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1. INTRODUCAD

A Tripancsomiase Americana € uma doencga provoca-
da por parasitas da familia dos Tripanosomatidae, espécie Trypano

soma cruzi, habitante natural dos intestinos de insetos triatomi-

deos hematofagos_. (Hemiptera, Reduviidae), vulgarmente conhecidos
como"barbeiros®". Este vetor, hospedeiro invertebrado, coloniza ca-
sas de sape, que aprésentam irregularidades nas paredes, permitin
do.aos triatomideos se esconderem em seu interior e sairem 3 noi-
te para sugarem o0 sangue dos moradores, hospedeiros vertebrados .
Nesta ocasiao, eliminam pelas fezes e urina as formas infectantes,
tripomastigotas metaciclicos, que se desenvolverdo, causando &
Doenca de Chagas. Como se vé, esta doenca pode ser facilmente er
radicada por medidas de carater sacio-econﬁmico que melhorem as

condicoes habitacionais das populacOes estabelecidas nas areas



endemicas.

A existéncia de inumeros trabalhos de pesquisa
sobre o assunto, caracterizando um interesse cientifico sobre 0
ciclo biologico do T.cruzi nos hospedeiros vertebrados,pode ser ex
plicada por varias razbes, dentre as quais se destaca a certeza
de que, embora seja possTQe? sanear as zonas infestadas, ndo e pos
sivel, enquanto houver vetores e meio ambiente para o seu cultivo,

extinguir completamente uma especie viva da face da Terra.

Este fato tem despertado a preocupagao dos pes-
gquisadores no sentido de melhor dominar os mecanismos e ciclo vi-
tal do parasita e do desenvolvimento da patogenia, para, desta Tor
ma, poderem.atuar mais eficazmente no combate a inevitavel insta-

lagao do parasitismo.

Seria um sonho crer na possibilidade de erradi-
cacdo da parasitose. Entretanto, atraves de manipulacdes nos meca
nismos de defesa do hospedeiro ou de mutacoces dirigidas dos para-
sitas, bem como da resultante dos dois aspectos seja possivel, se
efetuar um controie imunologico atraves da vacinacdo. Iste, e cla

ro, ndc dispensa, antes pressupce, uma correta politica nacional

de saude publica e o saneamento basico das areas endemicas.

0 outro destaque dentre as motivacoes para o es
tudo da Doenca de Chagas encontra-se no fato do T.cruzi servir co
mo modelo experimental para se estudar desde a biologia molecular

ate os mecanismos especificos e inespecificos de resistencia,



passando pelo discernimento entre o peso dos fatores geneticos e

imunologicos na defesa do hospedeiro.

Pode-se determinar as diferencas entre as cepas
do T.cruzi segundo os aspectos morfologicos das formas sanguico-
las, o comportamento em meios de cultura, o perfil parasitemico e
a mortalidade em camundongos (Brener, 1965; Brener & Chiari, 1963;
Brener, 1967). Comc exemplc de amostras cujo comportamento ocupam
extremos na escala da diversidade do microorganismo, estao as ce-
pas Y e CL (Brener, 1965, 1977). Dentre os estudos fisico - quimi-
cos e biologicos mais recentes do T.cruzi, encontram-se pesquisas
relacionadas a heterogeneidade dos parametros detectaveis nas ce-
pas dos T.cruzi estocadas, (isoenzima, endonuclease restritiva e
cinética de crescimento), responsabilizando as pressoes seletivas
induzidas no laboratoric sobre o “pool" de gens originais encon-
trados no parasita mae estocado. 0 potencial de diversificacao ge
nética do T.cruzi parece ser imenso, pois Dvorak et al. (1982) de-
terminaram a quantidade total de DNA de diferentes amostras do pa
rasita, bem comoe de clones descendentes de uma mesma amostra, mos
trando variacaes intra-especificas e interclonais. Por outro 1la-
do, nem sempre as alteraces observadas neste parasita, sao deter
minadas pelos gens, principalmente no que se refere Eszmracuﬂﬁspi
cas antigénicas das camadas mais externas da membrana c%top]asmaticg. 0s estu-
dos taxonomicos dos microcrganismos, de um mode geral, levam em consideracaoas
estruturas das camadas mais internas, em conseqﬂéncia da pressac sele-
tiva de agentes que atacam a superficie das camadas mais externas

(anticorpos, enzimas e bacteriofagos) (Davies et al., 1973).



A superficie das diferentes formas do T.cruzi,
deve conter elementos geneticamente determinados e adsorvidos do
meio ambiente. Antigenos adquiridos pelo parasita foram obser-
vados por Repka et al. (1980 ). ao detectar imunoglicbulina bovi
na sobre a superficie de epimastigotas cultivadas em meio de cul-
tura acelular. Chess et al. (1983) demonstraram a adsorcao rever
sivel de antigenos do Sarcoma X0S aos T.cruzi, cultivados nestas

celulas.

Dentre as estruturas geneticamente determinadas
podem-se citar os antigenos glicoprotéicos gque sdo comuns as tres
formas do parasita: amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas
(Snary.1980; Repka et al., 1980). Nogueira et al.(1981) demonstra-
ram a preséﬂca de uma glicoproteina de 90.000 'Mr° presente nas
formas sanguicolas, enquanto as formas epimastigotas e tripomasti
gotas de cultura acelular, expressavam uma glicoproteina de 75.000
-Mr’ na_superf?cie‘ Cabendo a glicoproteina de 90.000 - Mr’
uma funcao anti—fagoc?tica. Portantc, a adaptacgo aoc orga-
nismo do vertebrado exige uma modificacao de sua superficie que
permite ao parasita escapar aos mecanismos de resisténcia do hos-
pedeiro. Krettli & Pontes de Carvalho (1983) demonstraram que a ce
pa Y, clone Btry, contém receptores de membrana para CS, e que estgs
representam um mecanismo de escape do T.cruzi. Neal & McHardy{1977)
compm&rmnavéruléncia de tripomastigotas metaciclicos e sanguico-
las, mostrando que as formas sanguicolas s%o ligeiramente mais vi
rulentas. Brener {(1974) cbservou um aumento da v%ru1§ncia das ce-

pas FL, Berenice e PMN, apos 8 anos de cultivo em camundongos,sem

no entanto apresentarem alterac¢des na curva de parasitemia, nem



perderem a capacidade de reinfectar hospedeiros invertebrados.Con
tudo, uma das maiores provas da flexibilidade adaptativa majgcruzt
encontra-se na resisténcia adquirida pelos epimastigotas, nos hos
pedeiros vertebrados, a acdo litica do complemento pela via alter
nativa. Demonstrou-se inclusive, que o destrave para a transfor-
macao de uma forma em outra pode estar dissociada da modificacao

morfologica em si, que ocorre durante o desenvolvimente do ciclo
biologico (Sher et al,1983). Por deducao deste estudo, pode-se con
cluir que o processo de diferenciacgo durante o ciclo reprodutivo

do T.cruzi deve ser parte de um processo de sobrevivencia as agressfes

do meio ambiente hospedeirec.

E evidente que a ev01u¢§o da doenca no vertebra
do depende n$o 56 da natureza do microorganismo como tambem do
hospedeiroe vertebrado. No que diz respeito 2o hospedeiro vertebra
do, estudos com a cepa Brasil, bem como com a cepa Y, demonstra-
ram que existe um "continuum” de resisténcia natural a infeccao em
camundongos, abrangendd espectro que compreence desde forte resis
téncia encontrada nos comundongos (CBA x C57BL) F], passandc por

uma resisténcia moderada nos C578L, intermediaria nos BALS/c, ate

Coe

alcancar animais de grande susceptibilidade como os CEA, C3Hs A/

(Trischmann et al.,1978; Corsini et al., 1980).

A patogenicidade de uma amostra tem sido medida
pelo nivel de parasitemia e porcentagem de mortes. Habituaimente,
os animais resistentes apresentam baixos niveis parasitémicosea?g
dices de mortalidade, enquanto 0s animais sensiveis apresentam al

tos niveis parasitémicos e de mortalidade (Pizzi et al.,1949; Trischmam



et al., 1978). F preciso lembrar, contudo, que tanto o nivel de
parasitemia quanto o indice de mortalidade podem depender da dose
inoculada (Trischmann et al., 1978). Por outro lado, deve-se acen
tuar que o nivel de parasitemia comporta uma variabilidade wmuito
grande de _ individuo para outro, o que torna questionaveis, do

ponto de vista de significancia estatistica, algumas comparacoes.

0 nivel de parasitemia deve resultar de um meca
nismo de controle que e determinado geneticamente, uma Vvez que
existem ragas com altos niveis parasitémicos e outras
com baixos niveis parasitémicos (Mrightsmann et al.,1982).
Estes autores, utilizando animais congénicos, mostraram que este

controle, independe dos gens localizados no locus H-Z.

Ao contrario do que ocorre com 0 mecanismo de
controle da parasitemia, onde nﬁo foi possivel demonstrar uma par
ticipacao dos gens do locus H-2, parece nao haver duvida da impor.
téncia dos gens deste locus na sobrevivéncia a infeccgo. Wrightsmann
et al. (1982; 1984),Trischmann & Bloom (1982) observaram que den-
tre os animais cong§nicos B10.,0 haplotipo -s (B10 -S), e dentre
0s congénicos BALB/., do hap1otipq -k {BALB/ .K), apresentaram os
maiores indices de sobrevivéncia e mortalidade ao serem infectados
com as cepas Peru e Brasii, respectivamente. 0 conjunto destes da-
dos aponta para uma auséncia de corre]acéo entre a parasitemia e
a mortalidade. Em concordancia com esta hipotese Wrightsmann et al.
(1982) observaram um mesmo tempo de sobrevida 5 infeccao em camun
dongos de linhagens produtoras de altos niveis parasitémicos e bai

Xx0s niveis parasitémicos, quando inoculados com a mesma dose de



parsitas da cepa Peru, Brener (1977) estudando as variacﬁes intra
especificas de T.cruzi, mestrou que a cepa Y apresentava um peque
no pico parasitémico no 59 dia e outro, maior, no 79 dia pos-infec
cao, seguido por declinio brusco: enquanto a cepa CL, mostrava um
perfil parasitémico gradual e progressivo, sem ocorréncia de de-
créscimo no numero de formas sanguicolas. Muito embora a parasi-
temia da cepa Y tenha sido controlada, o numero de dias requerido
para a morte de 50% dos animais foi de 10,7 i 0,46, enquanto para
a amostra CL, foi de 16,0 + 1,0, o que significa que, a cepa Y
foi mais virulenta do que a cepa ClL, 0 que corrobora a interpreta
cao de 1ndepend§ncia entre a resisténcia a parasitemia e a morta-

lidade.

