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INTRODUGAO

O Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas

A Doenga de Chagas, assim como tantas outras doencas tropicais que
ocorrem no pais, esta entre as causas mais importantes de mortalidade nas
regibes subdesenvolvidas, estando intimamente ligada & baixa condigdo socio-
econdmica da populagdo. Na América do Sul e Central, encontramos 16 a 18
milhdes de pessoas infectadas (Petray e cols, 1994), acarretando para o Brasil
perdas anuais acima de 80 milhdes de dblares sO em despesas médico-
hospitalares (Dias e Jatene, 1992).

O grande problema do paciente chagasico, sintomatico ou néo, é a
reducdo da capacidade fisica e menor sobrevida, podendo morrer na fase mais
produtiva da vida, em média dos 30 aos 40 anos. Portanto, em 1909, quando
Carlos Chagas descreveu a infeccAo pelo Trypanosoma cruzi, abriu imensas
possibilidades de exploragdo cientifica e descortinou uma tragédia que perdura
até hoje, se estendendo do Sul dos Estados Unidos ao Sul da Argentina (Brener,
1979).

Os tripanosomas sdo protozoarios da familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, que apresentam durante o ciclo evolutivo, trés formas distintas:
epimastigota, tripomastigota e amastigota, assim denominadas pela presenga ou
ndo de flagelos. Esses parasitas habitam mamiferos selvagens como fatus e
gambas, e insetos do género Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, conhecidos
como "barbeiros” ou "percevejos". Os triatomideos transmitem o 7. cruzi por
contaminacgdo fecal no local da picada, quando o parasita penetra ativamente no
hospedeiro e se multiplica intracelularmente (Brener, 1979).

O T. cruzi circula pela corrente sanguinea sem se muitiplicar, invade
células tissulares como macréfagos, musculo liso, misculo estriado, fibroblastos e
neurdnios; a seguir assume uma forma leishmaniana, se divide, se diferencia e
volta a invadir o sangue na forma tripomastigota (Andrade, 1991).

A medida que a infecgao evolui ha uma diminuicdo na parasitemia, mas a
forma tissular persiste, provocando uma infecgcac aguda progressiva, uma
infeccao latente de duracdo indefinida ou seguindo uma fase crénica (Chagas,
1981).



Na fase aguda da doenga observa-se o chagoma de inoculagéo, sinal de
um processo inflamatorio inespecifico, podendo seguir miocardiopatia,
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, febre, mal-estar e parasitemia, com
colénias de amastigotas intracelulares nos musculos lisos, estriados e sistema
reticuloendotelial (Brener, 1979).

Os fatores que determinam a severidade da doenga na fase aguda, fatal
em 10% dos casos, envoivem o grau de viruléncia das diferentes cepas de T.
cruzi, o estado geral do individuo e possivelmente suas caracteristicas genéticas
(Trischmann e cols, 1978).

Apos esse periodo inicial, desenvolve-se a resposta imunitaria, provocando
a reducédo da parasitemia e mantendo-se a infeccéo apenas em alguns 6rgaos de
eleicdo (Andrade, 1991). Depois dessa fase indeterminada, a doenca pode se
tornar cronica, aparecendo sinais de miocardiopatia, degeneragao de células do
sistema nervoso central e periférico, hipertrofia e dilatagao de 6rgéos como
esdfago e colon. Nesse periodo a parasitemia é baixa e a miocardite cronica
chagéasica torna-se o fenémeno mais grave e frequente da doenga (Chagas,
1981).

O sistema imune do vertebrado e os mecanismos de evasao do parasita

Quando os tripanosomas penetram no organismo, eles sao fagocitados por
macréfagos, processados e apresentados a linfocitos T auxiliares, que
reconhecem esses antigenos. Essas células T ativadas, aumentam a produgao de
IL-2, estimulando linfocitos citotoxicos efetores e ativando linfocitos B, que
expandem seus clones transformando-se em células produtoras de anticorpos;
outros linfocitos ativados permanecem como células de meméria (Coura e cols,
1992).

A imunidade adquirida durante a infecgdo chagasica ndo é do tipo
esterilizante e o hospedeiro continua a abrigar parasitas em pequeno numero pelo
resto da vida. A persisténcia do parasita pressupde que ele possui meios de
coexistir com a resposta imune do hospedeiro, envolvendo mecanismos de
evasaoc que conseguem desviar ou suprimir essa resposta (Mitchell, 1991).

Milder e Kloetzel (1980}, mostraram em cuitura de macréfagos infectados,
que os lisossomas secundarios fundem-se com fagossomas logo apdés a
interiorizagdo do tripanosoma; apdés 24 horas os parasitas estdo livres no
citoplasma multiplicando-se ativamente, e posteriormente escapam para o meio



externo, levando a crer que os tripomastigotas sanguineos sao, de alguma forma,
resistentes as enzimas lisossomais, provaveimente devido a caracteristicas de
superficie ou pela sintese de produtos inibidores dos lisossomas.

