca para os normais antes da infec¢aoc tem mostrado confe
rir significante protecao.

CULBERTSON & KOLODNY (1938), trabalhando

com ratos e KAGAN & NORMAN (1961, 1962), KRETTLI et al.
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(1976) e McHARDY (1977) usando camundongos obtiveram pro
tegao significante dos animais tratados previamente com
soro imune antes da infeccao.

A transferencia passiva da imunidade humo
ral varia conforme a cepa do parasita utilizada para
inocular os animais. KRETTLI et al. (1976) conseguiram
protegao em animais que receberam soro imune  homdlogo
ou heterdlogo anti cepas Y e CL, quando inocularam para
sitas da cepa Y, poraém esta protecao nao ocorreu contra
0s parasitas da cepa CL.

O mesmo foi descrito em camundongos, por
McHARDY (1977) que observou protecdo contra cepa Y, po
rém apenas discreta protegado contra cepa Tulahuén, guan
do da transferéncia passiva de soro imune.

Mas existem algumas controvérsias na lite
ratura, alguns autores nao obtiveram ¢ mesmo sucesso, mes
mo usando diferentes esquemas de imunizagdo e antigenos,
aléﬁ de soros imunes de diferentes espécies de animais
(cobaias, camundongos e ratos). PIZZI (1961), HAUSCHEKA
et al. (1950), VOLLER & SHAW (1965), KRETTLI (1979), ex
plicam estes insucessos provavelmente devido a varia-
¢oes de acordo com a cepa do parasita, além da classe e
concentragao de anticorpos presentes no soro imune. Se
gundo esta Gltima autora os resultados insatisfatdrios
com a cepa CL sao devidos a capacidade de evasio da res

posta imune destes parasitas.
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Mais um dado que contribui para a afir
macao de gue a resposta humoral & importante no contro-
le desta infecgao foi o obtido por KIERSZENBAIM & HOWARD
(1976) os quais trabalharam com camundongos Biozzi, se
lecao I. Ha duas linhagens destes camundongos, uma com
alta capacidade de produzir anticorpos (H/Se) e outra
com baixa capacidade (L/Se). Quando estes animais fo-
ram infectados com T. ciuzi os bons produtores de anti
corpos mostraram-se mais resistentes, com parasitemia
e mortalidade reduzidas em relacao aos maus produtores
de anticorpos.

Por outro lado o soro imune dos bons pro
dutores de anticorpos foi capaz de tornar mais resisten
tes os maus produtores de anticorpos.

HANSON (1977), mostrou que a queda do ni
vel de parasitas coincide com ¢ aumento de IgG e que o
soro da fase aguda & incapaz de conferir protegdo 3 in
fecgao por T. cruzi. Quanto ao estudo das classes de
imunoglobulinas envolvidas nesta protecao CASTELO BRANCO
(1978) e TAKEHARA et al. (1981), demonstraram no camun-
dongo ser mediada pela IgG, sendo que a {ltima autora
descreveu a subclasse IgG 2b como de importancia funda
mental.

KRETTLI & BRENER (1982) e STEFANI et al.
(1983) sugerem que os anticorpos responsaveis pela pro

tecdo sao os anticorpos responsaveis pela lise mediada
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por complemento.

A importancia da imunidade humoral foi en
fatizada por TRISCHMANN & BLOOM (1980) e SCOTT (1981)
através da transferéncia de células de bago de animais imunes para
O0s normais antes da infec¢ao, obtendo uma relativa pro
tecao. A deplecac dos linfdcitos B desta populacao de
células transferidas, reduziu a capacidade protetora des
tas.

RODRIGUES et al. (1981) mostraram também
que ratos tratados com repetidas injecdes de soro anti-p
aumentam a suscetibilidade i infecgido.

0 exato mecanismo pelo qual os anticor
pes exXercem sua ag§O protetora nao esta claro.

Tem sido sugerido que os anticorpos poden
mediar a ativagao do sistema complemento pela via alter
nativa ou classica (BUDZKO et al., 1975; KRETTLI et al.,
1977; KRETTLI et al., 1979), através da opsonizagao, re
sultando em lise. |

A importancia da lise dependente de anti
corpo e mediada pelo complemento & contraditdria.

BUDZRO et al. (1975), observaram que a de
plegao de C3 pelo veneno de cobra causou exacerbacao da
infeccao em camundongos, com aumento de parasitemia e
mortalidade, sugerindo que o C3 pode ser importante no
controle da infecgao na fase aguda.

Ao contrario KRETTLI et al. (1979), traba
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lhando com camundongo deficiente de C5 e DALMASSO &
JARVINE (13980), usando cobaia deficiente em C4 nio nota
ram diferengas na suscetibilidade destes animais a in-
fecgao por T. cruzd.

Atualmente ha dados mostrando que os anti
corpos podem participar na defesa do hospedairo atraves
da citotoxicidade mediada por célula dependente de anti
corpo (ADCC) pela destruicao dos tripomastigotas%n vitno
(OKABE et al., 1980), o que poderia ocorrer in vivo .

Além disso hd sugestGes de gue os anticor
pos responsaveis pela ADCC s3o os mesmos que promovem
a lise mediada pelo complemento (MARTINS et al., 1982).
Mondcitos fagocitam e lisam os parasitas reccbertos com
anticorpos anti-T. cauz{ (MADEIRA et al., 1979; OKABE
et al., 1980). A interiorizacao pode ser feita via re-
ceptor para Fc presentes nestas células (NOGUEIRA et al.,
1980} .

Segundo NOGUEIRA (1982) a opsdnizagéo dos
tripomastigotas com IgG de soro chagédsico nao altera a
evolugao dos parasitas em macrdfagos, apenas aumenta sua
capacidade de fagocita-los.

A destruicao de amastigotas intracelula-
res de T. chuzdi & intensificada na presenga de anticor
pos anti-T. cruzdi, desde que o macrdfago tenha sido ati
vado por linfocina.

As evidencias descritas acima mostram que
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a imunidade humoral participa da resisténcia a infeccgido
por T. cruzi e esta participacao depende de peculiarida
des dos parasitas em circulacao, variando com as cepas.

Os mecanismos com 0s guais 08 parasitas
conseguem sobreviver num organismo imune sao varios.

Se existe variagao antigénica como no ca
so do T. brucel{ nao foi demonstrado.

A possibilidade de incorporagdo de protel
nas do hospedeiro na superficie dos tripomastigotas tor
nando-os elementos "proprio" foi sugerido por ANDRADE
(1978} .

Outro mecanismo de escape que pode atuar
in vive & o "capping" pelo parasita.

A propria localizacao intracelular do ra
rasita, e no caso do macréfago, o seu escape do vacuolo
fagocitico para o citoplasma  NOGUEIRA & COHN (1976),
MILDER & KLOETZEL (1980) também constituem mecanismos

de escape.

1.4,2.,B - IMUNIDADE CELULAR

0 elemento primario na resposta celular &
o linfdcito T gue se torna imunocompetente durante a in
fecgao.

TALIAFERRO & PIZZI (1955) foram alguns dos

primeiros pesquisadores a sugerirem gue células do sig-
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tema fagocitdrio ou linféides sdo importantes na resis
téncia do hospedeiro ao T. cauzi.

Atualmente sabemos que as células T  sao
responsaveis pela imunidade celular e os mecanismos pe-
los quais elas atuam sao tidos como de agdo direta  so
bre o parasita e celula hospedeiro através da citotoxi-
cidade, além de secregao e liberacao de produtos que
atuam diretamente sobre o parasita e cé&lulas hospedeira.
As células T secretam produtos gue ativam mondcitos e
macrdfagos a fagocitarem e destruirem os parasitas in
tracelulares,

Evidencias da participacao da resposta ce
lular na resistencia adquirida pelo hospedeiro tem sido
observada tanto no homem como em modelos experimentais
infectados com T. chruzi. Estes dados foram confirmados
por varias reagoes An vitno.

A resposta celular aléem de participar dos
mecanismos de resisteéncia do organismo, podem tambéem le
sa-lo (TEIXEIRA & SANTOS-BUCH, 1974; BRAY, 1977).

Evidéncias da participacao da resposta ce
lular 4in vive sao as reagdes inflamatdrias encontradas
na porta de entrada do parasita no organismo hospedeiro
(TORRES, 1930; ROMANA, 1944; TEIXEIRA et al., 1975) e
as reagoes de hipersensibilidade do tipo tardio mediada
por celulas demonstrada tanto no homem (MAYER & PIFANO,

1941; AMATO NETO et al., 1964; TEIXEIRA & SANTOS-BUCH,
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1975) como em animais (GONZALES~CAPPA et al., 1968;
SEAH et al., 1974; TEIXEIRA & SANTOS-BUCH, 1975). Es
tes Gltimos autores mostraram que os animais {cobaia,
macaco, coelho) apresentavam reacdes de hipersensibili
dade tardia e no caso dos coelhos esta atividade estava
correlacionada com os testes {n vitro e foram transferi
das para recipientes normais por células linfdides imu
nes,

ROWLAND & KUHN (1978) nao conseguiram de
monstrar em camundongos imunidade mediada por células
através de reagao de hipersensibilidade ou transforma-
¢ao blastica de linfdcitos in vitao.

Indicagao da presenca de imunidade celu-
lar na infecgao chagdsica foi demonstrado 4n vitro atra
vés da inibigdo da migragido de macréfagos ou linfdcitos
sensibilizados e pela transformacido blastica na presen
¢a de antigeno especifico.

SEAH (1370) observou a inibi¢do de migra
¢ao de macrdfagos quando célula do exudato peritonial
de camundongos imunes foram incubados com antigenos de
parasita.

YANOVSKY & ALBADO (1972) e LELCHUK et
al. (1974) observaram que ha inibicdo da migragio de
leucdcitos de pacientes chagi@sicos na presenca de anti
geno de T. cruzd.

O mesmo fol descritc por TEIXEIRA & SANTOS-BUCH
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(1975) com leucdcitos de coelhos chagasicos crdnicos.

Ao contrario REIS et al. (1976) e RIBEIRO
DOS SANTOS & HUDSON (1980), conseguiram reagoes positi
vas com leucdcitos de camundongos cronicos.