A resisténcia esta relacionada ao Sistema Imuni
tario, como indicam os experimentos de timectomia necnatal em ani
majs infectados com T.cruzi {(Schimunis et al., 1971}, ‘tratamento
com soro antiqui(Rodrﬁgue; et al., 1981}, esplenectomia {Brener &
Krettli, 1979; Trischmann eta?.,§97m,irradiac§o (Hanson 1976, 1977 ),
tratamento com silica para bloguear o funcionamento dos macrofagos
(Trischmann et al., 1978}, ou descomp?ementac&o (Budzko, 1975},0s
quais exacerbaram a ﬁnfeccao pelo T.cruzi, As defesas naturais po
dem ser maiores ou menores dependendo  do padr%o genetico
do animal hospedeiro; entretanto, o comportamento da curva parasi
témica ou ¢ perfil parasitémico sera o mesmo para as linhagens de
alta parasitemia ocu de baixa parasitemia, quando séo infectadas
com a mesma amostra de T.cruzi (Trischmann et al.,1978; HUrightsmann

et al., 1982},



A infecg¢ac por T.cruzi tem uma fase aguda que,
se seguida para uma fase cronica, pode evoluir de maneira inaparen
te (forma indeterminada) para uma das formas cronicas da doenca ,

quais sejam, cardiopatia ou megavisceras.

A fase aguda se caracteriza por uma parasitemia
que habitualmente atinge um pico, a partir do qual o numero de pa
rasitas do sangue, comeca a declinar. Esta observacao pode ser fei
ta, mesmo no caso dos animais sensiveis, que embora consigam . con
trolar o nivel de parasitemia, morrem dlguns dias depois do pico

parasitemico.

0 controle da infeccgo representado pelo desapa
recimento dos parasitas da circulacdo e por uma sobrevida a infec
cao, tambem dependem, ao gue tudo indica, da presenca de anticor-
pos especificos. Kierszenbaum & Howard{1976) demonstraram que ca-
mundongos Biozzi, maus produtores de anticorpos, apresentam ny-
veis parasitémicos e mortalidade mais elevados do que os camundon

gos Biozzi bons produtores de anticorpos.

Na fase aguda, alem dos anticorpos, outros ele~
mentos tém sido implicades comoc responsaveis pela protecdo contra
a Tripanosomiase Americana, tais como, céiulas citotoxicas natu-
rais, macrofagos, complemento, eosinofiios, polimorfonucleares (Kipnis et al.,
1981; Hatcher,1982; Nogueira et al.,1980; Krettli & Nuzssenzweig, 1977).Nao ha

duvida de que varios destes elementos se encontram alterados .durante a fase aguda



Hayes & Kierszenbaum {1981) Kierszenbaum (1981) Maleckar &

Kierszenbaum (1983) demonstraram que o periodo agudo da infeccio

em CBA , apresentou depressgo da resposta  linfoproii-
ferativa de celulas B e T em presenca de mitogenos (LPS)f (PHA),
(antigenos de T.cruzi), bem como umaesplenomegalia, sem que o ni-
mero de celulas B, aumentassem percentualmente. A depressao dos
linfocitos B e T, ao estimulo mitogenico, nesta fase, ndo & conse
quéncia & acao do linfocito T supressor, e sim a um fator do T.cru
zi, e a depressdo quantitativa das células T (Kierszenbaum, 1981;

Kierszenbaum & Budzko, 198Z; Maleckar & Kierszenbaum, 1983; 1984;

Tarleton et al., 1983).

A 1nf1uépcia' destes fenomenos na quantidade e
especificidade dos anticorpos ndo esta demonstrado. Sabe-se, no en
tanto, que os titulos de anticorpos encontrados na fase aguda, em
CBA infectado com a cepa Tulahuen, sao muitc menores do que na fa
se cronica; 0 seu fﬁncionamento como mediador de reacoes de cito-

toxicidade (ADCC) entretanto, @Presenta a mesma qualidade nos dois

periodos (Kierszenbaum & Gharpure, 1983).

Parece oportuno investigar a importancﬁa da fun
cao da celula citotoxica natural durante esta fase da infeccdaouma
vez que as celulas do Sistema Imunitario, linfocitos B e T encon-
tram-se deprimidos de maneira funcional e guantitativa, respecti-
vamente {(Hayes & Kierszenbaum, 1981). Hachter (1982) demonstrou
que durante as primeiras 48 horas apos a inoculac¢do do T.cruzi em
camundongos C.H (He) ou C57BL/6, ha um aumento significativo de ce

lulas citotoxicas naturais, e que esta fase inicial de atividade
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citotoxica, & seguida, apds 16 a 19 dias da infecgao, por celulas
citotoxicas, Thy 17 e NK™. A imunodepressdao quantitativa e funcig
nal dos linfocitos T, nos CBA {Hayes & Kierszenbaum, 1981), infec
tados com a cepa Tulahuén, & detectada ja no 50 dia p6s - infecgao
(Kierszenbaum & Budzko,1982) e provavelmente a resistencia desta
fase & realizada por anticorpos (Rodriguez et al.,1981) e por cg
lulas citotoxicas naturais (James et al.,1982). Apesar do papelin
termediario dos anticorpos na efetivacdo das reacoes de citotoxici
dade, quem completa a destruicdo do micrcorganismo e a celula cito
toxica, seja ela uma celula citotoxica natural, um fagdocito mononu

clear ou polimorfonuclear,

Qutro fator considerado importante para 0 con
trole da infeccao consiste no Sistema do Complemento. Experienci-
as in vitro indicam que ¢ complemento so age sobre o tripomastigo
ta guando em presenca de anticorpos e que a ativacao do sistema &
feita, predominantemente, pela via alterndtiva (Krettli, 1978;
Kierszenbaum & Howard,.1976; Budzko et al.,1975; Krettli et al. ,
1979). Krettli (1978) wmostrou in vitro que a lise de tripemastigo
tas sanguicolas, medjada por complemento humano, nao era obtida
quando os parasitas utilizados eram colhidos a) durante a fase as
cendente da curva parasitémica, b) de animais inoculados com bai
xas doses, ¢) de camundongcs inoculados com determinadas cepas
(CL), d) ou ainda quando os parasitas eram originarios de camun -
dongos irradiados. Estes experimentos demonstram que a presencade
anticorpos especificos anti-T.cruzi era fundamental para a efeti-
vacao da lise pelo sistema de complemento humano normal, in vitro

(Krettli, 1978). Cs anticcorpos sao produzidos in vivo,apds algum
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tempo da infec¢do, atraves da estimulacao imunogeénica, a partir de
um determinado niumero de tripomastigotas sanguicolas. 0 fato do a
nimal nao contar com anticorpos 1iticos na fase ascendente do pi
co parasitémico, segundo Krettli (1978) pdém em duvida o mecanis-
mo de lise como sendo fundamental para o controle da parasitemia

nesta fase (ressalve-se que a capacidade 1itica do soro de camun-
dongos, e 50% menor do que a do soro humano normal). Por outro la
do, Rodriguez et a].A(1983) demonstraram, in vivo,em camundongos
tratados com soro antii}j, depletados de IgM e IgG2b, que o comple
mento foi ativado através da deteccdo de baixos niveis de comple-
mento ativados pela via alternativa, em placas hemoliticas, na 2@
semana de infeccac, atingindo o maximo de atividade na 62 semana.

Este dado significa que, in vivo, o anticorpo opsonizante, nao e

necessario para que ocorra a lise.

Numa tentativa de verificar o comportamento
dos fenamenos imunitarios que ocorrem durante a fase aguda, Tarleton
& Kuhn (1983) estudaram a corre}acao da mudanca na populacao de
celulas totais, de celulas produtoras de Imunogliobulinas, ]infﬁci
tos T, e macrofagos de baco, com a cinética de producao de IgGIgh
e IgA, em camundongos resistentes (C57BL) e sensiveis (C3H),infec-
tados com T.cruzi. Demonstraram que nos camundongos infectados houve uma esti-
mulacdo policlonal, antecedendo ou coincidindo com a elevacdo de anticorpos es
pecificos para o T.cruzi, mas que, no entanto, os animais C3H apresentaram um
tempo lag maior para a producdo de anticorpos do gue os C57BL/6, bem como apre
sentavam um numerc mais alto de anticorpos "naturais" anti-T.cruzi ,
do que os C57BL/6. No que se refere & classe de imunoglobuiinas ,

as IgM apresentaram niveis maximos no 499 dia pos-infeccao e se
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mantiveram elevadas durante todo o periodo cronico. Enguanto  as
1gG, em camundongos resistentes, se apresentaram em maior quantida
de, mais cedo, no 429 dia, mantendo os niveis em "plato" ate o
fim da experiéncia. Por outro lado, 0s animais sensiveis mor -
reram no periodo em que os niveis de IgM e 1gG estavam em eleva-
¢do. 0 fato mais interessante deste estudo foi o registro do re-
baixamento do nﬁmero absoluto e percentual das células produtoras
de imunoglobulinas, durante a fase aguda da infeccao, alem de uma
elevacao no numero de macrofagos, sem, no entanto, haver modifica
coes quantitativas nas celulas T em camundongos resistentes, en-
quanto que nos C3H ndo houve alteracoes nos niveis de celulas pro
dutoras de imunoglobulinas ate o pico parasétémico, mas sim um re
baixamento percentual no periodo que precede a morte, bem como uma
elevacio do nGmero de macrofagos e de celulas T. Contudo, ha dis-
cordancia entre estes achados e o0s resultados obtidos por Kierszenbaum
1981, que detectou depressio absoluta e percentual dos linfocitos

T, em CBA. portador da infecc¢ao aguda.

Face aos dados existentes sobre a depressao de
células T e B durante a fase aguda da infeccdo{Hayes & Kierszenbaum,
1981) €& pouco provavel que estas celulas tenham papel destacado
na transicio da fase aguda para a fase cronica. Igualmente no-
de-se questionar os papéis dos anticorpos e do complemento, nesta
fase, uma vez qﬁe os animais esplenectomizados ou descompiementa-

dos s3o capazes de controlar o nivel de parasitemia.

Considerando gue tem sido demonstrado um aumen-

to do numero de células fagocitarias em camundongos C3H e (C57BL
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neste perjodo, & possivel que estas células tenham um papel des-
tacado nesta fase de transic¢do, caracterizada por um declinio do
pico parasitémico e inicio da recuperacac quantitativa dos linfo-
citos T e da atividade funcional linfoproligerativa dos Tinfoci
tos T e B, em CBA { Hayes & Kierszenbaum, 1981; Tarleton & Kuhn,
1983). Em concordancia com estas hipoteses, James et al. (1982)
demonstraram que os macrofagos de animais sensiveis nao eram tri-
panostaticos durante a fase aguda, atividade esta, presente nos
macrofagos de camundongos resistentes, C57BL,Behbehani et al (1981
compararam a quantidade de antigenos associados com a regiao I do
MHC (Major Histocompatibility Complex), (la), presentes nos macro
fagos peritoneais de camundongos normais e infectados com T,cruzi,
encontrando-os em apenas 10% dos primeiros e em 50 a 100%dos ma-
crofagos de‘animais infectados por T.cruzi. Esta conversao de Ia
negativos para Ia positivo sugere uma ativacdo da cooperag¢ao en-
tre macrofagos e células T, numa fase em que os linfocitos T au-

mentam quantitativamente (Hayes & Kierszenbaum 1981).