A existéncia de receptores para Fc de I1gG na superficie de
tripanosomatideos patogénicos e sua auséncia nos “apatogénicos’ tem sido
sugerida como um mecanismo de evas&o da resposta imune (Miranda Santos e
Campos Neto, 1981). Outro meio usado pelos protozoarios para se evadir dos
anticorpos especificos, é a reorganizagéo dos antigenos de membrana apods
agregacdo do complexo antigeno-anticorpo na superficie celular, seguida da
remogdo do mesmo (Schmunis e cols, 1978).

Imunidade celular e humoral

inimeros trabalhos tem mostrado que a imunidade celular participa
efetivamente do controle da infecc@o chagasica, principalmente pela acao de
macréfagos, células natural-killer e linfGcitos (revisto por Teixeira, 1987).

O macroéfago é considerado a célula central do hospedeiro na montagem
da imunidade especifica e a primeira linha de defesa contra a infeccao
(Kierszenbaum e cols, 1974). Estas células expressam na superficie receptores
para Fc das imunoglobulinas, componentes do Sistema Complemento,
fibronectina, alfa 2 macroglobulina e lectinas, que facilitam a fagocitose. No
entanto, ndo sdo eficientes em conter a infecgdo, servindo como hospedeiro
inicial do parasita e contribuindo para sua multiplicacdo e disseminag@o (Araljo-
Jorge, 1989).

A atividade fagocitica reticuloendotelial de animais infectados com o
tripanosoma € maior do gue em animais normais. Camundongos infectados e
previamente inoculados com silica, para destruir as células fagocitarias,
mostraram altos niveis de parasitemia e mortalidade (Kierzenbaum e cols, 1974).

Os trabalhos de Nogueira e cols. (1977 e 1978), mostraram que
macréfagos provenientes de animais imunizados com BCG ou infectados com T.
cruzi, inlbbem a multiplicacdo dos parasitas em seu interior, e quando
reestimulados com esses antigenos ou com PPD, sdo dotados de atividade
tripanocida.

Alcina e Fresno (1987), usando uma linhagem de macréfago, mostraram "in
vitro" que a ativacao tripanocida dessas células, depende da acao sinérgica de
linfocinas como IFN v, e endotoxinas como LPS.



Russo e Starobinas (1991), mostraram que a atividade macrofagica anti-
tripanosoma "in vitro", estd relacionada com o aumento da capacidade de
liberagdo dos reativos intermediarios do Oxigénio, e que o T. cruzi se muitiplica
em macrofagos de animais ndo imunizados, ao passo que é intensamente
destruido em macrofagos de animais imunizados.

O 6xido nitrico produzido pelos macréfagos, também tem sido implicado
como molécula efetora na citotoxicidade, pois consegue matar parasitas intra e
extracelulares, inclusive o T. cruzi (Liew e Cox, 1991). Petray e cols (1994)
mostraram que macréfagos de camundongos infectados na fase aguda, produzem
altos niveis de oxido nitrico, sugerindo que esta molécula tem um papel
importante na resisténcia contra os parasitas na fase inicial da infeccéo.

As células NK sdo capazes de destruir células tumorais, células infectadas
por virus ou parasitas intracelulares, sem estimulagdo prévia. Sdo céluias
essenciais na resisténcia precoce as infecgoes, visto que conseguem produzir
IFN v no inicio da infeccdo, antes que a imunidade mediada por células T seja
gerada (Dunn e North, 1991).

Cardillo e cols (1993), mostraram que camundongos infectados com T.cruz
pré-tratados com anticorpo monocional anti-NK, desenvolvem marcado aumento
na parasitemia e mortalidade, sugerindo que citocinas liberadas por essas células
poderiam limitar a replicacdo precoce do T.cruzi em células hospedeiras, e sua
auséncia poderia diminuir o desenvoivimento de respostas do tipo Th1.

Em ratos Wistar, a infeccao pelo T. cruzi altera consideravelmenie a
relagdo CD4/CD8 e a atividade NK de células mononucleares. A ativagao
policlonal de linfécitos T induzida pela infeccao, resuita em larga distribuicao de
células CDB8+ que aumentam a atividade citotoxica natural em varios o6rgaos,
provocando infiftrado inflamatério no tecido cardiaco (Sato e cols, 1992).

A infecgao pelo T. cruzi € acompanhada por supressao da resposta imune
a uma variedade de antigenos e mitdgenos, a qual tem sido relacionada a acao
dos linfocitos T e a uma rede de citocinas, em particular da IL-2 e seus
receptores. Tarleton (1988), sugere que a falha na producéo de IL-2 em resposta
a estimulac@o antigénica é devido a regulagdo de sua produgdo por células
supressoras, como linfécitos T ou macréfagos.