Outra demonstracgdo de imunidade celular
An vitrno foi descrita por TSCHUDI et al. (1972) que ob~-
tiveram a transformagdo blastica com linfdcitos de paci
entes chagasicos cronicos em presenga de antIgeno espe-
cifico. O mesmo fendmeno foi descrito por TEIXEIRA &
SANTOS-BUCH (1975) sobre o estimulo de tripomastigotas
de tecido.

A participagao das células T na resisten
cia do T. cauzi tem sido acentuada pelos trabalhos em
camundongos deficientes de célula T, congenicamente ou

experimentalmente sendo que estes animais apresentam

maior suscetibilidade a infecgdo (ROBERSON et al., 1973;
TRISCHMANN et al., 1978; KIERSZENBAUM & PIENKOWSKI,
1979; BURGESS & HANSON, 1980) .

A participacao da imunidade celular perma
nece questionavel uma vez que estes dados nao discrimi
nam se a célula T tem papel citotdxico ou auxiliam a cé
lula B na producac de anticorpo. A timectomia neonatal
tem apenas retardado o aparecimento dos anticorpos anti
T. chuzi, havendo aumento de parasitemia e mortalidade,
0 mesmo acontecendo com o tratamento com soro anti-timd

cito (ROBERSON et al., 1973; HANSON, 1977).
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A transferéncia de linfdcitos sensibiliza
dos para animais normais & outro dado que demonstra a
participagao das células T na resisténcia 3 infecgao
por T. cruzi.

Esta observagao foi feita por ROBERSON &
HANSON (1974) e SANTOS (1973) que transferiram passiva-
mente células do bago de ratos imunes para animais nor
mais antes da infeccdo, conferindo-lhes razoavel prote
cao.

O mesmo foi descrito por KUHN & DURUM
(1975) em trabalhos com camundongos, obtendo um aumento
sensivel da sobrevida, gquando transferiram células do
bago de animais na fase aguda da infeccao. Também em
coelhos a transferéncia de células mononucleares de ani
mais de fase cronica para animais normais antes da in-
feccao conferiu proteciio aos mesmos (TEIXEIRA & SANTOS -
BUCH, 1975).

A presenga de infiltrados celulares nas
reagoes inflamatdrias de tecidos parasitados por T,
cAuzZ4 sugerem a manifestacao de resposta celular.

Em termos de atividade citotdxica direta
tem sido observado atividade citotéxica contra célula
dos hospedeiros parasitados ou células cobertas com an-
tigenos de T. cruzi (KUHN et al., 1977; RIBEIRO  DOS
SANTOS et al., 1980a).

A importdncia da célula T como cé&lula efe
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tora no mecanismo de resistencia do hospedeiro tem sido

bastante questionada.

SANTOS~BUCH & TEIXEIRA {1974), RIBEIRD DOS
SANTOS et al. (1980b) além de outros, mostram que célu
las T de coelho infectado e de paciente chagisico  tam
agao citotéxica sobre células normais do coragao, agao
provavelmente devido a presenca de antlIgenos comuns en
tre o parasita e as células cardiacas.

RIBETIRO DOS SANTOS et al. (1979) também
descreveram gue soro de chagasico crdnico reconhece neu
ronios.

Anticorpos monoclonais obtidos contra mem
brana de ganglios nervosos (WOOD et al., 1982) reagem
com determinantes antigeénicos de T. chuzi.

RIBEIRO DOS SANTOS & HUDSON (1980a) des-
creveram também a presenca de linfdcitos T citotdxicos
contra ceélulas cardiacas.

O significado destas reagdes cruzadas en
tre antigenos do parasita e células normais do hospedei
ro pode ser devido a existéncia de epitopos comuns. Po
rém, podem existir populagoes de células T que reconhe
cem antigenos do préprio hospedeiro. Isto se daria, atra
vés do ataque das células, recobertas por antigeno do
parasita. A destruic¢ao destas implicaria na alteracao
de sua constituigao, permitindeo a formagéo de um clone

de ceélulas T, com a capacidade de  "autoimunida
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de" (RIBEIRO DOS SANTOS, 1977).

Além dos linfécitos T, os macrdfagos sdo cé
lulas efetoras importantes na imunidade celular.

0 mecanismo de ag¢ao dos macrofagos no con
trole da infecgao por T. cruzd{, tanto se da processan-
do os antigenos e cooperando com linfbcitos como atuan
do diretamente como célula efetora.

Existem dados que mostram a importancia
da cooperagao de macrdfagos e linfdcitos T imunes atra-
vés da participacdo de linfocinas (NOGUEIRA et al., 1978)
onde macrbfagos normais na presenga de linfocinas (pro
duzidas atraveés do cultivo de célula do bago de camun-
dongos imunes sensibilizados com antigenos de T. cruzd)
adquirem atividade tripanocida, atividade esta associa-
da com a capacidade de produzir perdxido de hidrogénio
(NATHAN et al., 1979).

A participagao direta desta célula & vis
ta quando macréfagos de camundongo sao destruidos atra
vés da injegao de silica, observando-se um aumento da
suscetibilidade dos animais (KIERSZENBAUM et al., 1974;
TRISCHMAN et al., 1978).

A participacgao de anticorpo nao parece in
terferir no processo de fagocitose por macrofagos nor-
mais pois o uso de tripanosoma de camundongos irradia
dos e o blogqueio de receptores Fc dos macrbfagos com IgG

antimacrofago ndo impediu a fagocitose (NOGUEIRA & COHN,
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1976; ALCANTARA & BRENER, 1978).

A presenca de anticorpo apenas facilita a
ingestao dos parasitas por macrofagos normais. Ao con-
trario com macrdfagos ativados a opsonizacgac facilita a
destruigao dos parasitas (NOGUEIRA et al., 1980).

A maior ou menor capacidade Qe reconheci
mento dos parasitas pelos macréfagos normais tem sido
descrita como fungao da cepa utilizada (ALCANTARA &
BRENER, 1978; KIPNIS et al., 1979).

Un dos mecanismos que permitiu a scbrevi
véncia do T. cruzd & o fato deste apbés ser fagocitado
conseguir escapar dos fagossomas e multiplicar-se no ci
toplasma dos macrdfagos (NOGUEIRA & COHN, 1976; MILDER
et al., 1977; MILDER & KLOETZEL, 1980).

Macrofagos ativados especificamente ou nao,
mostram~se mais capazes de impedir o desenvolvimento do
T. cruzi em relagao a macrdfagos normais (HOFF,  1975;

NOGUEIRA et al., 1977).

1.5 - MobeLos ExPERIMENTAIS EM DOENCA DE CHAGAS

Varios animais de laboratdrio s3o usados
como modelo experimental em Doenca de Chagas, na tenta-
tiva de esclarecer os mecanismos imunes envolvidos no

controle desta infeccao.
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Estes animais diferem na sua resisténcia
uma vez que apresentam variagoes na suscetibilidade &g
diferentes cepas de T. cruzd{ utilizadas.

Os animais usados mais frequentemente sio
0os camundongos e caes descritos como mais sensiveis, ao
contrario dos coelhos, ratos e cobaias gue se mostram
mais resistentes.

Dentre estes animais o modelo murino tem
sido um dos mais explorados quanto aos mecanismos imu-
nes envolvidos no controle da fase aguda. Conforme ja
mencionamos anteriormente, a participagao da imunidade
humoral através da transferéncia passiva de soro imune
ou de células do bago de animal imune para animais nor
mais (KRETTLI et al., 1976; McKARDY , 1980; TRISCHMANN &
BLOOM, 1980; TAKEIARA et al., 198l1), e o envolvimento
dos mecanismos de cooperacgao celular através da manipu
lagao do sistema imune com drogas imunossupressoras ou
irradiagao além do uso de linhagens isagénicés {BRENER
& CHIARI, 1971; HANSON, 1977) e o envolvimento genédtico
através da participagao do haplotipo H - 2 sao explora
dos neste modelo {(TRISCHMAN et al., 1978: WRIGHTSMAN
et al., 1982),

Os animais cronicos desta espécie sb rara
mente apresentam lesoes semelhantes As humanas.

Como modelo crénico, os cdes  segundo al

guns autores (PELEGRINQO, 1946; ANSELMI et al., 1966;
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ANDRADE & ANDRADE, 1980), mostram cardiopatias muito se
melhantes & humana quando sobrevivem & infeccdo. Os
caes jovens sdo considerados mais suscetiveis a infec-
¢ao em relagdo aos adultos (VILELA, 1924; MARSDEN &
HAGSTROM, 1968).

Os ratos, coelhos, cobaias e macacos so-
brevivem a fase aguda da infecgdo, mostrando parasite
mias discretas e prolongadas além de mortalidade tardia,
quando entao niao se encontram mais parasitas circulan
tes e as alteragoes de tecidos ja se mostram discretas
(BRUMPT, 1913; CULBERTSON et al., 1938; MARSDEN et al.,
1970; FRANCO, 1972; SANTOS~BUCH & TEIXEIRA, 1974: TEI-
XEIRA et al., 1975).

Em todos estes animais principalmente ra
tos e coelhos o envolvimento dos mecanismos humorais e
celulares sao também explorados.

Os coelhos foram sugeridos como um bom no
delo para o estudo da patogenia da Doengal de Chagas
(TEIXEIRA et al., 1975).

Os fatores que modulam a relacao parasita
hospedeiro sao apenas parcialmente conhecidos.

A cepa do parasita é sem divida um dos
principais fatores que determinam o decurso da infec-
¢ao, além da natureza do hospedeiro.

Nao devemos no entanto esquecer gque exis

te na natureza uma grande variedade de outros animais
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que sao reservatdrios do parasita, com mecanismos imuno
16gicos aparentemente mais eficiente devido ao prolon-
gado contato com o parasita e que sao pouco estudados
como modelo experimental, podendo trazer contribuigoes
para o conhecimento desta infecgdo e do seu ciclo natu
ral nos ecotdpos silvestres.