0 T.cruzi, uma vez fagocitado pelo macrofago,po
de escapar do fagossoma e se multiplicar no citosol (Nogueira &
Cohn 1977). Tem-se démonstrado que os macrofagos provenientes de
animais cronicamente infectados apresentam uma atividade tripanos
tatica e, em presenca de linfocitos T especificos ou de Tinfoci-
nas, esses macrofagos exercem uma nitida ac§6 tripanosomicida
(Nogueira & Cohn 1978 1979).Contudo, Alcantara & Brener(i980)
nio observaram atividade tripanostatica nos macrofagos de animais
cronicamente infectados, bem como nos fagbcitos ativados com tio

giicolato, muito embora apresentassem maicr indice de fagocitose
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No que se refere a fase aguda, 05 macrofagos apresentam-se morfo-
gicamente ativados, in vitro; entretanto, nao se tem informacoes
conclusivas sobre a sua atividade, durante esta fase {Alcantara,

1979).

0 perfodo cronico & caracterizado por apresen-
tar niveis parasitémicos subpatentes, passiveis de detecgao somen
te atraves de hemocultura e xenodiagnfstico. Experimentalmente, a
fase cronica, pede ser demonstrada em camundongos de linhagens na
turalmente resistentes, inoculadas com doses baixas de cepas alta
mente virulentas (Corsini et al., 1980) ou de animais sensiveis,
desde que estes sejam infectados com pequenos incculos de amostra
pouco virulenta (Hayes & Kierszenbaum, 1981), ou por tratamento
efetuado com droga que inibe ou erradica o parasita (Krettli &

Brener, 1976).

Tem-se demonstrado gue, durante a fase crénicm
o animal apresenta uma maior resisténcia especifica ao T.cruzi.
Contudo, e durante esta fase que aparecem no homem as lesoes car-
diacas e em visceras ocas que podem leva-lo a morte. A etiopatoge
nia destas lesoes ainda esta mal esclarecida, acredintando alguns,
como Koberle (1968}, que elas tenham sido iniciadas no periodo
agudo da infecc¢ao, enguanto outros, como Teixeira e Santos-Buch
(1974), sugerem que elas sao conseqliencia de fenﬁmenos de auto-
imunidade, desencadeados pela infeccdao. Fredereci et al. {1964)
demonstraram em C3H que as lesoes inflamatorias de coracac 540
mais extensas na fase crénica, enquanto que © parasitismo e mais

intenso durante o periodo agudo da infeccao.
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A transigao da fase aguda para a crﬁnica_ certa
mente depende dos mecanismos de defesa desenvolvidos no hospedei-
ro. Tem sido demonstrado que, nesta transicao, observa-se uma re-
cuperacao das func¢oes do Sistema Imunitario que estavam altera-
das durante o periodo agudo da infeccdo. Hayes & Kierszenbaum {1981)
demonstraram uma recuperacao funcional das celulas B, coincidindo
com o aumento quantitativo dos linfocitos T durante a fase croni-
ca em CBA infectado com a cepa Tulahuen, bem como Tarleton & Kuhn
(1983) mostraram em linhagens C57BL uma recuperacdao quantitativa

de linfocitos B, e elevacdo acima do normal, em termos relativos e

absolutos, dos Tinfocitos T nos camundongos portadores da infeccao cronica ,
com cepa Brasil. Estes Ulfimos autores documentaram ainda um aumento do nlme-
ro de macrofagos durante as fases da infeccdo, retornando aos valores normais

no 1059 dia de infeccao.

0 equilibrio da relacdc parasita-hospedeiro, du
rante o periocdo crﬁn%co, pode ser quebrado atraves de tratamento
com imumodepressores, ﬁaio X, soro antitimocito, ou por infeccles
concomitantes com outros protozoarios {Hayes & Kierszenbaum,1981;

Hanson et al., 1976, 1977; Krettli, 1977).

0 tratamento com ciclofosfamida facilita o de-
senvolvimento de reac¢do cutanea mediada pela imunidade celular
(DTH) a diversos antigenos; entretanto, Abrahamsohn et al (1681)
nao detectaram este fenﬁmeno em animais infectados por T.cruzi.Da
mesma forma, Scott (198la) demonstrou supressao da hipersensibili

dade cutanea retardada aos antigenos de T.cruzi em animais {(CBA x

C57BL) F1 previamente inoculadus com celulas T obtidas de bacgo



de animais crﬁnicamente infectados. 0s animais que apresentam esS
ta depressao de hipersensibilidade retardada aos antigenos do T.

cruzi apresentam uma reatividade normal ao DNFB e ao KLH (Ccrsini

et al., 1980; Scott 1981b), o que indica que a supressdo & especi
fica. Este fato, aparentemente, contradiz a hipotese segundo a

qual as lesGes histopatologicas da fase crﬁnica podem ser conse~

qﬂéncia de uma reacdo de hipersensibilidade retardada.,na qual 1in
focitos T, especificamente sensibilizados para os antigenos de T.
cruzi, reagiriam com os antigenos teciduais (Teixeira et al.,1975b).
Portanto, se, por um lado, admite-se que © linfocito T suprime a
resposta cutanea tardia aos antigenos do T.cruzi. fica dificil ad
mitir-se, por outro lado, gue a reacao do DTH seja responsabiliza
da pelas lesoes organicas do coracdo (Teixeira et al.,1978). Na
realidade, éxistem poucos dados conclusivos sobre o papel do lin-
focito T durante a fase cranica, 0 tratamento com soro antit%méci
to nio alterou a relacdo parasita-hospedeiro (Hoff 1875); entretan
to, experi&ncias utilizando transferéncia adotiva de celulas es-
p}énicas de camundongos cranﬁcos depletadcs de linfocitos T prote
geram parcialmente os receptores, ao se observar um prclongamento
dos niveis altes de parasitemia (Scott 1981b), sem, no entate, al
terar a esperanca de sobrevida. Este autor sugere que as celulas T auxi
1iam ne\contro?e dos niveis do pico parasitemico, assim como

demonstra - outras funcﬁes referentes ao linfocito T,in
dfretamente, em experiencias que mostram um papel auxiliar da cé-

lula T na produgdo de anticorpos anti-T.cruzi. Por exemplo, celu-

las esplénicas de animais cronicos depletadas de Tinfocitos T nao

roduziram anticorpos e apresentaram resposta anamnestica pobre
p

3 estimulacaoc antigénica secundaria do T.cruzi, quando transferi-
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das para animais irradiados (Scott 1981la).

0 papel dos anticorpos diurante a fase cronica da
infecgdao por T.cruzi parece ser de importancia fundamental no me-
canismo de defesa. Culbertson & Kolodny {1938) ¢ Kolodny {1539)
demonstraram atraves transferencii passiva de soro imune de ra-
tos crﬁnicos protecao contra uma cepa virulenta do T.cruzi. Poste
riormente, Kagan & Norman (1961, 1962) observaram protecdo centra
cepa virulenta de T.cruzi, atraves de inoculacdo anterior a infec
lcéo do soro imune cranico, obtido pela infecg¢ao com cepas avirulen
tas do pratozoérﬁo. Kierszenbaum & Howard (1976) mostraram prote-
cao efetiva dos camundongos Biozzi, baixo produtores de anticorpos,
atraves da transferencia passiva de plasma imune, diariamente,en-
tre os dias 2 e 17 da infec¢ao. Krettli & Brener (1976} observa-
ram protecao contra a 1nfecc§o por T.cruzi pela transferencia pas
siva de soro de animais cronicamente infectados inoculados 1 hora
antes da infeccao. Esta protecao so foi observada quando era uti-
lizado soro obtido de animais com 7 a 22 semanas de infecg¢ao, nao
se observando alteracao da infectividade quando se utilizava soro
de animais com 4 semanas de infeccao. Por outro ?ado, McHardy
(%977f)obteve resultados de protecao com transferéncia passiva de
soro obtido na 40 e 69 semanas de infeccdo e inoculados apos 4
horas da infestac¢ao com a cepa Tulahuen ou Y.Castelo Brance {(1978)
demonstrou que a atividade protetora do soro imune cranéco estava
relacionada a IgG. Takerara et al. (1981) demonstraram que o0s an

ticorpos protetores eram predominantemente IgG2 e preferencialmen

te localizados na subclasse IgGZ2b.
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As experiencias de Scott (1981a) demonstraram
que a transferencia de celulas B de animais cronicamente infecta-
dos para animais irradiados protegeram o receptor de uma dose le-
tal de parasitas, enquanto que a transferencia de fracoes de célu
las T e de macrofagos ndo protegeram. Contudo, a inter-relacdao das
funcoes destes trés tipos de células durante a.fase cronica pode-se
deduzir a partir dos trabalhos de Scott {1981a, 1981b) e Nogueira
& Cohn (1979 ). Estes ultimos autores mostraram que macrofagos pre
sentes no peritoneo de animéis infectados com T.cruzi apresen-
tam-se apenas tripanostaticos, més ao receberem uma dose antigeni
ca secundaria, em presenca de linfocitos T especificos, anti-T.
cruzi, tornavam-se tripanosomicidas. Alcantara (1979) observou que
soro hipermune anti-T.cruzi, aumentava de duas vezes o© indice de
fagocitose, tanto pelos macrofagos normais como pelos macrofagos
de animais cronicamente infectados, sem, no entantoc, se observar
atividade tripanostatica in vitro. Nogueita & Cohn (1980 }, dis-

cordaram que ¢ macrofago de animal cronico nio seja tripanostati-

co.

Em resumo, a protecao decorre da funcao interli
gada destas tres celulas. 0 linfocito T funcionaria como auxilia-
dor do linfocito B na producdo de anticorpos especificos anti-T,
cruzi (Scott 1981a), os quais facilitariam a fagocitose dos para-
sitas pelos macrofagos. Estes macrofagos poderdo apresentar uma
atividade tripanostatica ou tripanosomicida de acordo com seu grau

de ativacdao que e regulado pelo 1infdocito T (Nogueira & Cohn,1977;

Mackaness, 1970).
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0 papel do anticorpo na evolugcac da infeccao
nao esta esclarecido, nao existindo informacoes seguras de como
ele age durante a infeccgao. Com o objetivo de obter informacoes a
este respeito, procuramos investigar, no presente trabalho, a evo
Tucdo da infeccao em animais passivamente imunizados, procurando
avaliar a acao do soro imune anti-T.cruzi, sobre os segquintes pa-
r&metros da infeccﬁo: nivel de parasitemia no pico; tempo de evo-
lucdo da infeccdo necessario para atingir o pico parasitémico; e

esperanca de sobrevida a infeccao.
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2. MATERTIAL E METODOS

2.1 - ANIMAIS

Foram utilizados camundongos isogenicos CBA de
ambos 0Ss sexos, com trés meses de idade {18 a 25g), criados noBio
terio Central da UNICAMP. Alguns animais foram cedidos pelo br.
Thomaz Mota-Santos (Universidade Federal de Minas Gerais) e pelo
Dr. Sylvio Thales Torres {Unjversidade Federal Fluminense), todos
provenientes originalmente, do Jackson Laboratories (Bar Harbor,

Maine).