Cerrone e Kuhn (1991), mostraram que camundongos infectados produzem
uma resposta T helper-especifica ao parasita e niveis aparentemente normais de
imunoglobulinas circulanies. No entanto, a resposta a antigenos heterélogos,



como heméacias de carneiro, estd suprimida "in vitro" e "in vivo", podendo estar
relacionada a agéo de macrofagos supressores.

Kierszenbaum e Sztein (1990) observaram que o 7. cruzi produz um "fator
imunossupressor tripanossomal” (TIF), que efetivamente bloqueia a expressao
dos receptores da IL-2 e inibe a proliferagéo de linfocitos T ativados.

Tarleton (1991), observou que a producdo da IL-2 estd diminuida na
infecgdo pelo T. cruzi, enquanto outros produtos da célula T como 1L-3, IL-4, IL-5
e IL-6, ndo estdo drasticamente alterados. Verificou também, que a maior fonte de
IFN y sdo os linfécitos CD4-CD8-.

O T. cruzi além de suprimir a expresséo dos receptores para IL-2, induz
nos linfécitos ativados outras alteragfes importantes, como a reducéo da
expressio de moléculas TCR, CD3, CD4 e CDS8, responséveis pela interagdo de
linfécitos T com as células apresentadoras de antigenos, e pelos sinais de
transdugdo necessarios para o processo de ativagdo celular (Sztein e
Kierszenbaum, 1993).

Os linfécitos T CD8+ tem importante papel na reducéo do crescimento "in
vivo", de varios microorganismos intracelulares como Trypanosoma Ccruzi,
Toxoplasma gondii, Mycobacterium tuberculosis e Listeria monocyfogenes (Milon
e Louis, 1993), e desempenham um papel critico na resisténcia na fase aguda da
infeccao experimental pelo 7. cruzi (Nickell, 1993).

Tarleton e cols (1992), usando camundongos deficientes para B2
microglobulina (que ndo expressam moléculas do MHC 1), infectados com T. cruzi,
verificaram que eles ndo conseguem controlar a parasitemia e nao sobrevivem a
fase aguda da infecgdo, sugerindo que a sobrevida desses animais requer a acao
de linfocitos CD8, e que essas células sdo criticas para o inicic da resposta
inflamatéria local e eliminacio do parasita.

Os estudos de Vandekerckhove e cols (1994), mostraram que células de
baco e linfonodos de camundongos, na fase aguda da infeccdo pelo 7. cruzi,
apresentam a proliferacdo e producdo da IL-2 suprimidas, frente a estimulacao
pela concanavalina A. A capacidade proliferativa é recuperada durante a fase
cronica, somente pelas células dos linfonodos, sugerindo que diferentes
mecanismos supressores podem estar operando em compartimentos imunes
distintos, e que uma linhagem de macréfagos potencialmente supressores podem
estar acumulada nesse orgao.

Aradjo (1989), observou que camundongos tratados com anticorpo
monoclonal anti-CD4 e imunizados com epimastigotas da cepa Tulahuen, quando



desafiados com tripomastigotas sanguicolas, apresentam respostas celular (DTH)
e humoral (anticorpos especificos) comprometidas pelo tratamento, sugerindo que
esses linfocitos T, aiém de modulador na patogénese da doenca, tem participacéo
essencial no desenvolvimento da resisténcia ao T. cruzi. Mindprio (1991),
observou que animais depletados de células T CD4, apesar do alto numero de
parasitas, tem menor inflamagéo tecidual e maior resisténcia a infecgao (Mindprio,
1991).

A resisténcia ou susceptibilidade a certas infecgdes pode ser explicada
pela acdo de células T e seus diferentes padroes de citocinas (De Maeyer, 1992).
Esta bem documentado que o IFN y € um potente ativador de macréfago, inibindo
a replicagdo do T. cruzi, acelerando a atividade microbicida e aumentando a
resisténcia a infecgdo (Plata e cols, 1987). Foi observado por Torrico e cols
(1991), que camundongos relativamente resistentes, tratados com um monocional
anti-IFN y, tiveram aumento de parasitas circulantes e intracelulares, e maior
indice de mortalidade.

Por outro lado, o IFN y também tem sido implicado como uma citocina
imunorregulatéria (Vandekerckhove, 1994). Tarleton (1991), sugeriu a fungéo
supressora para o IFN, quando verificou nivel elevado dessa citocina até os
primeiros 18 dias da infecgdo pelo 7. cruzi, coincidindo com a produgic minima
de IL-2. Reed e cols (1988), observaram que camundongos genéticamente
resistentes, desenvolvem infeccao fatal quando tratados com anti-IFN y ou com
TGFp recombinante, sugerindo que o TGF possa bloquear os efeitos inibitérios do
IFN vy no desenvolvimento do T. cruzi nos macréfagos.

Silva e cols (1992), mostraram que a IL.-10 também bloqueia a habilidade
do IFN y de inibir a replicagdo do tripanosoma em macrofagos peritoniais,
exercendo efeito antagonico na sintese e na atividade do IFN, durante a fase
aguda da infecgéo.