Os gambas sdo reservatdrios do T. cruzd
(DEANE, 1957; DEANE, 1958) e tem sido introduzido como
modelo experimental, tendo ligeira infeccao com baixa
parasitemia, além disto os flagelados isolados destes
animais apresentam baixa viruléncia (DEANE et al., 1983).

Um dado interessante mostrado por DEANE
et al. (1984) foi o encontro do ciclo extracelular do
T. cruzi em glandulas anais deste animal criado em labo
ratdorio e infectado experimentalmente.

Além deste reservatdrio os roedores sil-
vestres também tém sido introduzidos como modelo experi
mental deste protozoario.

O C.calfusus & um destes animais, que estd
sendo criado em cativeiro e tem mostrado aparente resis
téncia as infecgdes por cepas humanas e silvestres  em
infecgoes experimentais (MELLO et al., 1979; BORGES et

al., 1980}, como comentado anteriormente.
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1.6 - OBUETIVO DO TRABALHO

Os reservatorios de T. cauzd sdo pouco ex
plorados como modelo experimental.

0 C. callesus representa um destes reserva
torios.

Os trabalhos experimentais anteriores sdbre
Doenga de Chagas mostram que o animal possui uma aparen-
te resistencia a infeccao por cepas humanas e silvestres
deste protozoadrios quando comparado aos camundongos Swiss.

Este estudo foi elaborado com a finalidade
de tentar esclarecer se mecanismos imunoldgicos estao en
volvidos na relativa resisténcia & infeccao do Cafomys.

De inicio como nada se conhece sobre o sis
tema imune deste animal e sabendo através da literatura
sobre outros modelos experimentais, que a ciclofosfamida
& capaz de atuar sobre populacces de célula T e B, depen

dendo do esquema de dose utilizada, resolvemos:

1. Fazer um estudo sobre a agao e modulagao de diferen
tes doses de ciclofosfamida sobre o sistema imune humoral
deste animal, acao esta medida pela capacidade de produ
zir anticorpos contra hemacias de carneiro, para estabe-
lecer um esquema de tratamento capaz de nos dar um mode
lo imunoldgico com resposta humoral fécilitada e com imu

nossupressao.



35

2, Estudar os fenomenos imunes humorais envolvidos no
controle da infecgao por T. cruzi usando como dado basgi-
Co o mesmo esquema de tratamento com ciclofosfamida uti-
lizado para resposta contra hemicias de carneiro.

A participagaoc destes fendmenos imunes humorais se
rd avaliada através da contagem do nimero de parasitas
circulantes, estudo da cinética de anticorpos e mortali-
dade dos animais inoculados com T. cihuzi e tratados ou

nao com diferentes doses de ciclofosfamida.

3. Verificar a agao protetora dos soros hiperimunes
especificos, contra indculo do parasita em animais imunos

suprimidos.

4. Comparar a agao de imunossupressio sobre a cepa Y
(de origem humana) e as cepas M226 e Costalimai (de ori-

gem silvestre).
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2. MATERIAL E METODOS

2,1 - ANIMAIS

]l - C. callosus

Foram utilizados animais de uma coldniaman
tida no Instituto de Medicina Tropical de Sic Paulo da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sac Paulo.

Esta colonia foi iniciada com alguns ani-
mais provenientes de uma linhagem estabelecida a partir
de animais silvestres capturados pela Dra. M.D. MELIO prd
ximo a Brasilia e denominada de Canabrava.

Os animais de ambos sexos, com idade entre

30-40 dias e peso variando entre 18 e 24 gq.

2 - CAMUNDONGOS

Usamos camundongos Biozzi (selegdo I) bons
(H/Se) e maus (L/Se) respondedores de anticorpos para
hemacias de carneiro mantidos no Instituto de Medicina
Tropical de Sao Pauloc - F.M.U.S.P.

O peso dos animais de ambos o0s sexos, que
serviram como controle nas experiéncias com hemicias de
carneiro, estava entre 25 - 40 g e a idade entre 3 a &6

meses.
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2.2 - TRATAMENTO coM CICLOFOSFAMIDA (cC1)

Ciclofosfamida CI (Enduxan-Pravaz) foi dis
solvida no momento do uso em Agua bidestilada estéril e
inoculada via intraperitoneal (i.p.) nos C. callosus nas
céncentragﬁes de 20, 100, 200 ou 400 mg/kg de peso, no
dia -1 ou +5 apds o estimulo antigénico confcrme protoco
lo dependendo da experiéncia (TURK et al., 1982; IOC et al

L 4

1981; DUTHU et al., 1980).

2.3 - SUSPENSAO DE HEMACIAS DE CARNEIRO

A suspensao de hemacias de carneiro (HC)
mantida em solugao Alsever foi lavada em tampao fosfato
0,15 m pH 7,2 e a concentragao ajustada por contagem em
camara de Neubauer para 25 x 108/m1 sendo inoculado i.p.

8 , . _
5 x 10" /animal nos dias 0, +5 ou +10 dependendo da expe

riencia.

2.4 - ANTICORPOS

O sangue foil colhido individualmente com
pipeta Pasteur pelo plexo retro-orbital nos dias 0, 5,9,
14, 20, 27 e 37 dias apds o estimulo especifico. Deixa
do & temperatura ambiente para coagular sendo os soros
anti-hemacias ou anti-T. ciuz.i congelados a -70°C até o

momento de uso.
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2.5 - TITULACAD DOS ANTICORPOS

Os anticorpos anti-hemicias de carneiro ou
anti~T. ciuz{ foram determinados pela aglutinacao direta

com antigeno especifico.

2.5,1 - ANTICORPOS ANTI-HEMACIAS DE CARNEIRO

A titulagao procedeu-se em microplacas sen
do colocado 25 ul de soro diluido seriadamente em tampao
fosfato 0,1% de gelatina e ¢ mesmo volume de hemacias de
carneiro diluidas em tampao fosfato 0,1% de gelatina, na
concentragao de 108 hemacias/ml, contagem procedida em
camara de Neubauer.

As placas foram deixadas por 2 horas a tem

peratura ambiente quando entao procedeu-se a leitura.

2.5,7 - ANTICORPOS ANTI-T. chuzdi

Para titular estes anticorpos foram usados
como antigeno tripomastigotas sanguicolas da cepa Y, co
lhidos no 79 dia da infecgao de camundongos imunossuprimi
dos com 200 mg de CI/Kg.

O sangue infectado foi colhido através de
puncao cardiaca e transferido para frasco com pérolas de

vidro para desfibrinar.
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Em seguida fol centrifugado 1 minuto a
2000 x g e deixado 15 minutos em banho-maria 37°C para
separagdo dos parasitas colhidos no plasma.

A concentracao dos parasitas foi ajustada
para 4 x 106 tripomastigotas/ml em camara de Neubauer.

A reagao foi feita em lamina usando 20 ul
de soro diluido em salina com o mesmo volume de tripomas
tigotas na concentragao acima referida.

As laminas foram deixadas em clmara umida
por 40 minutos e a leitura feita em microscdpio &ptico.

Considerou-se como positiva a maior dilui-

¢ao onde se formavam grumos com no minimo 3 parasitas.

2.6 - ParRASITAS : OBTENCAO E CONTAGEM

Trés cepas de parasitas foram utilizadas.
A cepa Y de origem humana (SILVA e NUSSENZWEIG, 1953) M
226 de (., caflosus (MELLO et al., 1979) e Costalimai de
triatomineo silvestre (MELLO & BORGES, 1981).

Os parasitas foram mantidos por passagens
seriadas em C. caffosus imunosuprimidos com CI 200 mg/kg.

O sangue obtido por pung¢ao cardiaca em ci-
trato 3,8% e a contagem procedida pelo método de BRENER

(1962).

O nimero de parasitas ajustados para 2 x

104/m1.
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2.7 - InNFECCRO

0 C. callosus tratados ou ndo com CI foram
inoculados via intraperitoneal (i.p.) com 4 % 103 parasi
tas obtida como descrito no item 2.6,

A parasitemia foi acompanhada por 30 dias para
as cepas Y e 60 dias para as cepas silvestres.

O nlmero de parasitas circulantes foi de-
terminado pelo exame de sangue colhido da cauda dos ani

mais 3 vezes por semana e o numero determinado de acordo

com BRENER (1962).

2.8 - OBTENCAO DO SORO IMUNE

O soro imune para transferéncia passiva foi
obtido de C. caflosus inoculados com 10° parasitas/animal
da cepa Y, recebendo reindculo conm a mesma dose apds 30
dias e sangrados 7 dias apds a segunda dose, sendo entdo esto

cados a -70°C até o momento de uso.

2,9 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

2.9,1 - EFEITO DE DIFERENTES DOSES DE CI NA RESPOS

TA HUMORAL PARA HEMACIAS DE CARNEIRO (HC)

Grupos de C. calfosus receberam diferentes
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doses desta droga (20, 100, 200 ou 400 mg/kqg) administra
da dia -1 sendo o estimulo com HC dado dia 0.

Grupos nao tratados consistindo de C. cad
fosus e camundongos Biozzi H/Se e L/Se O0s quais foram usa
dos como controle em todas as experiéncias com HC, rece~
bendo apenas HC na mesma dose.

Os animais foram sangrados individualmente
pelo plexo retro-orbital como ja descrito, para obtencao
de anticorpos especificos nos dias indicados.

A cinética de anticorpos foi acompanhada
por 37 dias conforme descrito anteriormente, através da
titulagao dos mesmos pela aglutinacio direta com hemici-

as de carneiro.

2,9,2 - ACAO DE DUAS DOSES DE CI SOBRE O SISTEMA

IMUNE .

Para avaliar a manutencao do efeito da CI
por tempo mais prolongado grupos de C. calfosus foram tra
tados com 20 ou 200 mg de CI/kg no dia -1 ou nos dias -1
e +5 sendo estimulados com HC dia 0 conforme mencionado
anteriormente, praticando-se a hemaglutinagao individual

mente conforme mencionado.
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2.9.3 - DURAGAOC DO EFEITO DA CICLOFOSFAMIDA

O tempo de agao da droga sobre o sistema
imune dos animais foi avaliado usando animais imunos supri
midos com 20 e 200 mg CI/kg no dia -1 e estimulados nos
dias 0, +5 ou +10 com HC.