Tambem foram utilizados camundongos {CB7BL x CBA)
F]’ criados no Biotério Central da UNICAMP, de ambos os sexos e

com tres meses de idade.
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2.2 - TRYPANOSOMA CRUZI

Para a realizacao destes experimentos, foi uti-
lizada a cepa Y (Pereira da Silva & Nusszenzweeig, 1953), cedidas
por Z.Brener, atraves passagens sanguineas sucessivas em camundongos Swiss
55. Durante a realizacdo destes experimentos, a amostra foi manti
da em camundongos CBA de trés meses de idade por inoculacac intra

5

peritoneal {(i.p.), a cada 7 dias, de 10~ formas tripomastigotas.

2.3 - DETERMINACAO DO NUMERO DE TRIPOMASTIGOTAS

0 numero de tripomastigotas presentes numa amos
tra de S,UP.de sangue, foi coletada com pipeta de hemoglobina pre
viamente calibrada, e colocada em lamina de microscopio sob lami-
nula de 22 x 22 mm. O nimero de parasitas foi avaliado conforme
técnica descrita por Brener, 1962. 0s campos microscopios da ltami
nula foram determinados com objetiva de 40 x. Os parasitas foram
contatos em 20 campos e o numero encontrado muitiplicado por
5&.000, um fator de correc?o correspondente a 1/80 do total de

campos microscopios da area da laminula.

2.4 - INOCULACKO DE CAMUNDONGOS COM TRIPOMASTIGOTAS SANGUINEQCS

Tripomastigotas sanguineos foram obtidos de ca-
mundongos CBA inoculados 7 dias antes via i.p. com 385 parasitas,
atraves de sangramento pelo plexo braquial, sendo este sangue, coO
letado em recipientes contendo citrato de sodio 5 3,8% e apresen-

tando em media 3.5 X 106 tripomastigotas por ml de sangue. O intc-
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culo foi preparado a partir de sangue diluido em salina tamponada
de maneira a conter 101, 102, 303, 134, 305 parasitas em 0,1 ml,

para ser inoculado via i.p.

2.5 - DETERMINACAO DO NIVEL DE PARASITEMIA

Observou-se a quantidade de parasitas no sangue
diariamente, apos o perjodo pre-patente, ate aproximadamente dois
dias apos o pico de parasitemia, utilizando-se o metodo de Brener,
1962. 0s resultados foram expressos em media aritmetica e o res-
pectivo desvio padrao do numero de parasitas em 20 campos no dia
do pico de parasitemia. Quando necessario, para normalizar a dis-
tribui¢do, os numeros de parasitas em 20 campos, foram transforma
dos no respectivo logaritmo para a realizacao dos diferentes tes

tes estatisticos.

2.6 ~ OBTENCAO DE SORO ANTI-T.cruzi

Para a obtencao de partidas de soro anti-T.cruzi,
grupos de animais (C57BL x CBA)F], em nimero predominante de fe-

2 formas tripomastigotas sanguineas,

meas, foram inoculados com 10
via i.p., submetidos ao controle de infestacao no 129 dia e san-
grados na 69 semana de infeccdo. Este sangue, apds retracdao docoa
gulo era centrifugado a 160g durante 15 minutos e o soro era esto
cado em alfquotas de 2,5 ml, a -200C. Para a realizacao das expe-

riencias foi utilizada a mesma partida. Contudo, para a repeti-

¢do de alguns testes recorreu-se a uma segunda partida.
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2.7 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

De modo geral, as experiencias foram levadas a
efeito em grupos de 5 camundongos e os testes foram repetidos no

- . -
minimo tres vezes,

A inoculacao com formas tripomastigotas foi fei-
ta utilizando-se parasitas obtidos 15 minutos antes da infeccao
0s diferentes grupos de animais, submetidos aos diversos tratamen-
tos, bem como os seus respectivos grupos controies, foram mantidos
no Bioterio do Departamento de Microbiologia e Imunologia, com ra-
¢cdo e agua a vontade numa temperatura ambiente que variou de 209 a

282C,

2.8 - ANALISE ESTATISTICA

0s diversos parametros observados nos grupos tra
tados, foram comparados com os seus respectivos controles, realiza
dos no mesmo dia, utilizando-se analises estatisticas. Analises de
variancia: teste T de Student, teste F, teste de Tukey-Kramer e
Teste de Hooker - Regressao Tinear e regressao de Box & Cox foram utilizados
para os estudos de expectativa de sobrevida a infeccao e tempo de aparecimento

do pico de parasitemia.

2.9 - PREPARACCES HISTOLDGICAS

0 baco, figado, coracao, foram retirados de ca-
mundongos no 79 dia de infeccao e 10, 7, 4 dias, 6 horas, apos a

inoculacdo do sorc anti-T.cruzi, fixados em formol a 10% e proces



sados para coloracao com Hematoxilina-Eosina, segundo tecnica

Burke, Weymouth & Seibel (1972).
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3. RESULTADOS

Com a finalidade de estudar a evolucao da infec

C§0 por Trypanonma cruzi nos camundongos CBA, grupos de no mini-
mo cinco animais foram inoculados com diferentes doses do parasi-
ta procurando-se determinar, em seguida, 0 the? de parasitemia e
0 espaco de tempo, em dias. entre a inocu?ac§0 do parasita e oapa
recimento do pico de parasitemia (tempo de evolucdo necessario pa

ra atingir o pico parasitemico} e a esperanca de sobrevida.

3.1 - RELACAOC ENTRE NOMERO DE PARASITAS INOCULADOS E TEMPO DE APARE-
CIMENTO DO PICO DE PARASITEMIA

0s resultados apresentados na Tabela I mostranm
que na medida em que a dose inoculada aumentava se reduzia o tem-

po necessaric para o0 aparecimento do pico de parasitemia.
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TABELA 1

Relacao entre o numero de parasitas inoculados e tempo de apareci

mento do pico de parasitemia.

NO de T.cruzi NO de Tempo de aparecimento do pico de

Incculados animais parasitemia em dias
M&édia D.P. I1.C.95%

10! 67 12,97 1,36 (12,64 a 13,30)

102 44 11,66 1,29 (11,27 a 12.05)

103 14 10,71 1,98 (09,57 a 11,86)

i0? 15 8,67 1,29 (07,95 a 09,38)

5 a 08,18)

1w .. 16 7,56 1,15 (06,95

D.P. (Desvio padrao)
1.C. (Intervalo de Confianca) 95% foi calculado a partir de uma
normal padrao

ti s/n. 205025 205025 = 7,96

A analise de variancia mostrou que as diferen
cas observadas entre as médias dos dias de pico, para as diferen

tes doses, eram estatisticamente significativas (Tabela II).
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TABELA 11

Analise de variancia da relacao entre o numero de parasitas inocu

‘lados e tempo de aparecimento do pico parasitemico.

Fonte de Graus de Soma dos Media F
Varién;ia Liberdade Quadrados Quadratica

Fator 4 h2e,27 130,57 68,47
Erro 151 . 287,95 1,91

TOTAL 155 810,22

F - & significante ao nivel de 5% (p< 0,05)

A analise de regressao (Tabela III) mostrou a
existéncia de uma funcdo linear (Fig. I) entre o lecgaritimo da

dose de parasitas inoculados e o dia do pico, expressada pela equa

cao:
y = b - ax

onde y representa o tempo de pico de parasitemia e x o iogaritimo
do numero de parasitas inoculades. Os valores de b e a, determina

dos empiricamente, foram, respectivamente, 14,4 ¥ 0,21 e 1,36 tp,08,



TABELA TT1I

Anilise de variancia da regressdo da correlacdo entre o numero de

parasitas inoculados e o tempo de aparecimento do pico parasitémico.

Fonte de Graus de Soma dos Media Fx*
Variancia Liberdade Quadrados Quadratica

Regressao

Linear 1 518,60 518,60 274,39
Residuo 154 291,62 1,89
TOTAL 155 810,22

*F _ & significante ao nivel de 5% (p < 0,05)

)
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3.2 - RELACAO ENTRE A DOSE DO INOCULO E O NIVEL DE PARASITEMIA

0s animais inoculados com uma mesma dose de pa-
rasitas apresentaram uma pequena variacao no tempoc de aparecimen
to de pico de parasitemia e tambem uma ampla variacao do nivel de
parasitemia determinado no dia do pico. A analise destes dados
nio nos permite rejeitar a hipotese de independencia entre estas

variaveis, a niveis normais {Tabela IV).

TABELA TV

Correlacdo entre o tempo de aparecimento do pico de parasitemia

(D) e o nivel de parasitemia (P).

Nimero de Tripo, Inoculados Correlacao D/P
10 | - 0.178
102 | 0.021
103 - | - 0.367
10 - 0.477
S 0.420

10

Tambeém ngo foram observadas diferengas estatis-
ticas significativas nos resultados obtidos com diferentes grupos
de cinco animais, submetidos a um mesmo tratamento experimental
Por esta razao, os dados obtidos nas diferentes experiéncias fo-

ram acumulados e acham-se apresentados na Tabela V.
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TABELA V

Anilise de variancia para teste de igualdade entre grupos de ani

mais inoculados com o mesmo numero de parasitas*, em dias dife-

rentes.
Fonte de Graus de F &
Variancia Liberdade
Fator 3 3,20
Erro. 17
Total 20

* Foram analisados quatro grupos de cinco animais inoculados

com 10% parasitas

**F . nio & significante ao nivel de 5% (p > 0,05)

0s dados concernentes a relagao entre a dose
do indculo e o nivel de parasitemia no dia do pico,  acham-se
apresentades na Tabela VI, onde se pode verificar uma variacao

de parasitas no dia do pico em relacgdo a dose. A analise de va-
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riancia feita com o teste F nos permite rejeitar a hipotese de
independencia entre cos dados apresentados (Tabela VII). Utilizan-
do ~se o teste de Tukey-Kramer (Dunnet, 1980 ), para fazer compara
¢oes multiplas entre os diferentes tratamentos 9”1 a,ﬂS)’ foi
possivel mostrar que os grupos inocu?ados‘com 101, 102, 1903, i84
nao diferem entre si num nivel de significincia de 5%, bem como

5 nao diferem entre si num ni

0s grupos inoculados com %Od e 10
vel de significancia de 1%. Contudo, este Gltimo grupo diferiu
significantemente dos quatro primeiros grupos (101 , 102 , 103

104), num nivel de significancia de 5%,

* Ao nivel de significancias< = 0,05 (p < 0,05) nio se pode afir

mar que exista diferenca significante entre ﬁ1 ﬁz ﬁé ﬁ4

**Ao nivel de significinciaec= 0,01 (p<0,01) nio se pode afir-

mar que exista diferenca significante entre g, j}z /53 /54 o

entre’j4 e‘ﬁs
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TABELA VI
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numero de parasitas inoculados e nivel de parasitemia

NO de T.cruzi NO de Nivel de parasitemia/ml2 (x3x10%)

Inoculado animais MEdia D.P. 1.C. 95%
10! 67 96,37 82,1 ( 76,3 a 116,4)
102 a4 121,10 86,3 ( 93,9 a 146,4)
103 14 90,20 54,7 ( 58,6 a 121,8)
104 15 174,60 105,0 (116,3 a 232,9)
10° 16 276,90 2020 (169,4 a 384,4)

2Determinado no pico de parasitemia

D.P. desvio padrao

I1.C. Intervalo de Confianca

TABELA VII

Anzlise de variancia da relacdo entre o nivel de parasitemia e ¢

numero de parasitas inoculados.