O hospedeiro reage precocemente a infeccdo por protozoarios com
producdo de citocinas como TNF, IL.-1 e IL-6, cuja agdo combinada causa febre,
leucocitose e producdc de proteinas de fase aguda. No entanto , quando
produzidas em grande escala, essas citocinas deixam de proteger o hospedeiro
para aumentar a patologia (Titus e cols, 1991). O TNF inibe a replicagdo do 7.
cruzi nos macrofagos, "in vitro" e j& foram detectados altos niveis dessa citocina
no soro de camundongos infectados e estimulados com LPS (Tarleton, 1988;
Black e cols, 1989).



A IL-1 pode restaurar a resposta suprimida de linfocitos de camundongos
infectados pelo T. cruzi, sugerindo que a producédo insuficiente dessa citocina
pode ser responsavel pela perda de respostas das células T (Titus e cols., 1991).

Como observado acima, estdo descritas muitas informagbes sobre os
efeitos do T. cruzi na ativagao de células T, mas pouco se sabe sobre seus efeitos
nos linfécitos B. Kierszenbaum e cols (1991), cultivando parasitas com células B
do sangue periférico, estimuladas com pansorbina, verificaram supressac na
sintese de DNA, afetando precocemente a estimulagdo desses linfocitos.

A subpopulacdo de linfocitos B CD5 parecem desempenhar importante
papel na infeccdo pelo T. cruzi através da producdo de IL-10 (supressora da
atividade Th1), levando a forte ativagdo de células B convencionais, com
producéo de isotipos IgG2a e 19gG2b (Mindprio, 1891).

Teixeira (1987), observou que camundongos infectados com T. cruzi tem
um aumento no ndmero de plasmécitos, com ativagao policlonal de células B nas
fases aguda e cronica da infecgéo.

Os vertebrados sdo na sua maioria susceptiveis ao 7. cruzi, exceto aves e
animais pecilotérmicos. A refratariedade das aves ao parasita se deve a atividade
litica do seu soro para tripomastigotas, ativando o sistema complemento pela via
alternativa. Nos animais susceptiveis, o complemento ndc é ativado pelos
tripomastigotas infectantes, a ndo ser em presenga de anticorpos ligados a sua
superficie (Krettli e cols, 1979).

A resisténcia a lise pelo complemento se deve a moléculas reguladoras da
ativagdo do sistema, na superficie do parasita. O tratamento enzimatico dos
tripomastigotas pela tripsina ou pela sialidase, remove essas moléculas e
possibilita a lise direta dos flagelados, apés ativacdo da via alternativa do
complemento (Kipnis e cols, 1981).

As formas epimastigotas de cultura sdo prontamente lisadas através da
ativacdo do C3; ja as formas amastigotas ndo sdo lisadas na presenca de soro
fresco de cobaio, nem mesmo apos prévia tripsinizagao (Carvalho e Souza, 1986).

A deplecao de C3 pelo fator de veneno de cobra, aumenta a severidade da
infecgdo pelo tripanosoma em camundongos, indicando que o C3 pode operar
como mecanismo efetor no controle da fase aguda (Krettli, 1983). Andrews e cols
(1990), detectaram uma proteina do 7. cruzi que reage cruzadamente com
anticorpos para C9, e parece possuir atividade citotéxica formadora de poro,
sugerindo que essa proteina homodloga ao complemento, possa facilitar a
passagem do parasita do vacuolo para o citosol da célula hospedeira.



Os anticorpos anti-parasitarios exercem agdo protetora por diversos
mecanismos como ativagdo do sistema complemento (lise do parasita),
opsonizacao dos parasitas extra celulares (fagocitose e destruicao pelos
macrofagos), degranulacdo de mastécitos por anticorpos citofilicos, citotoxicidade
através de granuldcitos e mondcitos, e inibicdo da penetragéo dos parasitas na
célula por bloqueio de antigenos (Krettli, 1983).

Nas primeiras semanas da infeccdo sdo observadas evidéncias da
resposta imune humoral, com aumento de IgM e IgG circulantes. Nas infeccodes
humanas, os niveis de IgM ascendem paralelamente com o pico de parasitemia
apés 3 a 4 semanas; os anticorpos IgG especificos detectados durante a infecgao
permanecem com titulos elevados durante toda a fase crbnica (Hanson, 1977;
Bouhdidi, 1994). Os niveis de IgE permanecem normais, enquanto a IgA aumenta
em individuos na fase cronica que apresentam a forma digestiva da doenga
(Lelchuk e cols, 1970; Ferreira e cols, 1983).

O papel das diferentes classes de anticorpos na protecdo contra o 7. cruzi
também tem sido estudado no camundongo; parecem ter maior importéncia na
fase cronica da infecgao, pertencem a subclasse 1gG2 e atuam principalmente por
efeito da ADCC, da opsonizacdo e da imunofagocitose por macréfagos ativados
(Nogueira e cols, 1978; Reed, 1988).