A obtengao dos anticorpos especificos e o
estudo da cinética dos mesmos procedeu-se como ja descri

to.

INFLUENCIA DA RESPOSTA HUMORAL, ALTERADA POR CICLOFOSFA-
MIDA, EM CONTROLE DA PARASITEMIA,

2,9.4 - EFEITO DE 20 e 200 MG/KG C1 NA RESPOSTA HU

MORAL PARA T. cruzdi E NIVEIS PARASITEMICOS.

Para avaliar se o tratamento com as doses
acima produz o mesmo efeito descrito para HC nos anima-
is, diversos grupos de (. caflosus foram tratados com a
droga dia -1, recebendo o estimulo com T. cruzi no dia0,

nas doses ja mencionadas.
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A cinética de aparecimento dos anticorpos
€ O controle da parasitemia foram analisados conforme re
ferido anteriormente. Sendo feitos grupos separados e

concomitantes para cada experiéncia.

2,9.5 -~ EFEITO DE DUAS DOSES DE 20 MG/KG CI NA RES
POSTA IMUNE HUMORAL, CONTROLE DA PARASITE-

MIA E MORTALIDADE.

Animais foram tratados com 20 ng/CI dia -1

ou -1 e +5 e inoculados com T. chuzi dia 0.
O efeito de baixa dose de CI no controle da
infecgao foi avaliado como j& descrito através do acompa-
nhamento da producdo de anticorpos evolugao de parasite-

mia e mortalidade, sendo a Gltima observada por 30 dias.

2.9,6 - BFEITO DE DUAS DOSES DE 200 MG/KG CI SOBRE

A RESPOSTA IMUNE HUMORAL, CONTROLE DA PARA

SITEMIA E MORTALIDADE.

A cinética de anticorpos foi acompanhada
dpenas para os animais inoculados com a cepa Y, conforme

descrito em 2,5.2.
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Na parasitemia e mortalidade este efeito
foi avaliado em animais tratados inoculados com a cepa Y,
M226 e Costalimai de acordo com o protocolo ja descrito.
O controle de mortalidade consistiu de ani
mais nao infectados que receberam dose Gnica (dia -1) e

duas doses de CI (dias -1 e +5), sem infecgao.

2.9,7 - TRANSFERENCIA PASSIVA DE SORO IMUNE

O soro imune obtido contra a cepa Y de 7.
cruzi. foi segundo item 2.8.

O grupo experimental constituiu-se de Calo
mys nas condigoes padronizada, imunossuprimidos com 200
mg/kg CI no dia ~1. No dia 0 os animais receberam 0,3 il
de soro imune (i.p.), 3 horas antes da infeccdo com 4000
Y/animal.

Os controles consistiram de animais imunos
suprimidos ou nao, que receberam soro normal antes da in
fecgao e grupos apenas infectados.

A parasitemia foi acompanhada de acordo com

o método ja descrito.

//

Cada grupo experimental apresenta o resul-

tado de no minimo 2 grupos de 10 animais.
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2,10 - METoDO ESTATISTICO

Devido a grande variacdo individual entre
0s animais para titulo de anticorpos e nivel de parasite-
mia, optou-se pela analise nao paramétrica dos dados.

Como medidas que caracterizam a distribui-
géo dos dados em cada grupo nos diversos dias de medida,
foram calculados a mediana (Md), o posto médio (Ri) e os

percentis e P75. Nos graficos, as barras superio=-

P25
res representam P25 e P75, ou seja, dois pontos equidis~-
tantes da mediana, e que substituem na pratica, o desvio
padrao.

As comparagaes entre os grupes em cada um
dos dias de medida nos diversos experimentos foi realiza-
da utilizando-se a prova de KRUSKAL-WALLIS para mais de
duas amostras independentes (HOLLANDER & WOLFE, 1973).
Foi calculada a estatistica H com distri

buig¢ao de Qui-Quadrado com K-1 graus de liberdade, onde

K € o numero de grupos comparados,

A hipbtese de nulidade testada foi Hy: nao
existe diferenga entre os grupos. Esta hipdtese foi re
Jeitada (caso onde existe diferenca entre os grupos) quan

do o nivel de significancia associado 3 estatistica H

sob HO foi p < 0,05.

Quando 0,05 < p < 0,10 foi referida tendén

cia 4 diferenga.
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No caso de ser rejeitada HO (p < 0,05) fo

ram calculadas as diferencas minimas significativas para
O contraste entre as medidas dos psotos dos grupos, o gue
possibilitou a classificag@o dos grupos.

A comparagao entre os diversos momentos de
medida dentro de cada um dos grupos foi feita graficamen-
te, pois como o mesmo animal & medido em diferentes momen
tos existe uma estrutura de dependéncia entre as medidas,
© que torna dificil a anilise estatistica destes dados.

Esta andlise se complica ainda mais quando
se constata que alguns animais morrem ao longo do expe
rimento.

A comparagao entre as proporgdes de morta-
lidade nos diversos grupos foi efetuada utilizando-se o
teste de Qui-Quadrado para as proporgoes de positividade
em tabelas binomiais, onde m & igual ao nimero de grupos

(FLEISS, 1973).
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3. ResuLTADOS

EsTupo pa RESPOSTA IMUNE HUMORAL A HEMACIAS DE CARNEIRO,

3.1 - EFEITO DE DIFERENTES DOSES DE cicLorosramipa (CI) so

BRE A RESPOSTA IMUNE HUMORAL PARA HEMACIAS DE CARNEL
ro (HO).

Os resultados do efeito de diferentes doses
de CI sobre a resposta humoral dos animais estimulados com
hemadcias de carneiro (HC), estao expostos na FIG. 1A e 1B.

Observa-se na FIG. 1A que nagqueles tratados
com baixa dose de CI (20 e 100 mg/kg) houve uma tendéncia
ao aumento de anticorpos, sendo esta mais acentuada no 5¢
dia apds o estimulo. Neste dia os animais que receberam 20
mg mostraram titulos de anticorpos superiores aos tratados
com 100 mg (p < 0,001) sendo que a analise estatistica n3o indi-
cou outras diferencas significativas, porém graficarente ha tendéncia
evidente de aumento dos anticorpos em relacao ao grupo controle  como
pode se ver na Fig. 1B, Esta tendéncia,
a facilitagao de resposta humoral comegou a desaparecer no
9¢ dia, e no 209 dia estes grupos nac diferiam do grupo con

trole, estando os niveis de anticorpos praticamente muito
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proximos (FIG. 1B).

Nos grupos imunossuprimidos com alta dose de
CI (200 e 400 mg) a resposta humoral ndo diferiu entre esg—
tes grupos, ambos apresentando imunossupressac na resposta
humoral em relagao ao grupo controle (p < 0,001l); este e-
feito imunossupressor foi mais acentuado até o 59 dia quan
do entao iniciou-se a recuperacio da resposta humoral. No
grupo tratado com 400 mg esta tendéncia de imunossupressao
paréce persistir até o 379 dia em relagao ao grupo contro-
le quando 0,05 < p < 0,010.

Notou-se que os animais tratados com 200 mg/
kg apresentaram um aspecto geral menos debilitado em rela-
¢ao aos que receberam 400 mg/kg de CI.

Os C. catflfosus mostraram niveis de resposta
humoral mais proximos aos camundongos maus produtores de an
ticorpos (L/Se) sendo que estes sempre foram inferiores em
relagao aos camundongos bons produtores de anticorpos (H/
Se), FIG.1A e 1B, confirmando a exatidao de nossa metodologia.

Estes animais foram wusados como testemunhos
em todas as experiéncias com HC, mostrando sempre o0 mesmo
perfil de resposta. Fato pelo qual foi mostrado grafica-

mente apenas nesta figura.
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3.2 - EFEITO DE DUAS DOSES DE CICLOFOSFAMIDA SOBRE O SISTE
MA IMUNE DOS ANIMAIS.

A manutencao do efeito da CI sobre a respos~
ta humoral dos animais foi avaliada tratando~-se grupos de
animais dia =1 e +5 com 200, 100 e 20 mg/kg de CI e estimu
lando-os no dia 0 com HC (FIGS. 2, 3 e 4).

Verifica-se que 200 mg de CI administrada an
tes do estimulo antigénico realmente teve efeito imunossu-
pressor, uma vez gue os titulos de anticorpos dos animais
tratados sao inferiores ao grupo controle até o 59 dia com
p < 0,001. Neste dia, os animais gue receberam a segunda
dose de 200 mg de CI, ndo diferiram daqueles imunossuprimi
dos apenas no dia -1, apesar de graficamente haver esta su
gestao, observa-se que o percentil 25% e 75% de ambos esti
entre 0 e 2, o gue torna os grupos muito proximos, porémin
feriores ao grupo controle.

A partir do 99 dia o grupo gue recebeu ape~
nas uma dose de CI (200 mg) iniciou sua recuperagao, que se
completou no 209 dia quando o nivel de anticorpo deste gru
po & proximo ao controle, sendo préximo seu percentil 25 e
75%.

Ao contrario, aqueles gue receberam uma se-
gunda dose de 200 mg de CI dia +5 mantiveram sua resposta

humoral imunossuprimida até o 279 apds estimulo antigénico
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p < 0,001 e no 379 dia ainda hda uma ligeira tendéncia des-
te grupo mostrar-se sob o efeito da droga 0,05 <p < 0,10,
mostrando que a segunda dose de 200 mg & capaz de manter o
efeito imunossupressor mais prolongado.

A FIG. 3 mostra o mesmo esquema de tratamen-
to, apenas variando a dose de CI, 100 mg, antes do estimu-
lo antigénico.

Observa-se para o grupo que recebeu apenas
uma dose de CI dia -1, o mesmo perfil de resposta descrita
na FIG, 1.

O tratamento com uma segunda dose de CI dia
+3 provocou efeito imunossupressor semelhante ac obtido com
200 mg; até o 149 dia este efeito foi mais acentuado, em re
lagao aos que receberam apenas uma dose da droga (p<0,05).
Além disto, este efeito manteve-se até o 379 dia apds o es
timulo com p < 0,02,

A FIC. 4 mostra os grupos de animais trata
dos com 20 mg de CI.