Fonte de Graus de . Soma dos Media F
Variancia Liberdade Quadrados Quadratica

Fator 4 476,872 119.218 11,48°%
Erro 151 1.568.663 10.388

TOTAL 155 2.045.,535

F - & significante ao nivel de 5%*(p ¢ 0,05)
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3.3 - RELACAO ENTRE A DOSE DO INDCULO E O TEMPO DE SOBREVIDA A IN

FECCARO

0s dados relativos a mortalidade acumulada dos

grupos de animais inoculados com diferentes doses do parasita, re

sumido na Fig. II, mostram que a expectativa de sobrevida esta es

treitamente relacionada com a dose do inoculo.
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L0G DO N¥ DE PARASITA

A estimativa do tempo medio de sobrevida

respectivo desvio padrdo, nas diferentes experigncias, foi

por maxima verossimilhanca. Como os dados revelam um forte

feita

desvio
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da normalidade apos simples analise visual, eles foram submetidos

a uma transformacao, de acordo com a formuia de Box & Cox, 1964):

0 lambda foi escolhido por uma maximizacgo simul
tanea da funcao de verossimilhanca dos dados transformados com res-
peito a lambda, media e desvio padrab usando um programa computacio
nal interativo desenvolvido especialmente para este problema. Esta
maximizacao foi feita independentemente para cada dose e os valores

obtidos para labda sao dados na Tabela VIII.

TABELA VIII

Yalores de lambda escolhidos para as diferentes doses

Logaritmo

da Dose 1 .2 3 4 5
Tamanho

da Amostra 67 54 - 14 15 21
Lambda -1,37 ~1,36 -1.,29 -2,32 -1,82

0 lambda foi escolhido por maximizacdo simultanea da funcao de ve

rossimilhanca.
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. Como vemos, os valores encontrados de Tambda sao
bastante consistentes para as tres primeiras doses, mas variam mui=-
to para as duas - ultimas, em consegliencia, taivez, do menor tama-
nho da amostra. Para tornar as estimativas comparaveis entre si,
um lambda comum, igual a (-1,3), foi escolhido. As estimativas da

media e do desvio padrdo, para dada dose, sao dadas na Tabela IX.

TABELA IX

Valores da media e do desvio padrdo calculadas a partir de Lambda

igual a {(-1,3).

Logaritmo

da dose i 4 3 4 5
Media 0,7589 0,7562 00,7551 0,7422 09,7371
Desvio '

Padrao 0,005630 0,006182 0,0053%2 ©,007873  0,0038%1
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Os intervalos aproximados com 95% de <confianca

para a media sao apresentados na Tabela X.

CTABELA X

Intervalo de confianca para o tempo medio de sobrevida nas dife-

rentes doses.

Logaritmo Intervalo de

da Dose Confianca 95%
1 (0,7575244 a 0,7602756)
2 (0,7545175 a 0,7578825)
3 | (0,7519873 a 0,7582127)
4 (0,7378396 a 0,7465604)
5 (0,7353288 a 0,7388712)

Apos a transformacdo inversa, as estimativas da

sobrevida media, sao mostradas na Tabela XI.

A recuperacao dos valores em dia foi retirada da

seguinte formula:

1 1/1,3
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TABELA ~ XI

Relacdo entre o logaritimo do numero de parasitas inoculados e a

esperanca de sobrevida a infeccao em dias.

Logaritmo

da Dose 1 2 3 4 5

NO de

animais 67 44 14 15 16
Media

{dias) 27 ,54 23,03 21,64 13,14 11,50
I.C.

(95%) - (25,01 a (20,97 a (18,6 a (11,71 a (11,03 a

30,73) 25.62) 26,2) 15,04) 12,02)

3.4 - ACAO DO SORO ANTI-T.cruzi SOBRE A EVOLUCAO DA INFECCAG EXPE
RIMENTAL.

Nos Grupos de animais qinoculados por via
endovenosa, com 0,25m1 de salina, soro normal ou sovro imune anti-T.

2 ou ?05 formas tripo

cruzi e desafiados 60 minutos apos com 10
mastigotas, foram analisados os seguintes parametros: niumero de
tripomastigotas do dia do pico, tempo de aparecimento do pice de

parasitemia e esperanca de sobrevida a infeccao.
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Num segundo grupo de experiéncias, destinado
a avaliar a acao do soro nos diferentes periodos de infec¢dao
grupos de animais foram inoculados com 0,25 ml, via endovenosa ,
de soro imune anti-T.cruzi, em diferentes periodos de tempo, an
tes e apos, o estimulo com 10° formas tripomastigotas. Neste gru
po experimental aiém de se estudar o numero de tripomastigotas
no dia do pico, tempo de aparecimentc do pico de parasitemia e
esperanca de sobrevida, procurou-se tambem estudar os diferentes
quadros histopatologicos de diferentes Ergaos: figado, baco

coracao.

A comparacao dos dados obtidos nos animais
inoculados com salina e soro normal nao mostrou ocorrencia de

diferencas significativas em qualquer dos parametros estudados .

0 dados apresentados na Tabela XII mostram
que néo houve a]tefacﬁes significativas no tempo de aparecimento
do pico de parasitemia quando os animais eram tratados 60 minu~
tos antes com soro fmune, mesmo quando estimulados com %0?_ for-

mas %ripomastigotas.
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TABELA XII

Acao so soro anti-T.cruzi sobre o tempo de aparecimento do pico

de parasitemia.

Tratamento No de T.cruzi NO de Tempo de aparecimen

com SOro inocuiado camundongos to do pico de parasite
mia (dias)

5. a-T.cruzi 10° 15 8

5. Normal 10° 21 7.2 40,5

S.a-T.cruzi 102 09 13,1 + 1,16

S.normal 10 10 11,5 + 0,7

Diferencas altamente significativas foram obser
vadas no nivel de parasitemia dos animais tratados com este soro
imune e estimulados com 10° parasitas(p < 0,01 ) (Tabela XIII).
Pode-se observar nesta tabela que ¢ soro imune tambeém exerceu uma
acao sobre o nivel de parasitemia dos animais inoculados e estimu
lados com 102 parasitas, embora esta diferenca seja aparentemen-
te menos marcante do que quando os animais estimulades com 105 pa-

rasitas.



49

TABELA XIT1

Acdao do soro anti-T.cruzi, sobre o nivel de parasitemia

Tratamento N¢ de T.cruzi NO de NO de tripomastigotas/ml,
com soro inoculados camundongos no dia do pico parasite-
mico (x 3x10%)

S.a-T.cruzi 10° 18 26,7%+ 31,3
S.Normal 10° 21 241,7 + 186
S.a-T.cruzi 102 10 44,8 + 34,6
S.Normal 10° 10 86,3 + 51,9

: :
b < 0,01%

Diferencas altamente significativas {p<0,01)

foram observadas na sobrevida dos animais tratados com soro imy

5

ne e respectivos grupos controles estimulados com 10 parasitas

(Tabela XIV). Enquanto que os animais do grupo controle sobrevi-
veram apenas 10 dias, os animais tratados com soro anti-T. cruzi

sobreviveram 42 dias.



Acdo do soro anti-T.cruzi,

inoculados com 105

TABELA X1V

tripomastigotas.
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na esperanca de sobrevida dos animais

Logaritmo

Soro antiuT-cruzé

Soro Normal

da dose 5 5

Amostra 18

Media 0.7633476 0,7341618
Media 42 ,46%* 10,75

{em dias)

1.C. 95% ' (0,7586880 a 0,7680072) (0,7353288 a 0,7388712)
1.C. 95% (27,11 & 142,114) (11,03 a 12,02)

(em dias)

de sobrevida a infec¢do entre o0s animais tratados com soro

e desafiados com a dose de 102

mais controle, tratados com soroc normal.

Tambem foram marcantes as diferencas

Tabela XV).

noe tempo

imune

formas fripcomastigoias e os ani-
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TABELA XV

Acao do soro anti-T.cruzi na esperanca de sobrevida dos animais

inoculados com 102 formas tripomastigotas.

Log da ‘ S.a-J.cruzi S.Normal S.a-T.cruzi S.Normal
dose 2 2 ? 2
Amostra 4 5 5 5
Media 0,7563832 0,764325 0,7572436
Média 53% 23,29 48,83 24,56
(em dias)
1.C. 95% - (06,7522639a (0,7551100 a {0,7541201 &
0,7605025) 0,7735400) 0,7603671)
I.C. (18,80 a (21.65 a (20,55 a
(em dias) 31,35) 53,95} 30,98)
*p < 0,01

0 soro imune anti T.cruzi, diluido dez (10} e
cem (100} vezes, nao altera de forma significativa {p > 0,05 ) o
nivel de parasitemia e'a esperanca de sobrevida, conforme _ mos-
tram os dados das Tabelas XVI, XVII, em relacao ao controle, ou

seia, aos animais tratados com soroc normal.
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TABELA XVI

Acao do soro anti-T.cruzi, diluido 1/10 e 1/100, sobre o nivel de

parasitemia.

Tratamento N¢ de T.cruzi NG de Nivel de parasitemia/m! 1o
. . . . 4
com SOro inoculado camundongos pico parasitemico (x3x107)
Media Desvio Padrao
S.Normal 102 : 5 22,20 54,7

S.A-T.cruzi

1/1% : 10 5 22.00 % 30,8
2

1/10 T 5 171,20 173.0

17100 102 5 266,00 1560

* p < 0,05



a4

TARELA XVII

Acdo do soro anti-T.cruzi, diluido 1/10 e 1/100, sobre o tempo de

sobrevida a infeccao.

S.Normal Soro a-T.cruzi
1/1 1/1* 1/18 1/100

lLog.da dose 2 2 2 2
Amostra 5 5 5 5
Media : 0,7572436 0,764325 0,7568361 0,7523009
Media - 24,56 48,83* 23,93 18,83
{dias)
I.C. 95% "~ (0,7541201 a (G,75511 a (C,7511848 a (0,7468836 a

0,7603671) 0.77354) 0,7624874) 0,7577182)
I.Q. (20,55 a (21,65 a (17,93 a (15.21 a
(dias) 30,98) 53,95) 38,23) 25,33)

*po< 0,05
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0s resuitados obtidos num segqundo grupo de ex-
periéncias, quando animais foram inoculados em diferentes perio-
dos de infeccao (3 dias ou 60 minutos antes do estimulo), mostra-
ram uma alteracao significativa no nivel de parasitemia e na espe
ranca de sobrevida, mas ndo no dia de aparecimento do pico de pa

rasitemia.

Nos animais inoculados 3 ou 7 dias apos o esti
mulo observou-se alteracoes significativas apenas no nivel de pa-
rasitemia, ndc se tendo observado alteracoes na esperanca de so-

brevida nem no dia do pico {Tabelas XVIII e XIX).