Soro immune aplicadc em camundongos atimicos, hipersensiveis a
infecgdo pelo tripanosoma, levam a diminuicdo na parasitemia e mortalidade,
quando comparados aos controles normais (Trischmann, 1978).

Trabalhos de Bouhdidi e cols (1994), mostraram que camundongos
infectados apresentam resposta humoral poli isotipica, com
hipergamaglobulinemia, altos niveis de IgM, IgG2a e IgE, que persiste até a 13®
semana da infeccdo. A lgG2a consiste de 70% dos anticorpos da fase cronica,
enquanto a IgG1 apresenta maior avidez funcional, sugerindo que a acao de
ambos pode ser de crucial importancia no desenvolvimento da infeccao.

Anticorpos liticos de animais cronicamente infectados, podem levar a lise
de tripomastigotas sanguicolas "in vitro", através da via alternativa do
compiemento (Muller e cols, 1986).

Umekita e cols (1988), verificaram que a fracdo igG obtida de soro imune
de camundongo na fase cronica, foi eficiente em induzir lise mediada pelo
Compliemento e clearence imune de tripomastigotas sanguineos, enquanto
fragmentos F(ab')2 induziram lise, mas néo conseguiram induzir clearence. Os
autores concluiram que o clearence imune é dependente da regido Fc do



anticorpo e que a lise pelo Complemento néo € um pré-requisito para eliminagao
do parasita da circulago.

Experimentos com linhagens sensiveis e resistentes a infecgao, mostraram
correlagdo entre niveis de IgG do soro de camundongos resistentes e a protecao
contra a morte na fase aguda, sugerindo que esses anticorpos liticos poderiam
ser usados para monitorar a protegdo em experimentos de vacinacéo (Juri, 1990).

Participagdo de mecanismos imunes na patologia da doenca

Processos imunolégicos provavelmente desempenham um papel
fundamental na patogénese da Doenca de Chagas. As alteragbes observadas na
fase cronica tem sido atribuida a hipersensibilidade aos antigenos do parasita, a
novos antigenos ou a autoimunidade (Andrade, 1991).

Os linfocitos T CD4 e CD8 que desempenham importante papel na
imunidade celular, também podem contribuir para a patologia da doenca. A
presenca de epitopos de reatividade cruzada entre o hospedeiro e o parasita, e 0
desenvolvimento de células T auto reativas, constituem argumentos em favor de
um processo autoimune levando a doenca crdnica (Hontebeyrie-Joskowicz e
Minoprio, 1991).

Estudos "in vitro" indicam que apés ruptura das células parasitadas,
antigenos liberados pelo T. cruzi podem ser adsorvidos na membrana externa de
células ndo parasitadas, tornando-as alvo para mecanismos imunes (Ribeiro dos
Santos e cols, 1991). Alguns autores sugerem gue a ativagéo policlonal durante a
fase aguda da infecgdo, poderia liberar clones "anti-self" que persistiriam por
longo perido no hospedeiro (Mindprio e cols, 1986).

Soros de chagasicos cronicos apresentam anticorpos contra varias
estruturas de tecidos normais como neurdnios, laminina da membrana basal,
bainha de Schwann dos nervos periféricos, endotélio, vasos e intersticio do
coracéo (Ribeiro dos Santos e cols, 1979; Szarfman e cols, 1982).

Dimock e cols (1992), verificaram que camundongos infectados e mantidos
a temperatura elevada (36°C) tinham niveis de anticorpos especificos
aumentados durante a infecgcao. Observaram também que a HSP (heat shock
protein) do T. cruzi pode estar entre os mais imunogénicos antigenos do parasita,
servindo como alvo da resposta imune. Como ha um alto grau de homologia na
sequéncia entre a HSP do hospedeiro e do parasita (incluindo a HSP 83 do T.
cruzi), isso tem sido implicado na inducéo do fendomeno auto-imune.
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Protegéo induzida contra o T. cruzi

Tentativas de proteger vertebrados contra o T. cruzi tém sido feitas desde
longa data, com parasitas mortos, vivos atenuados, fragbes subcelulares ou com
soros imunes. No entanto, o uso de flagelados vivos apresenta risco de induzir
infecgdo ativa, pela inoculagéo de residuos virulentos do organismo que tenham
escapado do processo de atenuagéo (Brener, 1980).

Menezes (1975), observou que hospedeiros vertebrados imunizados com
formas de cultura de T. cruzi, apresentam protecdo parcial apdés desafio com
formas sanguineas homologas e virulentas. A utilizacdo de formas do parasita
obtidas de cultura de células, mortas por processos quimicos ou fisicos, também
conferem protecgédo parcial, diminuindo a parasitemia e aumentando a sobrevida
(Brener, 1980). Parasitas provenientes de cultura de tecidos, irradiados com 150
KR, foram usadas como "vacina viva" em camundongos, levando a perda de
sinais de fase aguda, baixa parasitemia e mortalidade (Hanson, 1976).