Os que receberam a droga dia -1 mostraram o
mesmo perfil descrito no Graf. 1, com umleve aumento de an
ticorpos no 5% dia (p < 0,01), gue se mantém atéo 149 dia
apds o estimulo (p = 0,02). Apds este dia nio foi consta-
tada diferenca significativa entre os grupos p > 0,20,

Os animais que receberam uma segunda dose de

20 mg com a intencao de aumentar o efeito, nao mostraram
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aumento significativo de anticorpos em relacao aos grupos

anteriores (p > 0,30),

3.3 - DURAGAO DO EFEITO DA CICLOFOSFAMIDA

Os grupos de animais foram tratados com 200
ou 20 mg de CI dia -1, sendo o estimulo com HC dado nos di
as 0, +5 ou +10 (FIGS. 5 e 6).

As FIGS. 5A e 5B, mostram que até 10 dias a-
pds o tratamento com 200 mg de CI ainda existia o efeito
da droga no organismo dos animais, sendo o nivel de anti
corpos inferior ao grupo controle, sd estimulado com  HC
(p < 0,001) guando ent3o iniciou-se a recuperag50(karespo§
ta humoral (FIG. 5B, grupos 1 e 4, 59 dia apds estimulo an-
tigénico). Observa-se que apds este periodo, os trés grupos
experimentais ja ndo diferiam mais entre si (FIG. 5B, 99
dia) e do controle.

Se a mesma anadlise & feita para os animais
tratados com 20 mg de CI (FIGS. 6A e 6B) observa-se queos
grupos estimulados dia +5 e +10 mostram titulo de anticor-
pos proéximos do grupo controle (FIG. 6B, grupos 1, 3 e 4,
59 dia apds estimulo) indicando que apds 5 dias a droga pro
vavelmente nao esta mais agindo sobre o sistema imune dos

animais. Quando o estimulo com HC foi dado no dia 0, repe
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tiu-se o observado na FIG. 1, um leve aumento de anticor-

POs em relacao aos animais apenas estimulados, p < 0,001

(FIG.
vez a
antes

moral

3.4 -

de CI

4.000

6B, grupos 1 e 2, 59 e 99 dias), sugerindo mais uma
possibilidade de que ¢ tratamento com 20 mg 24 horas

do estimulo antigénico possa facilitar a resposta hu

destes animais.

INFLUENCIA DA RESPOSTA HUMORAL ALTERADA PELA CICLO-

FOSFAMIDA (CI), NO CONTROLE DA PARASITEMIA E MORTALL
DADE DOS ANIMAIS INOCULADOS COM T. cruzd,

3,4,]1 - EFEITO DE DIFERENTES DOSES DE CI (20, 100 e
200 mg/kg) NA PRODUGCAC DE ANTICORPOS E CON-

TROLE DA PARASITEMIA, CEPA Y:

3.4.1,A - CINETICA DE ANTICORPOS ANTI-T. cruzd

A FIG. 7 mostra o efeito de diferentes doses
na produgao de anticorpos dos animais inoculados com

parasitas da cepa Y. O titulo de anticorpos foi da-

do pelo teste de aglutinacao direta com tripomastigotas

sanguicolas.

Observa-se que até o 92 dia o titulo de anti
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corpos em todos os grupos experimentais foi baixo e irrequ

lar.,

Apds 14
is de anticorpos elevd
20 ma de CI antes de r
tendéncias anteriores
déncia foi mais acentu
do-se gue o0s percentis
res ao grupo controle

te esta sugestao

rIodo nd3oc existe difer

0s anima
a resposta humoral par
gao ao grupo controle,
0,02), FIG. 7A. Se ob
a dispersao das respos
feito persistiu atée o
controle.

Nao foi
tre 08 grupos experime

O tratan

tes da infecgao com T.

diferenca significativ

ao grupo controle ao 1

visto nas FIGS. 7A e 7

tada no 209 dia

(FIG.

dias da infeccao os nive

ram-se, sendo que o grupo tratado com

eceber parasitas repetiv agui, as

de aumento de anticorpos. Esta ten-
(p < 0,05): observan-
25% e 75% neste grupo sao superio-
(FIG. 7A) e graficamente também exis
7B, grupos 1 e 2). Apds este pe-
enga.

is tratados com 200 mg de CI tiveram

a T. cruzd imunossuprimida em rela-
até o 149 dia apbs estimulo (p <
servarmos a FIG. 7B, onde mostramos

tas encontradas, nota-se gque este e-

209 dia, apds o qual se aproxima do
observada diferenga significativa en
ntais e controle a partir deste dia.
ento dos animais com 100 md de CI an

chuzd estatisticamente ndo mostrou
a no nivel de anticorpos em relagdo
ongo da experiéncia, como pode

serx

B.
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As medianas dos titulos de anticorpos anti-
T.cruzd foram sempre baixos, sendo 1/16 o titulo maximo ob
tido, tanto para o grupo controle como para aqueles trata-
dos com 20 mg de CI antes do indculo dos parasitas, apesar de haver

alguns anirais com titulos mais elevados.

3.4,1,B - INFLUENCTIA DAS ALTERACOES PROVOCADAS PORDI
VERSAS DOSES DE CI SOBRE 0 CONTROLE DA PA-
RASTITEMIA. .

A influéncia das alteragoes provocadas pelas
diversas doses de CI sobre a resposta humoral na capacida-
de de controle da infecgao, medida através da contagem do
nimero de parasitas circulante foi comparada entre os di-
Versos grupos, procedendo-se a contagem de parasitas con-
forme descrito no item 2. Todas as curvas de parasitemia
foram analisadas conforme descrito no item 2.10.

O Grafico 1 mostra que a  imussupressao
com 200 mg de Cr, aumentou a
parasitemia. A andlise estatistica realizada mostrou dife
renca significativa entre os grupos experimentais e contro
le a partir do 79 dia (p < 0,001). No 11° dia apbs infec-
¢ao os grupos tratados com 20 mg de CI antes da infeccao e
0s que foram apenas infectados niao diferem entre si, porém

aqueles tratados com 200 mg mostram parasitemia superior



66
A
,I \\
/A
f’ \
el l’ ‘\ &—e 4000 Y/animal (dia 0)
\
i
\
f' \ o——o0 20mg CI(dia =-1)+ 4000 Y
/ ‘\ (dia 0)
; .
/ \ b--=4 200mg CI (dia -1) + 4000 Y
! \ (dia 0)

LOG DO N2 DE PARASITAS/mli

o
1

5 6 7 8 9 10 U 12 14 15
DIAS APOS INFECCAO

GRAFICO 1 - Efeito de diferentes doses de Ciclofosfamida (CI

mg/kg) sobre a parasitemia de C. callosus inocu~
lados com T, chruzdi, Cepa Y.
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(p < 0,001).
Os perfis das curvas de parasitemia sao seme

lhantes entre si. As aparentes diferengas no grupo contro

le entre 59 e 99 dias, sdo numericamente despreziveis.

O desaparecimento dos parasitas da circula-
cao deu-se respectivamente para o grupc controle, tratados
com 20 mg ou 200 mg/kg de CI nos dias 16, 19 e 22 apds in-

fecgao, apesar do Graf. 1, gue representa mediana, mostrar

este fato mais precocemente.

3,4,72 - EFEITO DE DUAS DOSES DE 20 MG/KG DE CI SOBRE
RESPOSTA IMUNE HUMORAL, CONTROLE DA PARASITE
MIA E MORTALIDADE EM ANIMAIS INOCULADOS COM

T. ecauzi, CEPA Y,

3.4,2, A ~ RESPOSTA IMUNE HUMORAL.

A FIG., 8A e B mostra a cinética de anticor-
pos dos animais tratados com dose Gnica {(dia -1) ou<hms<imes
(dia ~1 e +5) de CI e estimulados dia 0 com T. chruzd,

Os animais que recebram o tratamento com do=-
se Gnica mostraram o mesmo perfil de resposta descrito no

item 3.4.1.A, com ligeira tendéncia de aumento no nivel de
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anticorpos em relagao ao grupo controle 0,05 < p < 0,1
FIG. 8.B, grupos 1 e 2, 209 dia apds infeccao.

0 tratamento com uma segunda dose de 20 mg
dia +5 na tentativa de potenciar a resposta imune nao nos

trou resultados similares dos demais grupos.

3-“.2.3 - CONTROLE DA PARASITEMIA E MORTALIDADE.

No Grafico 2 vé-se que o tratamento dos ani-
mais com 20 mg de CI provocou um aumento de parasitas cir-
culantes, conforme mostrado no Grafico 1.

Os animais que receberam uma ou duas doses de
CI apresentaram niveis de parasitemia que nio diferiram en
tre si, porém superiores ao grupo que recebeu apenas 4 x
10° parasitas (p < 0,02), sendo esta diferenca mais eviden
te no 8¢ dia apds infeccao.

Quanto a mortalidade (Tab. 1), os animais con
troles neste experimento tiveram 10% de mortalidade no pe~
riodo de 30 dias, enquanto para anbos grupos tratados com 20 mg foi de

0%, Todas as proporgoes de mortalidade foram rea

lizadas segundo item 2.10.