0 exame histologico, realizado 7 dias apos a

infeccdo com Trypancsoma cruzi, dos diferentes grupos de tratamen

to mostrou que os animais tratados com soro imune anti-Trypangsc-
ma cruzi, antes do indculo, apresentavam apenas um pequenc nRumero
dé ninhos de amastigotas nos diferentes orgaos examinados, ao pas
so que os animais que receberam o soro 7 dias apos o inoculo QU
que receberam apenas o soro normal apresentaram um matior numero

de ninhos de amastigotas no bac¢o. Nos demais orgaos (baco e cora-

¢do) o parasitismo foi sempre muito baixo, inclusive nos contro-

les, o que dificulta a comparacao.

0 infiltrado inflamatorio mononuclear, embora
escasso no coracao em todos os grupos, era mais frequentemente

identificado nos animais que receberam soros imunes.

Estas experiéncias foram analisadas em relacao acs re

sultados obtidos em camundongos tratados com soro normal de CBA, nas mesmas

condicoes ambientais e realizadas no mesme dia.
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TABELA XVIII

Acao do soro anti-T.cruzi nos diferentes periodos da infeccio ex

perimental.

Tratamento  NQ de T.cruzi NO de T.P. NO de T.cruzi/ml no
inoculado camundongos {dias) pico parasitémico
(.3x10%)
S.Normal 10° 1 7,0 - 181,4 + 59,7

S.A-T.cruzi

3dias . 100 9 7,2 40,46 21,3%%. 9,62
antes a
60 minu- 100 5 8,0 - 19,4%% 9,10
tos antes :
3 dias 10° 10 7,37 + 0,51 50,00°+ 20,0
depois -
7 dias 10° 10 6,30 + 1,0 70.3% + 20,9
depois o

*p < 0,05 *x p < 0,01

T.P. = Tempo de aparecimento do pico de parasitemia.
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FIGURA 3 - BACO

Baco de CBA no 79 dia de infeccao (105 parasitas) trata-
dos com soro anti-Trypanosoma cruzi 60 minutos antes do
inoculo. Ausencia de amastigotas no campo (A = objetiva

6,3X; B = objetiva 16X).

Bago de CBA no 79 dia de infeccao (105 parasitas) trata-
do com soro anti-Trypanosoma cruzi no pico parasitemico,
79 dia. Notar a presenca de ninhos de amastigotas. (C =

objetiva 16X%X; D = objetiva 40X).

Baco de CBA no 79 dia de infeccao (195 parasitas) trata-
do com soro normal de CBA 60 minutos antes do inoculo
Notar os diversos ninhos de amastigotas.(E = objetiva

16%; F = objetiva 4a0¥%).
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FIGURA 4 - FIGADO

Figado de CBA noc 790 dia de 1nfec¢§o (105 parasitas) tra-
tado com soro anti-Trypancsoma cruzi 60 minutos antes do
inoculo. Notar exudato mononuclear em pequencs focos e pro
iiferac§o de células de Kupffer, bem visiveis na Figura

B (A = objetiva 6,3; B = objetiva 40X),

Figado de camundongo no 79 dia de infeccao (IGS

parasi-
tas) tratado com soro anti-Trypanosoma cruzi no pico pa-
rasit§mico, 79 dia. Notar maior numero de focos de exuda
to monuclear (C = objetiva 16%); na Figura D ( objetiva

40X) presenca de ninho de amastigotas.

Figado de camundongo no 790 dia de infeccao (105 parasi-

tas) tratados com soro normal de CBA 60 minutos antes do
inoculo. Notér numerosos focos de exsudacao de  mononu-
clear (E = objetiva 16X) e na Figura F (objetiva 40X) pre

senca de pseudocistos de amastigotas.
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4, DbISCUSSAD

A evolugao do T.cruzi no hospedeiro vertebrado

e complexa e faltam informagdes importantes sobre o que ccorre in
vivo. Por exemplo, nao se sabem guantos tripomastigotas metac?cii
cos estao presentes nas fezes do reduvidiono momento da infeccdo
do vertebrado, ou mesmo qual a relacdo existente entre a dose de
parasitas inoculados e a gravidade da infecgao; ou entdo, a rela-
cdo entre a concentracdao de parasitas inicial e o tempo necessario

para a evolucao dos ciclos parasitarios atingirem o nivel wmiaximo

de infestacdao ou de parasitemia.

Os resu]tédos obtidos na presente pesquisa ten-
tando obter informac5e5 sobre as relagoes entre dose e efeito de-
monstraram uma relacao lTinear entre o logaritmo da dose e o dia
cu tempo de evolucao necessario para o aparecimento do pico de pa

rasitemia. Como conseqliencia, a um dado tempo necessario para se
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atingir o pico pode-se correlacionar uma determinada concentracac
de parasitas inoculados, desde que mantidas a raca do camundongo

e a cepa de T.cruzi.

A existéncia desta relacdo entre dose e dia de
aparecimento do pico, ao que tudo indica, e uma conseqfiencia do
modo de reproducigo do parasita no hospedeiro vertebrado. Experien
cias com cultura de celulas Hela (Meyer & Oliveira, 1948; Dvorak
& Hyde, 1973; Kreier et al., 1976), infectadas com T.cruzi, mos-

traram que um unico parasita, guando penetra na célula, se multi-
plica a cada 6 a 12 - 13,5 horas {Alcantara 1979; Meyer & Oliveira
19485 Dvorak & Hyde 1873), por fissao binaria, levando-se em me-
dia 5 dias { de 4 a 6,5 dias) para a ocorréncia do rompimento da

celula e a liberacdo do parasita. Portanto, a infeccgdo & caracte-

rizada por ondas de parasitas liberados no meio extracelular.

0s tripomastigotas liberados permanecem no meio
extracelular durente tempo variavel, de acordo com a amostra do
T.cruzi. Brener 1969, 1977 demonstrou gue, em sangue de camundon-
gos albinos, a cepa Y nao e mais detectada apos 4 a 6 horas ( 24

horas )} do indoculo e a cepa CL, apos 3 dias.

A penetracgdo dos protozoarics liberados em no-
vas celulas se da ao acaso, segundo uma distribuicio do tipo bino

X

mial negativa f(x) r+x-1) g% Lpg 4 4(0), (Dvorak 1971, 1977), en
] LR R 3
contrando-se portanto, "maior numero de parasitas por celulas e

mais celulas nac infectadas do que se esperaria numa distribuicdc

do tipo Poisson {(Dvorak 1977).
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Observagoes in vitro mostram que o numero de pa
rasitas produzidos na celula hospedeira ¢ diretamente porporcional
ao numero de parasitas que penetraram (Dvorak & Hyde,1973) e ao
tamanho da celula hospedeira {Meyer & 0liveira,1948). Disto po -
de-se inferir que e menor o tempo necessario para reproduzir &
quantidade de parasitas suficiente para ocupar todo o espace da
celula hospedeira, se maior numerc de tripomastigotass foi utilizado na infeccdo.
Portanto, quanto maior o inoculo mais celulas serdo parasitadas e
a probalidade de uma mesma celula ser infectada por mais de um pa
rasita sera maior. Conseqﬁentemente, havera uma antecipacao no
tempo da esclosao e um encurtamento do periodo prée-patente e do

tempo de aparecimento do pico de parasitemia.

Em conseqllencia do ciclo intraceiular do T.cruzi
seria de se esperar que o animal apresentasse,periodicamente, on-
das sucessivas de parasitemia, que atingiriam niveis cada vez mais
altos. Considerando, entretanto, que a liberacdo dos protozoarios
e assﬁncr@nica, deve-se esperar que o nivel de parasitemia cres-
ca continua e gradativamente, de modo exponencial, até que o nume

ro de parasitas eliminados da circulacdo suplante ¢ numero de pa-

rasitas l1iberados.

A determinacdo do numero de parasitas circulan-
tes representa um momento fugaz do nivel de parasitemia, de modo
que se espera uma grande variacaoc enire os diferentes animais, co
mo efetivamente ocorreu na presente observacdo. Contudo, a despei
to desta variacao e possivel comparar-se grupos de animais, desde

que os niveis de parasitemia sejam determinados no pico.
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0 pico parasitemico resuita fundamentalmente de
dois fatores: de um lado, da liberac¢ao de tripomastigotas na cir-
culacio e, por outro, da eliminacado dos parasitas da corrente san

guinea ou do meio extracelular..

0 declinio da parasitemia pode ser dar como con
seqﬁéncia da e1iminac§o dos parasitas circulantes, atraves da pe-
netracio ativa dos tripomastigotas em diferentes células (Dvorak
1977; Kreier et al., 1976; Meyer & Oliveira 1948}, ou pela "fago-
citose induzida", (Nogueira & Cohn 1976), e por diferentes meca-
nismos de defesa. De fato, sabe-se que diversos mecanismos de de- -
fesa acham-se em jogo na resisténcia contra o T.cruzi (Krettli &

Brener, 1976; Nogueira et al., 1980; Madeira et al.,1979).

Parece nao haver duvidas de gue esses fatores
estao presentes nos animais considerados susceptiveis. Primeiro ,
porque a susceptibilidade e um fenﬁmeno continuo (Existem gra-
dagoes de resisténcia QUe variam desde ragas altamente suscepti-
veis, ate a aquelas resistentes). Segundo, pbrque 0s anfmais con -
siderados moderamente susceptiveis, como o BALB/c, podem aumen-
tar a susceptibilidade pelo bloqueio de células imunologicamente
competentes. 0Os animais BALB/c nut/ nut 550 muito mais suscepti-

veis do que os BALB/c, nut/ nu” (Trischmann et al., 1978).

Um pico de parasitemia pode ser simulado bew;pt§
ximo aos dados experimentais por um programa de computador, ba-
seando-se na relacio entre o nUmero de parasitas e plasmocitos em

um dado momento da infeccdo. Herbert {1982) simulou a .curva de




56

crescimento e de remissdo do T.brucei em camundongos, tomando por

base a relacao entre o numero de parasitas e o nlmerc de plasmoci
tos em dado momento da infeccdo, admitindo-se que 0s parasitas sao
destruidos durante todo o prccesso infeccioso, de forma crescente,

como o aumento da quantidade de anticorpos.

Existem dados que sugerem a mobi1izac§o da re-
sisténcia do hospedeiro durante a 1nfecc§o. Hanson (1977) demons-
trou em camundongos CFT que 0 aumentc nas concentracﬁes da gama glo-
bulinas totais, bem como de IgG, coincindiam com a ocasi§0 em que
o numero de parasitas era decrescente, atingindo o maximo na 60
semana de_infeccao, quando o numero de parasitas no sangue e nos
6rgaes encontrava-se-grandemente reduzido. A concentracdo de IgM
atingiu o picé na 3@ semana de 1nfec¢§0, coincidindo com a fase

aguda da doenca.

Os dados apresentados no presente trabalho, so-
bre a re]acéo entre o pico de parasitemia e a dose inocu
Tada, tambem sugerem que esta res%sténcia nos diferentes grupos
de animais infectados fci ativada. De fato, seria de se esperar que
animais infectados com doses crescentes apresentassem niveis de
parasitemia proporcionaimente maiores. No entanto, os dados mos-
traram que naoc houve diferenga significativa entre os picos das
quatro primeiras doses, num nivel de signific$ncia de 5%. Somente
a uitima dose, quando o0os animais inoculados com 185 tripomastigo-
tas, apresentaram niveis de parasitemia superiores aos demais gru
pos, sugerindo que, neste caso, provavelmente, esta-se wultrapas-

sando o l1imite de acdo dos mecanismos imunoldgices de resisténcia.
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A existencia de mecanismos de resistencia, que
operam mesmo em animais susceptiveis como CBA, estd demonstrada
em experiencias nas quais os animais sao inoculados em 102 tripo-
mastigotas e tratados com o soro anti-teta. 0Os resultados exibem
uma parasitemia e mortalidade nais altas nestes, do que nos ani-

mais tratados com soro normal {experiencias em andamento).