A imunizacdo com a fracao flagelar de epimastigota de 7. cruzi, protege
camundongos contra um desafio de fripomastigota sanguicola virulento,
diminuindo a parasitemia e mortalidade. Quando essa fragdo foi liofilizada e
utilizada com adjuvante contendo Bordetella pertussis, mostrou 100% de protegao
em camundongos desafiados com 103 tripomastigotas metaciclicos e 60% deles
ndo mostraram sinais de parasitemia (Ruiz e cols, 1986).

Segura e cols (1986), descreveram anticorpos monoclonais contra uma
fracéo flagelar de epimastigota, que apresenta atividade litica para tripomastigota
sanguicola. A transferéncia passiva dos anticorpos para camundongos Balb/c,
confere protecdo contra um desafio de 10° tripomastigotas sanguicolas,
aumentando a taxa de sobrevida em até 80%, sugerindo que esses anticorpos
possam ser uteis na purificacao de antigenos envolvidos na imunoprotegéo.

Pereira e Krettli (1990), verificaram o efeito da reinoculacao com
tripomastigota no nivel de anticorpos protetores de camundongos cronicamente
infectados com cepa Y e CL. Soros dos animais infectados com cepa CL tiveram
baixos titulos de anticorpos na 42 semana, e a habilidade de neutralizar a
infectividade do tripomastigota sanguicola foi baixa. Os soros de animais
infectados com a cepa Y foram fortemente efetivos em diminuir a infectividade do
parasita, verificado pela baixa parasitemia e mortalidade dos camundongos.
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Hoft e cols (1991), imunizaram camundongos com lisado de 7. cruzi ,
emulsionado em adjuvante de Freund e injetaram IFN y 24 horas antes de cada
imunizagdo. Os animais desafiados com tripomastigotas metaciclicos mostraram
sinais de infeccéo, sugerindo que a inclusdo do IFN n&o induziu imunidade.
Verificaram também que havia alteracdes nos niveis de IL-4 e IFN vy, sugerindo
que a imunizago com parasita mais 1FN, estd associada a mudangas reciprocas
na produgao dessas citocinas.

A transferéncia passiva de soro de animais da fase crénica, confere
significante protecdo a hospedeiros ndo imunes, com resisténcia superior a 80%
nos animais recipientes desafiados com cepa Y, enquanto soros de animais
imunizados com antigenos do T. cruzi, ou com glicoproteinas de superficie nao
conferem protecao (Krettli, 1982).

Sakurada e cols (1992), verificaram que anticorpos anti-proteinase de 7.
cruzi sdo capazes de proteger camundongos do desafio com cepas sanguicolas
virulentas, aumentando a sobrevida de linhagens sensiveis a infecgao pelo
parasita.

Camargo e cols (1989), mostraram que camundongos CBA/J inoculados
com formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, obtidas de cultura de células
(TC), apresentam baixa parasitemia e sobrevivem por mais de 30 dias, enquanio
camundongos inoculados com formas sanguicolas (TS), tem alta parasitemia e
menor sobrevida. A atividade fagocitica avaliada pelo teste da depuragdc do
carbono, apresenta-se menos eficiente em camundongos inoculados com TS do
que em animais normais ou inoculados com TC. Cortes histolégicos mostraram
que o baco de camundongos inoculados com TC apresentam polpa branca bem
delimitada e intensa atividade macrofagica, enquanto animais inoculados com TS
apresentam somente uma pequena zona de células fagociticas.

Observaram também, que a injecdo de 10° formas de TC induz uma
resisténcia precoce em 72 horas, traduzida por um aumento na sobrevida e
diminuicao da parasitemia, quando desafiados com dose letal de TS. Para
determinar as condi¢gées 6timas em que ocorreu a inducdo dessa resisténcia,
Camargo e cols (1991), festaram extrato bruto do parasita, L. monocytogenes e
Bio-Gel, como in6culo estimulador e desafiaram com formas sanguicolas, em
periodos de tempos variados.

Esses autores verificaram que somente inéculos de TC vivos induzem
efeito protetor, permitindo uma sobrevida maior que 30 dias em camundongos
desafiados com TS8. Os grupos controles nao sobrevivem mais que 11 dias e o
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inéeule melhor indicado para protegcdo € de 105 formas de TC, para um desafio de
105 formas de TS apds 72 horas. Mostraram ainda, que o niimero de leucocitos de
camundongos inoculados com TS diminui em 48 horas, enquanto o grupo injetado
com TC apresenta niveis comparaveis aos normais. Cortes histologicos de timo e
baco do grupo TS mostram alteragdes néo observadas em outros grupos. Apos 48
horas da infec¢do, o timo apresenta deplecdo da zona cortical e o bacgo,
esplenomegalia com hiperplasia da polpa branca e congestéo da polpa vermelha.
Secgdes de coracdo, figado, medula 6ssea e linfonodos de todos os grupos
mostram-se inalterados.