69

*ryznyd * ) ®vaed ynmegoyypo ‘) Op [BIowWny Iunmt
eisodsal B 2xqos (IJ) eBprweIsojol>1I)D 8w g °p sosop seENp 2p 031TIIHd - V§ VINOHIL

0INN1LS3 S04V SYIU
L8 2

o)
o

bl 6 S

g
e K 7 - N - Q - s I.m*
1007 HT 1Y 2
10 1Y HA H Y T ©
17 07 1n 1Y 7
G20 B H7A H {v =
o1 ¥ X \ . \._\ TV
EYY B 7/ e \] 2
Ray | 0 D 8
J W - \ 1/ %Y o
NEIRY . Wy / =
khd Yy RERAY, 18 8
/Y Jiv O
dab | 1A 11 Y pd
7RI E
) ) 1 ! -9l 5
|
S
(0 eTP) X 0007 + (I~ ©wp) I0 Bw oz (] 1il i | i -2¢ 8
(G+ ®TP) ID but 0z + [ m
(0 2TP) XA 000% + (I~ ®WP) 1D Bu (2 ! Am,.
49 Y
(0 BTP) TRMTUE/x 000F 7/ v ”




70

A

‘814 Bp sow wapuodsariod sodnia8 sp

*YINwo

| wWod sopelnuIisa 2 [D 8p 83/8w (7 °p sosop senp wmod sopruwrad

nssounmi yNyoyIP? ) sop sodiodIjue 2p SO[NIII sop OoBSINQTIISIC - €8 VINDIL
0INWILSI SOdV SVIC
PAS il o¢ 1
£ 2 t £ 2z ! € 2 b £ 2 1 SOJI¥D
(X r T3
.e . .o ™ ™ ave -2
e eone oo e eoe . . srese . - b —-— Hm‘

=i
< O

™ sssee  ese see sse . see  evess eses  s0s  Sesene -8 mr
20
Ly ]

stsoe  ceve o . sese  csees *es  eseces  eeee &% . . -9l © qﬂ-w

©

. sssee oo oe Ty ™ . soe ™ see . -+ 2% w W
= o

. . esesss sess o . . P o .o e 149 m ot
oo

o

™ ™ - ™ ™ e -18¢t ng
Co

. . . . 4952 T @

e .e - 218



71

6
E 1
a ®-—e 4000 Y/animal (dia 0)
<€
:.n: o—o 20 mg CI (dia -1) + 4000 Y (dia 0)
<L
o se—es 20 mg CI (dia =1) + 4000 Y (dia 0)
o + 20 mg CI (dia +5)
a
Lo 5 B
4
o
- £
L]
Q
-~

5 6 7 8 9 10 1 12
DIAS APOS INFECGAO

GRAFICO 2 - Efeito de 20 mg/kg de Ciclofosfamida (CI) sobre
a parasitemia de C. callosus inoculados com T,

cruzdi, cepa Y.
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3.4,3 - EFEITO DE 200 MG DE CI EM ANIMAIS INOCULADOS

COM T. cruzd, CEPAS Y, M226 E COSTALIMAT.

3.4,3,A - RESPOSTA IMUNE HUMORAL PARA CEPA V.

O efeito de 200 mg de CI na capacidade de pro
duzir anticorpos anti T. cruz{ foi de imunossupressio como
foi descrito em item anterior, 3.4.1.A, supressio que se
manteve até o 209 dia, guando entdo os animais iniciaram
uma recuperagao de resposta humoral; no 37¢ dia apds a in-
fecgao os niveis de anticorpos deste grupo e dos controles

j4 nao diferiram entre si.

3.4,3,B - EFEITO DE 200 MG DE CI NO CONTROLE DA PARA
SITEMIA E MORTALIDADE D0OS ANIMAIS INOCULA-

DOS COM T. cruzdi, CEPA Y, M226 ¢ CUSTALIMAT.

O efeito da alteragao de resposta humoral so
bre o controle da parasitemia foi analisado e os resulta-
dos estao no Grafico 3, para a cepa Y.

Os animais tratados com duas doses de 200 mg
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7”
o e—e 4000 Y/animal (dia 0)
E o—o 200 mg CI (dia -1)+ 4000 Y (dia 0)
p 200 mg CI (dia =1)+ 4000 Y (dia 0)
ot + 200 mg CI (dia +5)
<
@x
o
o
W
[
"
=
3
3
-l
5 3
.4 1 G

5 6 7 8 9 10 1 12
DIAS APOS ESTIMULO

GRAFICO 3 - Efeito de 200 mg/kg de Ciclofosfamida (CI)

sobre parasitemia de C. caflosus inoculados

com T, cruzi, cepa Y.
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de CI dia -1 e +5 tiveram aumento acentuado no nimero de
parasitas, em relacaoc aos que receberam uma Gnica dose dia
~1; ambos grupos mostram niveis de parasitas bem superio=-
res ao grupo que recebeu apenas parasitas (p < 0,001).

Esta diferenga foi mais significativa apos o
89 dia de infeccdo e assim permaneceu até os animais nao a
presentarem parasitas na circulacgio.

Os picos de parasitemia foram no 79,
dia para o grupo controle e entre 82109 dia para os tratados
com una e duas doses de CI respectivamente.

No 25¢ dia apds infecgdo nenhum grupo apre-
sentou parasitas detectiveis na circulagao, pelo método u-
tilizado.

A Tabela 2 mostra que a mortalidade dos ani-
mais infectados com a cepa Y.tratados com duas doses de 200 mg  de
CI de 90%, sendo superior ao grupo que recebeu dose inica onde encon
tramos 18,51%, enquanto nos que receberam apenas parasitas
foi de 0% (p < 0,001).

Os grupos que nao foram infectados mas ape-
nas imunossuprimidos com dose Gnica (dia -1) ou duas doses
{dias -1 e +5) tiveram 0% e 3,52 de mortalidade respectiva
mente (Tab. 2).

O efeito desta mesma dose de imunossupressor
sobre o controle da parasitemia de animais inoculados com

as cepas M226 ou Costalimai esta expresso nos Graficos 4 e
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Nestes graficos o mesmo perfil de resposta an
terior (Graf. 3) repetiu-se.

Os animais tratados com duas doses de 200 mg
de CI tiveram parasitemia superior aos grupos tratados com
uma dose, sendo este também superior aos animais apenas in
fectados.

As curvas de parasitemia dos animais inocula
dos com as cepas M226 e Costalimai mostraram perfil irregu
lar.

0 nivel miximo de parasitemia encontrado pa-
ra a cepa M226 foi entre o 17¢ e 229 dia tanto para © gru~
poO controle como para os animais imunossuprimidos (Grafico
4).

O Grafico 5 apresenta o perfil de parasite-
mia dos animais inoculados com a cepa Costalimai mostrando
para o grupo controle um pico de parasitemia variavel en-
tre 219-269¢ dias apds indculo para o grupo controle e no
279 dia para aqueles que receberam tratamento com CI antes
da infecgao. As parasitemias apresentaram oscilacgodes.

As mortalidades do grupos inoculados com as
Cepas M226 e Costalimai foram muito proximas (Tab., 2); pa-
ra os animais que receberam sd parasitas M226 esta foi 0%
ou Costalimai 5%.

Nos animais tratados com uma dose de imunogw




LOG DO N2 DE PARASITAS /mi
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GRAFICO 4
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o—a 4000 M226/animal (dia 0)
200 mg CI (dia -1) + 4000
0—0 M226 (dia 0)
. 200 mg CI (dia 1) + 4000
A===-8 w226 (dia 0) + 200 mg CI
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supressor e infectados, a taxa de mortalidade aumentou
passando a ser de 10% e 15% para as Cepas M226 e Costali-
mai.

Nos grupos nao infectados porém tratados com
uma dose de CI a mortalidade foi 0% em todos 08 grupos,

Quando os animais receberam uma segunda dose
de CI a mortalidade aumentou para ambas as cepas, passando
a ser de 33% para a M226 (p<0,001l) e 35% para Costalimai (p<0,01).

Para os animais ndo infectados e imunossupri
midos com duas doses de CI, a mortalidade foi respectiva-
mente de 0 para o grupo controle da M226 e 20% para o da Costalimai.

Quando se fez a andlise estatistica comparan
do 0s grupos infectados com a cepa Costalimai e imunossu=~
primidos com duas doses de 200 ng de CI com os apenas imu-
nossuprimidos nao foi possivel observar diferenca signifi-
cativa quanto ao indice de mortalidade p > 0,10.

Com as trés cepas de T. cauzi{ utilizadas o
efeito de imunossupressio provocado pelo tratamento com al
tas doses de CI provocou aumento na quantidade de parasi-

tas na circulagao, sendo mais pronunciado para o cepa Y.

3.5 - TRANSFERENCIA PASSIVA DE SORO IMUNE

A transferéncia passiva de soro imune n3o di
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luido, de cepa homdloga feita por via intraperitoneal 3 ho
ras antes da inoculagdo com 4.000 parasitas Y, em animais
imunossuprimidos com 200 mg/kg CI, dia -1, resultou em apa
rente protec¢ao dos animais que receberam o soro imune (Gra
fico 6), p < 0,001,

Houve uma redugao da parasitemia e mortalida
de destes animais em relacac aos grupos controles imu-
nossuprimidos gue receberam ou nao soro normal.

O grupo experimental (A) teve parasitemia e
mortalidades bem inferiores aos grupos controles imunossu-
primidos que receberam soro normal (C) ou s& parasitas (D).

O pico de parasitemia entre estes grupos di~-
feriu: no grupo experimental A ocorreu no 129 dia, engquan
to nos controles C e D no 9¢ dia.

As mortalidades foram respectivamente de
10,34%, 72,4% e 35% (Tab. 3).

Observa-se que a mortalidade nos grupos imu-~
nossuprimidos que receberam soro normal antes dos parasi-
tas foi superior aos grupos imunossuprimidos que receberam
apenas parasitas. No entanto, a parasitemia entre estes
grupos nao diferiu significantemente.

Se compararmos 0§ grupos nao imunossuprimi-
dos que receberam sd parasitas (B) ou soro normal e parasi
tas (E) o nivel de parasitas circulantes ndo diferem entre eles, nem

as mortalidades que foram, respectivamente,(ia9,52%ea4,76%(Tabela 3.
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4, Discussio

A resposta imune de um animal sabidamente &
um fenomeno complexo, envolvendo grande niimero de popula-
¢oes de células imunocompetentes (células T, B, Macréfago)
e a interagao entre elas tanto direta como através de seus
produtos.

Esta resposta que & a principal responsivel
pela resisténcia a infecgdes e o controle das mesmas pode
ser influenciada de vArias maneiras, uma delas & o trata-
mento com drogas imunossupressoras.

A ciclofosfamida (CI) & um dos agentes alqui
lantes mais utilizados em trabalhos experimentais para mo-
dulagao da resposta imune.