A fase descendente do pico representa, portanto,
o predominio dos mecanismos de resisténcia conseqlientes a estimulo
antigenico, muito embora nesta ocasido o animal ja possa ter le-

soes irreparaveis, que podem conduzi-lo 3 morte num futuro préximo.

0 fato de T.cruzi ter o seu ciclo reprodutivo in
tracelular tbrna—o extremamente lesivo § celula hospedeira. Tafuri
(1971) considera que as Tesaes resultam tanto da ac§0 direta dos
protozoarios sobre as c¢&lulas como tambam das reaces inflamatd-
rias. Eétas reacoes podem ser observadas tanto junito a um ninho
de amastigotas quanto em celulas vizinhas ndo parasitadas e até

mesmo no intersticio ou em celulas relativamente distantes do ninho

de amastigotas.

Os reéultados cbtidos neste trabalho, relacionan
do inoculos crescentes de tripomastigotas versus esperanca de so-
brevida em camundongos CBA, demonstram que a morte ocorrey em
tempo menor quando se aumentou o incculo, revelando relacao inver
sa entre o nlUmero de parasitas inoculados e o tempc médio de so-
brevida. A dispersao dos dados em tornc a média e bem menor com do

a
ses mais altas (10 e 10° tripomastigetas/ 0,1 ml), sendo que esta
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ultima apresentou dados altamente reprodutiveis com uma baixTssima
dispersao. Estes dados indicam que em experiéncias que envolvam es-
peranca de sobrevida deve-se utilizar doses altas para o estimulc

(104 ou 105), por apresentarem maior reprodutibiiidade.

0s dados mostram que o CBA & extremamente sensi
vel ao T.cruzi. Os animais inoculados com apenas 10 parasitas apre
sentam 100% de mortalidade dentro de 55 dias (embora os niveis de
parasitemia nestes animais apos a ocorréncia dos picos tenham ca’d
do a niveis dificies de detectar pelo método utilizado). Entretan
to, a morbidade causada pela inoculacaoc de uma quantidade de 10 pa
rasitas provoca a morte num tempo medio semethante aquele, obser-
vado com a inocuiacao de 1000 parasitas. McHardy {1977} e Trischmann
et al.{1978) observaram resultados semelhantes aos apresentados
neste trabalho, isto €, de que a percentagem de mortalidade dos
animais CBA ate a 89 semana de infeccdao aumentava com a dose ino-
culada. Corsini et al.(1980) mostraram que ocorre uma mortalidade
de 100% no 600 dia de infeccio entre 0s CBA inoculados com ¥82 for

mas tripomastigotas de cepa Y.

Algquns dados existentes na literatura sugerem
uma relac3o entre nivel de parasitemia e mortalidade. Pizzi et al.
(1949) mostraram que a resisténcia e sensibilidade a infecg¢ao por
T.cruzi estao historicamente vinculados @s linhagens genéticas do
camundongo e Trischmann et al. {1978) mostraram que as linhagens
susceptiveis apresentam altas parasitemias, enquanto, linhagens
resistentes uma baixa parasitemia. Estes mesmos autores mostraram

que animais com resistencia moderada quando inoculados com um
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numero maior de parasitas, apresentam parasitemia e mortalidade

méis elevados. Contudo, pode-se obter uma alta mortalidade em ani
mais (CBA x C57BL/1O)F1, que s&o censiderados resistentes e cuja
parasitemia se eleva apenas ate 6GO/mmi nivel esse bem proximo aos
animais inoculados com doses menores (103) e que apresentam 100%
de sobrevivéncia ( Corsini et al. , 1982) , Wrightsmann et al.
(1982) demonstraram gue Tinhagens de camundongos 'isogénicos,
apresentando altos niveis parasitémicos e baixos niveis parasité-
micos, morrem na mesma epoca, quando inoculados com 103 parasitas
de cepa Peru, de alta viru]éncia. Resultados obtidos na npresente
investigac¢ao mostraram que os animais inoculados com doses cres-
centes de parasitas apresentam sobrevidas significativamente meno

res, embora estes mesmos grupos (ED}, EOZ

, 103, 104) apresentas-
sem praticaﬁente o mesmo nivel de parasitemia. Estes dados indi-
cam que, embora possa controlar o nivel de parasitemia, o animal
e incapaz de controlar a ocorréncﬁa de 1@55@5 mortais, que devem

ser, provavelmente, produzidas mais cedo e em maior numero, nos

animais que receberam maior dose.

Pode-se aamitir, portanto, as seguintes hipote-

ses:
- a) inocuios maiores induzem lesOes mais graves;

- b) uma vez efetivadas as Jesodes teciduais iniciais, estas tor-

nam-se cumulativas a medida que o parasita vai se expandindo;

- ¢) atingindo o nivel maximo de parasitemia, o tempo de sobrevi-
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da sera proporcional as perdas organicas irreversiveis, ja

concretizadas, antes mesmo do pico;

- d) partindo-se de um nivel correlato ao inoculo, as lesGes $ao

progressivamente proporcionais ao nimero de parasitas;

- e) o controle do nivel de parasitas circulantes & realizado de

modo independente ac controle das Tesoes letais .

Provavelmente, as lesoes histopatologicas ini-
ciais 550 decisivas na reso?ucao da patogenia. Quando o ntmero de
parasitas. inoculados for grande e ou a viruiéncia da amestra for
alta, estas lesoes serao intensas e atingirao grande parte dos
grgaos vitais, como o coracao e cerebro. Nestes casos, 0 prognes-
tico sera de morte precoce, independentemente da resisténcia ou

sensibilidade do animal hospedeiro (Wrightsmann et al.,1982).

Por outro tado, a qualidade da resésténcia 5 ins
ta3a¢§0 das lesﬁes iniciais e fundamental na evo?ucao da cronici-
dade ou no prolongamento da sobrevida, como ficou evidente em ani
mais considerados considerados resistentes ou sensiveis{Tanowitz
et al., 1981). Estes autores mostraram que existem anormalidades
a nivel bioquimico nos hospedeiros sensiveis C,H, tal como, a diminuigao
da atividade enzimatica de acetilcolinotransferase em coracao e
cerebro, enquanto que camundongos resistentes 86 n%o apresentam de
p]ecao dos niveis cradiacos ou cerebrais desta enzima. Mostraram
também que as 1es§es teciduais inflamatorias e a presenca de amas

tigotas no coracao de C3H eram detectadas mais cedo e en maior
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quantidade do que nos animais resistentes 86.

Em camundongos, a fase agquda caracteriza-se por
edema generalizado, envelvimento de linfonodos, miosite, miocardi
te difusa aguda, alem de fenomenos gerais de congestao visceral .
Nos animais sobreviventes até 40 ou 80 dias, observam-se apenas
raros focos de infi]tracao mononuclear no coracao (Collier et al.,
1942). Estas Yesﬁes causam o0s sintomas que refletem a patogenia
da fase aguda que, por apresentarem um parasitismo maior do que

na fase cronica, podem levar o hospedeiro a morte ( Frederici 1964).

0s dados apresentados no presente trabalho mos-

tram que os .animais que receberam soro anti-T.cruzi cronico sobre

2 5

vivem a um desafio de 10° e 10° formas tripomastigotas sanguico-

las. Dados semelhantes foram relatados pok Culbertson & Koledny
(1938) e Kolodny (1939) ao observarem que soro de ratos sobreviven
tes a infecc¢do aguda, era capaz de promover uma protecao passiva,

em outros individuos. Krettli (1978) cbservou que o soro a-T.cru-

zi obtido em camundongos infectados com a cepa Y na fase cronica

protegiam passivamente os animais de um estimulo com uma cepa
homologa, embora n3o protegesse, quando o estimulo era feito com a
cepa CL, mostrando uma restricasc na protecdao. Mais _recentemente
esta especificidade em relacdo a cepa foi também observada quando
se utiltizou a ammtraF’(K1oetze] & Lafaille 1983). A protecac pas-
siva conferida por soro crﬁnico, se deve ao0s anticorpos da classe
Ig6 (Castelec Branco, 1978) e mais eépecificamente a subclasse IgG2b
(Takerara et al., 1981). Contudo a protegdo na fase crﬁnica nao

se deve exclusivamente a presenca de anticorpos, mas tambem a pre
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senca de linfocitos B e T, conforme mostradas por Scott(1981a) e

{(1981b) nas experiéncias de transferencia adotiva.

0 bloqueio das celulas imunocompetentes pelo
tratamento com ciclofosfamida nao altera os niveis de anticorpos
dos animais cranicamente infectados, apesar de promover uma agudi

zacdo da doenca.

Os nossos dados mostraram que a imunizacio pas-
siva n§o alterou o dia de aparecimento do pico de parasitemia.lon
siderando que o pico de parasitemia & uma resultante do cresicmen
to exponencial dos microorganismos ¢ do aumento gradativo da re-
sisténcia do hospedeiro pode-se admitir,que os anticorpos prasen-
tes no sore imune cronico nao tiveram acdc mensuravel quer sobre
o aumento dessa resist§ncia, quer sobre a multiplicacac do parasi
ta. Esses dados n&o permitem apoiar a hfpétese de que o0s anticor-
pos atuariam atraves de um mecanismo de lise. As experiéncias de
Krettli, mostram que,in vitro, os anticorpos podem desencadear fe
nameno 17tico, por ativacao do complemento {Kretili, 1978). A as-
sociacao do desaparecimento do anticorpo 1itico com a cura da doen
¢a, deve supor que a proteg¢ao, in vivo, se deva, fundamentalmente,
a um‘fen§meno de lise (Krettli & Brener, 1982 ;Krettli et at.,1987 J.
As experiéncias presentes nao excluem a possibilidade de ocorréncia
de um fenameno 1itico contribuindo para aprotecdo. Contudo, o fa-
to de que nao houve alteracdo no dia de aparecimento do pico, mes
mo nas experiéncias em que se utilizava pequenos desafios de 18%
sugere que o0 mecanismo de lise in vivo ndo atingiu a totalidade da

pequena populacao de parasitas inoculados. 0 que indica gque uma
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quantidade apreciavel desses parasitas sobrevivem a possivel 1i-

Se.