Todas essas observacoes permitiram aos autores supor que estruturas
moleculares do parasita e do hospedeiro, ou a libaragao de produtos celulares,
estariam interagindo na fase inicial da resposta imune, desempenhando

importante papel no curso da infecgdo e refletindo decididamente na fase cronica
da doencga.



OBJETIVOS
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Propésito do presente estudo

Os mecanismos de resisténcia do hospedeiro a infecgdo pelo
Trypanosoma cruzi ndo sdo completamente conhecidos. Com o objetivo de
contribuir para um melhor esclarecimento das condigdes que determinam o curso
da infecg@o pelo T. cruzi, nos propusemos estudar as alteragbes ocorridas na fase
inicial da infecgéo chagasica experimental, investigando os seguintes itens:

- A especificidade da resisténcia precoce ao T. cruzi, através do desafio
com diferentes estoques do tripanosoma e outros microorganismos patogénicos.

- O efeito comparativo das condigbes de manutengdo (isoladores ou
biotérios convencionais), de camundongos isogénicos da linhagem CBA/J,
submetidos a infecgao com diferentes estoques da cepa Y do T. cruzi.

- As alteracdes celulares do sangue periférico e da estrutura histologica do
timo e baco, de camundongos infectados com diferentes estoques da cepa Y.



MATERIAIS E METODOS
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais

1. Foram utilizados camundongos isogénicos CBA/J, machos e fémeas de
10 a 12 semanas de idade, obtidos de colonias SPF (livre de patdgeno
especifico), criados e mantidos sob barreira no CEMIB-UNICAMP.

O transporte dos camundongos do CEMIB para os isoladores do
Departamento de Microbiologia e Imunologia, foi feito através de médulos de
plastico estéreis. Durante os experimentos, esses animais foram mantidos em
biotério convencional ou em isoladores tipo Trexler, no DMI.

2.Foram utilizados camundongos Swiss, machos e fémeas de 10 a 12
semanas de idade, obtidos de estoques SPF, para os repiques de manutengao
das cepas bacterianas e de toxoplasma.

2. Cepas e estoques de T. cruzi e outros microorganismos.

1. Cepa Y de Trypanosoma cruzi (Pereira da Silva & Nussenzweig, 1953):
originaria do laboratério do Dr. Zigman Brener de Belo Horizonte, em 1972 e
mantida através de repiques semanais, em camundongos.

1.1. Estoque Y1 original (Y1ORIG): mantida em CBA/J de dois meses de
idade, em biotérios convencionais, através de inoculagao intraperitonial de 105
formas tripomastigotas.

1.2. Estoque Y2 original (Y20RIG): recebida da Dra Tereza Kipnis da USP,
mantida por repiques semanais em camundongos CBA/J, nas mesmas condicoes
de Y1 original.

1.3. Estoques TC(Y1) e TC(Y2): derivados de Y1ORIG e de Y20RIG,
respectivamente, tornadas "apatogé&nicas" (baixa viruléncia), apoés a 10?2
passagem em cultura de células. Os repiques do parasita foram feitos
semanalmente em células Vero ou LLC-MK2, mantidas em meio RPMI com 10%
de soro fetal bovino.

1.4. Estoques Y1TC e Y2TC: derivados de Y1ORIG e de Y20RIG,
respectivamente, passados por cultura de células por 12 vezes e novamente
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inoculados em camundongos CBA/J, mantidos por repiques semanais dentro de
isoladores.

1.5. Estoque Y2NNN: derivado de Y20RIG, transferida por 10 vezes
consecutivas em meio de cultura de N.N.N. e depois reinoculada em camundongo
CBA/J, mantido por repiques semanais dentro de isoladores.

2. Cepa CL de Trypanosoma cruzi- originaria do laboratério da Dra
Tereza Kipnis (USP), mantida em camundongos CBA/J de dois meses de idade.

2.1. Estoque CL original (CL. ORIG): mantida através de inoculagao
intraperitonial de 104 formas tripomastigotas , em repiques quinzenais em
camundongos de biotério convencional.

2.2. Estoques TC(CL), CLTC e CLNNN: derivados da cepa CL ORIG,
mantidas por repiques quinzenais, nas mesmas condigées dos estoques da cepa
Y.

3. Cepas de Klebsiella, sp e Streptococcus pneumoniae: as amostras
de bactérias utilizadas nos experimentos de inducdo de resisténcia, foram
isoladas de material coletado para exames diagnésticos de pacientes, no
Laboratdrio de Microbiologia do HC-UNICAMP, e mantidas em meios de cultura
especificos.