Esta droga atua sobre o DNA de células empro
cesso de divisao celular (DEWYS et al. 1970, MOORHEAD et
al. 1974) e pode também inibir varios processos enzimati-
cos necessirios para formagio do DNA (LAWLEY, 1954).

Alguns trabalhos experimentais mostram que a
CY atua como imunossupressora da imunidade celular e humo-
ral (TURK et al.1972a,b e 1982, ASKENASE et al. 1975, YAMAGU
CHI et al. 1978, COTTNEY et al. 1980, SHAND et al. 1980 e
DROSSLER et al. 1981 e 1983).

Estes trabalhos mostram que a agao da CI de-

pende da dose, esquema de tratamento e antigeno empregado.
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Tratamento de diversas espécies animais com
CI (camundongos, ratos, cobaias e hamsters) usando dose ﬁni
ca entre 100 e 400 mg/kg & capaz de depletar ireas T depen
dentes e independentes nos Grgios linfdides (TURK et al.
1982, LOC et al. 1981, DUTHU et al. 1980).

A agao da CI pode ent3o atuar sobre popula-
goes de célula T e B, sendo estas Gltimas mais sensiveis
(POULTER et al. 1972, STOCKMAN et al. 1973, DUMONT 1974,
TURK et al. 1975, WILLERS et al. 1975, HURME 1980, DROSS-
LER et al. 1983 e KUPPER et al. 1984).

A CI tem sido usada principalmente em labora
torio para obter os mais diversos modelos experimentais tan
to de imunidade celular como humoral.

Tenta~-se construir modelos onde as respostas
imunes possam ser alteradas de tal modo que se obtenha su-
pressao ou facilitacdo destas.

Dentre estes, os mais estudados s3o aqueles
que tentam correlacionar hipersensibilidade tardia e nivel
de anticorpo.

Usando diversas doses e esquemas de tratamen
to, alguns autores mostraram que altas doses de CI facili-
tam as reagoes de hipersensibilidade, enquanto osniveis de
anticorpos nao foram alterados nos animais imunossuprimi- -
dos (KERCKHAERT et al. 1977, COTTNEY et al, 1980, GIOVANNI

ELLO et al. 1983),
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Usando baixa dose de CI, ASKENASE etal. 1975
e GILL et al. 1978 obtiveram o mesmo efeito.

KERCKHAERT et al. 1977 usando 100 mg CI obti
veram aumento de hipersensibilidade e de anticorpos anti-
HC no 79 dia apds imunizacio.

Todos estes dados sugerem existir populacgoes
de células T supressoras distintas para cada um dos meca-
nismos, e que estas diferem na sua sensibiiidade acCl ou
aos subprodutos, origindrios de sua metabolizac3o.

Estes efeitos de facilitagdo de resposta hu-
moral ou celular s3o atribuidos a destruigao de subpopula-
¢Oes reguladoras ou precursoras de linfocitos T as quais
provavelmente se originaram de células Ly 172~ que induzi-
riam populagoes Ly 1t 2+, as quais gerariam populagdes Ly
172% responsaveis pela imunossupressao, a qual & bastante
sensivel mesmo a baixas doses de CI (KUPPER et al. 1984) .

Varios autores tém consequido demonstrar adi
ferenga de suscetibilidade entre as populacoes de células
T e B a agao da CI.

A célula B tem mostrado ser mais sensivel a
CI em relagao a células T.

STOCKMAN et al. 1973, trabalhando com cé&lu-
las de bago de animais tratados com 400 mg/kg CI mostrou
diferenga no efeito desta droga sobre células T e B, pois

a recuperagao da resposta ao mitdgeno PHA (cé&lula T) se di
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no 59 dia enquanto para PWM (célula B) ocorre no 149 dia.

DIAMANTSTEIN et al. 1979 mostraram que células de
bago de camurdongo pré~tratadas com 125 mg diferem na resposta {n wl

tho aos mitdgenos de célula B, DS (Dextran Sulfato) e LPS({lipolissacaride)

A resposta ao primeiro mitdgeno foi facilitada, ao contri-
rio para o segundo foi reduzida em 50%.

As subpopulagoes de célula T também diferem
na sensibilidade a CI.

As células T supressoras (TS) parecem ser ma
is sensiveis em relacdo a T auxiliar (Ty), T para hipersen
sibilidade Ty © Tcﬁtoﬁidcaﬂ%ﬂ para aloantigenos, uma vez
que baixas doses podem destrui-la ao contrario TH e TC re-
querem doses mais altas para sua destruicdo (ASKENASE et
al. 1975, KERCKHAERT et al 1977, FERGUSON et al 1978, GILL
et al. 1978 e SHAND et al 1980). Estudos neste sentido
fealizado pOr HURME et al. 1980, mostraram gue camundongos
CBA possuem células To 5-10 vezes mais resistentes a CT em
relagaoc ao C57BL/6.

DUMONT 1974 mostrou que as células B de camundongos

tratados com 300 mg iniciam sua regeneragao por volta
do 16@9 dia e que esta se completa no 309 dia guando recupe
ram a capacidade de resposta ao LPS.

As células T mostraram-se mais resistentes i

niciando a recuperagao no 89 dia.e no 309 dia apds trata-

mento recuperaram-se completamente.
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A resposta a Con A nestes experimentos nao
foi suprimida, mas avenas reduzida.

A mobilidade eletroforética destes células mos—
trou duas subpopula¢gdes de célula T com diferentes susceti
bilidades ao tratamento com 300 mg de CI.

Estas diferengas de suscetibibilidade ndo es
tao bem esclarecidas, sabendo-se apenas que dependem do ti
po de antigeno e do esquema de tratamento utilizado.

Pelo exposto observa-se que a modulagcao da
resposta imune mediada pela CI & bastante variavel com re-
sultados que dependem do modelo escolhido.

Nossa escolha de tratamento com CI foi decer
to modo aleatdria uma vez que nada se conhece sobre a acio
desta droga em C. callosus,

Neste trabalho tentamos verificar o efeito de
diferentes doses de CI (FIG. 1, 7 e Graf. 3) sobre a res-
posta humoral destes animais silvestres para hemacias de
carneiro (HC) e T. cruzi. como inicio de caracterizagdo des
te modelo optamos por esta abordagem, pois devido aoc fato
de nao possuirmos animais isogénico até o momento, estudos
mais especificos de imunidade celular tal como transferén-
cia de linfocitos nao seriam possiveis.

O tratamento com altas doses de CI 200 e 400
mg provocou uma imunossupressao da resposta humoral para HC

© que confirma os dados para outras espécies de animais
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(STEWARD & PETTY, 1972; WILLERS et al. 1975; PARKER & TURK
1978, COTTNEY et al. 1980) feitos com varios antigenos,

Os animais tratados com 400 mg de CI mostra-
ram-se com aspecto doentio e a mortalidade destes foi supe
rior ao grupo que recebeu 200 mg de CI, razdo pela qual ndo
utilizamos esta dose nos experimento com T. chruzi.

O tratamento com 20 e 100 mg naoc modificou
significativamente o nivel de anticorpos anti-HC (FIG. 1A
e B) apesar de no 59 dia haver uma tendéncia de aumento pa
ra aqueles que receberam 20 mg antes do estimulo antigéni-
co.

STEWARD & PETTY (1972), ASKENASE et al (1975},
PARKER & TURK (1978) e COTTNEY (1980) trabalhando com - do-
ses menores que 100 mg e com antigenos diversos observaram
O mesmo, em outras espécies animais.

O nivel de anticorpos dos grupos apenas esti
mulados foram sempre baixos comparando-se aos canundongos
Biozzi mau produtores de anticorpos para HC (L/Se).

Analisando a agao desta mesma dose de CI o~
bre a resposta humoral para T. ciuzi{ (FIG. 7A e B) observa
-se 0 mesmo padrac de cinética de anticorpos com titulos se
melhantes aos encontrados para HC.

Os animais tratados com 20 mg de CI mostra-
ram titulos de anticorpos um pouco mais elevados em rela-

qu aqueles que receberam 100 mg tante nos estimulados com
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HC (p < 0,001) e com T. cruzL (p < 0,05).

Houve apenas um deslocamento no pico de anti
COrpos que foi no 59 dia apds estimulo para o primeiro gru
po (FIG. 1A e B) €nquanto para o segundo ocorreu no 209 dia
(FIG. 7A e B).

Esta diferencas quanto ao tempo de apareci-
mento de anticorpos entre Os dois grupos experimentais é
justificada pela natureza do antigeno, uma vez que o pri-
meiro & rapidamente metabolisado, desaparecendo da circula
¢ao, enquanto o segundo € um protozoirio intracelular que
permanece na circulagdo, multiplica-se em células, e repde
na circulagaoc a cada novo ciclo, parasitas eventualmente
destruidos além de ter composicdo antigénica diversa deHC,

Os clones de célula B que respondem para um
dado antigeno também podem diferir daqueles que sao estimu
lados por outro de composigao diversa e estes clones podem
apresentar suscetibilidades diferentes ao tratamento por CI
(DROSSLER et al. 1981 e 1983).

Quanto a agao destas diferentes doses de cCI
sobre a parasitemia de animais inoculados com cepa Y, (Graf.
1)0 numero ge parasitas circulantes foi sempre maior para
0s animais con resposta humoral imunossuprimida (200 mg) .
Os grupos tratados com 20 ng mostraram aumento do nimero
de parasitas em relagao ao grupo controle. porém numerica-
mente pouco expressivo.

Apesar desta dose de CI aparentemente nao ter
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agido significativamente sobre os mecanismos que controlam a produgao
de anticorpos & possivel que esta tenha interferido em ou-
tros elementos (subpopulacdes de células B, seus subprodu-
tos ou de outras células) que auxiliam o controle da resg-
posta imune na destruicao de parasitas permitindo aumento
de parasitemia,

A reconstiuicao das fungoes de c3lula B nos
grupos tratados com alta dose de CI (200 ng), coincide com
0s dados obtidos "in vitro"por DUMONT (1974) e STOCKMAN et
al. (1973) onde esta iniciou-se entre 149-169 dia e se re-
cuperou entre 21-30 dias apds estimulo com LPS, ConA, KLH
(Keyhole lympet hemocyanin) .