Stefani et al.(1983) demonstraram que a ativida
de 17tica pertence as subclasses IgGl, IgG2a, IgGZb e provaveTmen
te 5 IgG3. Entretanto Takerara et al.1981, nao encontraram ativi-
dade protetora nos anticorpos da subclasse IgGl, que se apresen-
tam tao Titicos quanto as IgG2. Martins et al.{1982) sugerem que
anticorpos 17ticos s§o capazes de mediar ADCC. Por outro lado as
experiéncias utilizando camundongos descomplementados para a in-
feccao por Tgcruzi, apresentam resultados contraditorios. Se por
um lado Budzko et al. (1975) observaram um aumento da parasitemia
e da mortalidade, por outro lado, Krettli {1978) e Dalmasso {1980)
observaram que camundongos deficientes em C5 & cobaias deficien-
tes em C4, apresentaram um perfil parasitémico e mortalidade s38-
melhante aos animais nao descomplementarizados., Krettli & Pontes
de Carvatho (1983) demonstraram que camundongos descomplementari-
zados por tratamento com veneno de cobra e infectados com amostras Y, Biry,
apresentaram infeccgo menos severa, bem como, @ pre-incubacao desta cepa Y com
soro humano normal, como fonte de complemento, facilitcu a infeccgo pelo T.cru
zi, Estes dados sugerem que o mecanismo .de lise nao e fundsmental para a prote
559.

Ngo ha divida de que o soro imune tem um papel
importante no controle do nivel de parasitemia. Esta ac§0 pode
ser demonstrada nas experiénc%as em que os animais eram estimula-
dos com 305 parasitas. Podemos comprovar uma diferenca altamente
significativa entre os niveis parasit§mic95 dos animais tratados

com soro anti-T.cruzi e os respectivos controles. Esta reducao
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no nivel de parasitemia foi cbservada wesmo naqueles animais que
foram estimulados 7 dias antes e receberam o soroc no dia do pics
de parasitemia. Entretanto a acao foi menos aparental nos animais
estimulados com 102 parasitas. em que o pico de parasitemia ocorre
no 139 dia; ou nos animais inoculados com 0 soro imune 7 dias an-
tes e estimulados com 105 tripomastigotas sanguicolas. Estes dados
indicam que o controle de parasitemia depende muito provavelmente
da concentracéo de anticorpos e que oa parasitas em circulacdo sdo
rapidaménte removides quando em presenca deste soro. De fato oS
animais inoculados com soro imune 7 dias apos a infeccdo com 105
parasitas, no pico parasitémico,apresentaram reduzido nivel de pa

rasitemia, 1 hera apos a inoculacao do soro.

0 fato des animais inoculados com 102 parasitas
apresentafem umz reducao menos marcante da parasitemia, que 05
animais estimulados com 105, se deve, muito provavelmente, ac fato
da quantidade de anticorpos neo dia dos respectivos picos de para-
sitemia ser mais baixa. Esta observacao esta de acordo com as in-
formagoes existentes com o "turn-cver" das imunoglobulinas, <cuia
concentracido e reduzida em aproximadamente 50%, a cada 07 dias.
Neste caso os parasitas gue estaria na circu]acﬁo no 149 dia de
infeccdo encontrariam os titulos de anticorpos duas vezes mais bai
x0s do gue os parasitas que se encontram na cifcu?ac%o no 7@ dia
O0s resultados obtidos nos experimentos que utilizam soro imune di
luido 1/10 e 1/100 corroboram este raciocinio, pois mostram uma
perda da capacidade de reducéo dos niveis parasitémicos, Resumin-
do: a protecgo mediada por anticorpos esta diretamente reiaciona-

da com o titulo de anticorpos e com a afinidade dos anticorpos. So-
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ros obtidos na 6¢ semana de infeccao foram os que apresentaram a
maior capacidade de protecac,em relacao aos de 40, 59, 70 e 80 se

manas (Repka et al. 1982)

0s dados relativos aos niveis de parasitemia e
mortalidade indicam que nao existe correlacao estreita entre es-
tes dois-parametros. 0s animais inoculados com ]Dz parasitas e
tratados com soro imune nao controlaram a parasitemia, embora te-
nham controlado a mortalidade. Esta dissociacao torna-se particular
mente aparente nas experiéncias em que 0 soro imune & inoculado
em tempos variaveis em reTacao a2 dose estimulante 0 nivel de para
sitemia foi controlado em todas as circunsténcias, mas a mortali-
dade so0 pode ser controlada quando o soro foi inoculado antes do

estimulo.

0 conjunto dos dados apresentados ate ¢ momento
e compativel com a hipotese de que os anticorpos ou © soro imune,
tenha uma nitida acae opsonizante, A administracao do soro, antes
da infeccao, permitiria atraves desta acao opsonizante, uma loca-
lizagdo da infeccdo. ao nivel dos macrofagos ou do Sistema RetTcu
To Endotelial. Diminuindo assim as chances de infeccao das cé&lu-

las musculares cardijacas, sede provave] de lesces letais.

0s resultados dec exame histopatologico do cora-
cao n§0 foram conclusivos pois foram feitcs cortes e histologicos
dos ventriculos néc tendo sido incluidos os atrios. Por outro la-
do, & administracao do soro imune no 79 dia de infeccic leveu a

um acumulo de parasitas no baco e figado em relacio ao controle.
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Esta interpretacac, e compativel com os dados
da literatura que mostram que o T.cruzi apresenta um antigeno que
exerce uma fun¢ao anti-fagocitaria e que soro de homens e de ca
mundongos de fase cr§nica t§m anticorpos que se combinam com es-
te antigeno. Ademais os trabalhos de Scott & Moyes 1983, mostraram
que a injecao de parasitas opsonizados com soro de fase crﬁnica s
leva a uma ]oca]ﬁzacao dos parasitas ao nivel de baco e figado em
F1, apos 30 minutos da infeccdo. Mostraram ainda uma atividade
microbicida destes fagocitos, ao transplantarem fragmentos do ba

co e figado parasitados para hospedeiros irradiados e observa-

rem baixos niveis parasitémicos em relacao aos animais contréle.

Na presente pesquisa, 0 numero de parasitas no
pico, foi significativamente, mais bairo nos animais tratados com
0 soro anti-T.cruzi 24 horas, 3 dias e 7 dias ﬁdepois“ da infeccdo,
embora nao tenha havido protecdo, ou seja, nao tenha aumentado a
media de esperanca de sobreviv§ncia, nem alterado o tempo medio
de aparecimento do pico parasitémico. Todos estes fatos 550_ coe-
rentes com a hipotese de que o0 sorc tem uma acio opscnizante e
que a protecao e resultante da prevencio de ocorréncia das lesjes
iniciais. Todas as vezes que foi.permitido 0 estabelecimento das
lesoes iniciais e depois entdo administrado o soro, este, teve
uma acao sobre o nivel de parasitemia mas nZo sobre a esperanca de
sobrevida. Esses dados permitem inferir que a ava1iac§0 do nivel
de parasitemia nao e indice adequadoc para aferir protecio. A opso
nizacao nao promove.necessariamente, a eliminacdo da infeccio pe-
Ta morte dos parasitas nos fagossomas. O fato de gue a imunizacio

passiva nao alterou o dia de aparecimento do pico, ¢ os trabalhos




de Nogueira & Cohn (1976) e Alcantara (1978) mostrando que o para
sita opsonizado continua se reproduzindo normalmente no fagossoma
do macrofago apoiam esta interpretacdo. A partir do pico de para
sitemia o controle da infecc¢do nos animais imunizados que passam
a fase cronica, se deve, muito provavelmente, 5 presenca de céelu-
las T especificamente sensibilizadas. As observacﬁes de Nogueira
& Cohn (1977) mostram a ocorréncia da morte do parasita no inte-~
rior do fagocito quando este & ativadc por celulas T especificamen
te sensibilizadas. Brener & Krettli (1977) observaram ao exame his
topatologico de baco de camundongos no 89 dia pos 1nfecc§o uma
dep1ec§o de celulas da polpa vermelha paralelamente a destruicao

intracelular dos parasitas reticulotripicos da cepa V.

Em concordancia com estas observacgoes, os resul
tados de Hayes & Kierszenbaum (1981) mostram que ao final da fase
aguda o numero de linfGcitos T especificamente sensibilizados,de

CBA , aumenta significativamente.

0 conjunto de dados apresentados, em concordgn-
cia com os dades da literatura, 550 compativeis com a hipGtese de
que o f@nﬁmeno da prdtecﬁo, por imunizacao passiva, se deva pri-
mordialmente, a um mecanismo de opsonizacgo, Nao esta excluide,no
entanto; a possivel acdo destes anticorpos em fen@menos de ADCC,
(Voltarelli et al.,1983; Kipnis et al.,198%1a; Kipnis et a1.,1981b;
Rimoldi et al.,1981; Madeira et al., 1979; Kierszenbaum & Gharpure
1983; Martins et al.,1983) ou de neutra1izac§o de antigenos com

potencial capacidade para induzir fenﬁmenss de depressao da respos
ta imune durante a fase aguda {Maleckar & Kierszenbaum , 1983

Tarleton et a1.,1983).
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5. RESUMO E CONCLUSDOES

0 trabalho teve a finalidade de verificar o efei-

to da variacao da dose do inoculo de T.cruzi (entre 10" e Iﬁﬁ)sg

bre:

a) O tempo de evolucao necessario para atingir o

pico parasitemico;
b) 0 nivel de parasitemia;

c) 0 tempo medio de sobrevida a infeccdo.

Numa segunda etapa estudoti-se a interferencia do
soro anti-T.cruzi sobre a mortalidade, parasitemia e tempo de

evolucao necessario para atingir o pico parasitémico.

O0s resultados demonstraram que:

1) Existe uma relacdo linear entre o logaritimo da
dose e o dia do pico parasitémico. Esta relacao

pode ser expressa pela seqguinte formula: y=b.ax
2) Nao ha diferenca significativa entre os niveis

de parasitemia dos animais inoculados com dife-

rentes doses de tripomastigotas sanguicolas, ex



3)

4)

—— 5 .
ceto com o0 inoculo de 107 parasitas;

0 tempo de sobrevida & funcao do numero de pa

rasitas inoculados;

A inoculacdao do soro anti-T.cruzi (obtido em

camundongosQCBA X 6578#)F1 em fase crénica (6

semanas de infecg¢ao), mostraram gue:

4a) Animais tratados com 0,25 ml de soro anti

4b)

T.cruzi, 1 hora antes de receber 16° tri-
pomastigotas n50 mostraram a]teragaes sig
nificativas no tempo para a parasitemia
atingir o pico embora ¢ numero de parasi-
tas tenha sido significativamente menor.-
Entretanto, apresentaram um aumentc na me

dia de sobrevida a infeccao.

Animais tratados com 0,25 ml de soro an-
ti-T.cruzi e inoculados com ‘IO2 parasitas
n?o tiveram a]teracaes no.tempo de apare-
cimento do pico ou do nivel de parasite-
mia mas tiveram aumentoc significativoe na

esperanca de sobrevida.
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4c} A inoculacao de 0,25 m1 do soro anti-T.cruzi 3

ou 7 dias ap0s a infeccao com E parasitas nao
alterou a esperanca de sobrevida, embeora tenha
diminuido o nivel parasitemico o que sugere uma

acao opsonizante para o soro, cuja protecao s0

e efetiva quando inoculado antes da infeccdo.

0 exame histologico do baco de camundongos in-
fectados tratados com soro imune mostra menor
numero de amastigotas no pico parasitemico do
que nos animais conﬁr§1e, 0 que sugere agao do
SOro na destruicao dos parasitas na fase de

transicao entre aguda e cronica.
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