Sobre o efeito de duas doses de €I (20, 100
e 200 mg) na resposta humoral para HC supomos que a segun-
da dose de 100 ou 200 mg tenha atuado sobre outras popula-
gSes celulares além de TS’ provavelmente célula B destruig
do-a e impedindo a formacao de anticorpos anti-HC, provo-
cando uma imunossupressio desta resposta (FIG. 2 e 3).

O tratamento com 20 mg (FIG.4) provavelmente

nao foi capaz de agir sobre as populagoes de células  que

controlam a resposta humoral mesmo apds a segunda dose.

O tempo em gue perdura a agao desta droga no
organismo foi proporcional 3 concentracao de CI utilizada,

sendo mais prolongada para 200 mg, o gque provavelmente de-
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ve estar relacionado com a maior dificuldade em reparar o

DNA, devido 3 alta concentracao de CI (FIGS. 5B e 6RB) .

Quanto aos grupos tratados com uma ou duas do
ses de 200 mg de CI e inoculados com T, cruzi, a redugao
do nivel de anticorpos (FIG. 7A e B) facilitou o aumento
de parasitemia sendo o efeito proporcional ao tipo de tra-
tamento. Os animais tratados com duas doses de 200 mg con

trolaram menos a infeccao.

Esta dose de CI certamente pode ter interfe
rido também sobre a imunidade celular modificando ainda
mais os mecanismos de resiténcia do animal, dado este con

firmado pelo aumento de mortalidade (Tabela 2).

Este efeito de 200 mg também foi observado
para cepas M226 e Costalimai. Apesar de nio termos explo-
rado a resposta humoral deste animais, pode se inferir por
analogia que 0s mesmos mecanismos eventualmente foram en

volvidos.

A influéncia da resposta imune sobre o de
curso de doenga nos grupos tratados com 20 mg nao pode ser
excluida pois apesar da parasitemia nos animais tratados

com esta dose ser superior ao grupc controle (Graf. 2) a
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mortalidade foi menor (Tab. 1).

A importincia de anticorpos foi confirmada
quando animais imunossuprimidos, 08 quais receberam passi-
vamente soro imune antes da infecgao (A) tiveram parasite-
mia 1nferlor a0s grupos controles B, C, D e E (Grarf. 6).

Osmecanismos de acao dos anticorpos podem ser
varios, ja tendo sido descrita a ADCC, via recep-
tor em macréfago ou mesmo lise mediada por complemento.

O fato do grupo imunossuprimido e infectado
(C) que recebeu soro normal ter mortalidade superior ao gru
PO imunossuprimido que recebeu apenas parasitas & um dado
a ser esclarecido ' (Tab. 3).

Os antisoros, além de anticorpos, podem con-
ter fatores bioclogicamente ativos que podem interfe
rir com a resposta imune,

Por exemplo, KATZ et al. 1985 demonstraram a
presenga de um fator em sorcg normal humano e gde algumas es
pécies animais provavelmente liberado por plaquetas, ogual
foi capaz de reverter & imunossupressio produzida em camun
dongos pela infecgao de células de linfoma irradiado, em
resposta a HC, sugerindo a bresenga de mais um produto ce-
lular a interferir em experiéncias com transferéncia passi
va de soro normal.

Em nosso trabalho ndo foi possivel definir a

origem deste aumento de mortalidade em animaisg imunossupri
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midos que receberam soro normal antes da infeccao.
Os niveis de anticorpos aglutinantes tanto
para T. cruzi (cepa Y) como HC foram sempre muito baixos,
Como nada se conhece sobre mecanismos imuno-
16gicos desenvolvidos por este animal durante a infeccao
por T. cruzi € dificil inferir se o baixo nivel de anticor
pPos esta relacionado com a producido de substincia supresso

ra.

A presencga desta substincia tem sido descri-
ta por varios autores para antigenos heterdlogos (CUNNIN-

GHAM et al. 1978, KIFRSZENBAUM & GHARPURE, 1983)

Alguma sugestao sobre a participagao de fend
menos imunossupressores em C. caflosus fica dificil sem o

conhecimente de seus mecanismos imunes.

Finalmente queremos assinalar que a analise
de todos os nossos dados foi baseada na mediana, uma veg
que esta abordagem pareceu-nos representar a mais fiel ao
obtido experimentalmente. Por serem 0s animais utilizados
nao isogénicos, estes terminam por nos dar uma amostra de
dados bastante assimétrica, devido 3 grande variagao indi-
vidual.

A grande maioria dos autores gquando traba-
lham principalmente com parasitemias obtém média com des-

vio padrao muito elevado, demonstrando com isto uma grande
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diversidade de resposta entre os animais utilizados,

Os valores muito altos obtidos, guando utili
zados no calculo da média aritmética terminam por distor-
cer os resultados, provocando as vezes interpretagaes nao
muito fiéis ao obtido experimentalmente, pois terminam ar-
rastando a media a valores elevados.

SOGAYAR (1985) fazendo um estudo comparativo
entre os diversos métodos utilizados para avaliar a parasi
temia (média, mediana, moda) sugeriu que a média s6 tem va
lor como tendéncia central se a distribuicdo de medidas ten
der a ser simétrica com desvio padrao baixo, caso contri-
rio, se a distribuicao dos dados & assimétrica a associa-
¢ao da mediana ao percentis 25% e 75% & mais representati-
va na analise dos dados, uma vez que representam um para-
metro de tendéncia central sendo portanto mais fiel a0 ocor

rido experimentalmente.

A apresentagao grafica destes valores, nem
Sempre permite uma visualizagao completa dos dados. Assim,
foram incluidas também, sempre que pertinentes, as distri

buigoes dos dados individuais (Figs. 1A, 5A, 7A, 8a).
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5. Resumo e ConcLusdEes

Investigamos se a resisténcia relativa do
C. callosus, reservatdrio silvestre do T. cruzi 3 infec~
¢ao chagasica, & mediada por mecanismos imunologicos.

Animais de ambos sexXos com pesc éntre 18-
24 g e idade de 30-40 dias foram inoculados dia 0, +5 ou
+10 (via intraperitoneal, i.p.) com 5x108 hemacias de car
neiro (HC)/animal e estimulados com varias doses de ciclo
fosfamida (CI) dia -1 ou -1 e +5, para estabelecer um mo
delo de resposta humoral facilitada ou diminuida, o qual
foi usado nas infecgodes por T. cruzi para avaliar o pa
pel da resposta humoral no controle desta infecgao.

Grupos de animais imunossuprimidos ou nao
receberam dia 0 4000 parasitas/animal das cepas humanas
Y ou silvestre M226 e Costalimai.

Acompanhamos a cinética de produgdo de an
ticorpos através do teste de aglutinacdo direta de tripo
mastigotas, correlacionando-a com o numero de parasitas
circulante nos grupos inoculados com a cepa Y. Naqgueles,
inoculados com as cepas silvestres, somente a parasite~
mia foi acompanhada.

A participagao da respesta humoral foi tam
bém avaliada através da transferéncia passiva de soroim
ne em animais imunossuprimidos e infectados.

Nas experiéncias com hemicias de carneiro
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camundongos Biozzi High (H/Se) e Biozzi Low (L/Se) sele

gao III, foram usados como testemunho.

1.

Obtivemos as seguintes conclusées:

A administracao de diversas doses de CT (20, 100, 200

e 400 mg/kg) sobre a resposta humoral para HC mostrou
que 200 e 400 mg/kg de CI dada dia -1 em animais es
timulados dia 0 com HC foi a dose imunossupressora da res
posta humoral, sendo que 200 mg exerce seu efeito
imunossupressor até o 9¢ dia. Uma segunda dose dada

no dia +5 apds o estimulo & capaz de prolongar  seu

efeito por tempo maior.

Doses de 20 e 100 mg de CI administradas no dia -1
em animais estimulados dia 0 com HC produziram faci
litagao da resposta humoral para este antigeno apenas
no 59 dia; nos dias subseqgllentes nao houve diferenca
significativa entre estes grupos e o controle, Uma
segunda dose de 20 mg dada dia +5 apds o estimulo nio
provocou aumento de anticorpo, ao contrario do obti-
do por 100 mg de CI que produziu efeito imunossupres
s50r semelhante a 200 ng,

O efeito da agao de 20 mg & menor que 5 dias, uma
vez que nao ha facilitacao de resposta homoral para
HC em relagao ao grupo controle, quando o estimulo é

administrado no dia +5.
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Quanto ao nivel de anticorpos anti-hemicias de carnei-
ro, o C. callosus mostrou resposta mais proxima  aos

camundongos Biozzi mau produtor de anticorpos (L/Se).

O mesmo efeito sobre a resposta humoral para HC foi
obtido para infecgoes com T. chuzi e concluimos que
200 e 20 mg/kg de CI quando dadas dia -1 em animais
infectados dia 0 produz os efeitos obtidos anterior-
mente de imunossupressao e ndo facilitagdo de respos-

ta humoral.

O tratamento com 200 mg de CI antes da infecgao per-
mitiu um aumento de parasitemia e mortalidade supe-
rior aos grupos sO infectados. Este efeito foi maior
nos animais que receberam tratamento com duas doses
de CI (dia -1 e +5). Tsto para todas as trés cepas

de T. cruzi{ estudadas.

20 mg de CI administrada no mesmo esquema do item an
terior nao facilitou a resposta humoral ao T. cauzdi.
Uma segunda dose dia +5 apds a infeccao, ndo reverteu
este efeito.

O tratamento destes animais com uma e duas doses de
20 mg provocou aumento da parasitemia sendo esta supe

rior ao grupo so infectado. A mortalidade nos grupos

tratados com esta dose foi menor gue a do controle.
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7. A transferéncia passiva de soro imune antes da infec
¢ao com cepa Y para animais imunossuprimidos foi ca
paz de protegé-los, tendo estes apresentado mortali-

dade e parasitemia inferior dos grupos controles.

Portanto, a participagao da resposta humo
ral parece ser um dos fatores responsaveis pela resis-

téncia parcial do C. caflosus ao T. cruzdi.
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