4, Cepas de Toxoplasma gondii: foram cedidas pelo Depto de
Parasitologia do IB-UNICAMP. A cepa N, de alta viruléncia, foi obtida de exsudato
peritonial de camundongos Swiss, na fase aguda da infec¢do e a cepa C4, de
baixa viruléncia, foi obtida de cérebro de Swiss infectados cronicamente.

3. Infecgdes experimentais em camundongos
1. Infecgao com Trypanosoma cruzi

Camundongos CBA/J foram infectados com formas tripomastigotas
sanguicolas (TS) e/ou com formas de cultura de células LLC-MK2 (TC), das cepas
Y e CLde T. cruzi.

Os animais infectados com as cepas sanguicolas Y ou CL original, foram
sangrados pelo plexo braquial no 7° dia (para Y) ou 15° (para CL), o sangue foi
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colhido em citrato de sédio estéril a 3,8%, o nimero de parasitas avaliado pelo
método de Brener modificado (1962), e inoculadas via intramuscular, 10° formas
diluidas em 0,1 m! de SSF, na coxa esquerda dos camundongos.

Os camundongos infectados com os estoques TC ou NNN das cepas Y ou
CL, mantidos em isoladores, foram sangrados sob condi¢cdes de esterilidade e os
parasitas contados como acima. Os animais foram inoculados via intramuscular,
na coxa esquerda, com 105 formas em 0,1 ml de SSF, e mantidos dentro de
isoladores.

Para infectar camundongos com cepas mantidas em cultura de células, os
parasitas foram coletados do sobrenadante das culturas em meio RPMI com 2%
de soro fetal bovino. Em seguida foram centrifugados a 2.500 rpm por 15 minutos,
a 4°C e o sobrenadante desprezado. O sedimento foi ressuspenso em PBS
contendo 2% de glicose, lavado e centrifugado 2 vezes com essa solugdo. O
sedimento final foi ressuspenso em ‘1mi de tampao e depois diluido 1:100 em
solucdo salina com formaldeido 1%, para contagem em camara de Neubauer. O
total de parasitas inoculados nos camundongos foi 105 formas tripomastigotas
diluidas em 0,1ml de SSF, por via intramuscular, na coxa direita. Nao foi levado
em conta a porcentagem de formas amastigotas presentes na amostra.

2. Reativagao da viruléncia, detecgao da L.D50 e infecgdo com bactérias

As amostras de Klebsiella, sp foram semeadas em meio de Mac Conkey e
as amostras de Streplococcus pneumoniae semeadas em agar-sangue. Apos
incubagdo por 24 hs a 37°C, as colbnias isoladas foram transferidas para tubos
contendo meio BHI e incubadas em estufa a 37°C por 24 hs.

Para wverificar a viruléncia da cepa bacteriana, camundongos foram
infectados intraperitonialmente, com diferentes concentragdes de bactérias. Os
animais que apresentaram doenca em 24 horas, foram sacrificados e obtida uma
suspensdo de baco, que foi plaqueada para isolamento e reinoculada nos
camundongos.

Quando as amostras atingiram uma viruléncia capaz de matar os animais
entre 24 e 72 horas, as bactérias foram reisoladas como na amostra inicial. No
caso da Klebsiella, suspensdes bacterianas diluidas em solugio fisiologica,
segundo escala de Mac Farland, foram utilizadas para determinacdo da LD50.
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Os camundongos foram inoculados intraperitonialmente com 0,1 ml da
suspensao de Kiebsiella, em diluigbes a partir de uma LD50 (1x10? bactérias), ou
com suspensao contendo 1x107 pneumococos.

Amostras de baco infectado foram mantidas congeladas em freezer (-20°C
) ou liofilizadas e conservadas a 4°C para possivel utilizagéo posterior.

3. Infecgdo com Toxoplasma gondii

A cepa N de T. gondi, foi obtida apds inoculacdo de 3 ml de SSF na
cavidade peritonial de camundongo Swiss. O exsudato foi colhido apods
massagem, e o nimero de formas taquizoitas foi determinadc pela contagem em
camara de Neubauer. Camundongos CBA/J foram inoculados via intraperitonial
com 0,1ml, contendo 3x10° parasitas.

Para obtengdo da cepa C4, o cérebro do camundongo foi macerado em
tubo tipo Broyer, contendo 2ml de SSF; o numero de cistos foi contado entre
{dmina e laminula, em 10 pl da suspensdo, segundo Mc Leod e cols (1984).
Camundongos CBA/J foram inoculados com 0,02 ml pela via intraperitonial, com
concentracbes que variaram entre 22, 44 ou 66 cistos, conforme o experimento.

4. inoculagdo com plasma de camundongos infectados com a cepa
Y original

O plasma de camundongos CBA/J infectados com a cepa Y original, e
mantidos em biotérios convencionais, foi obtido através de sangria pelo plexo
braquial, realizada no 7° dia da infeccdo. O sangue foi coletado em tubos com
citrato de sédio a 3,8%, centrifugado a 2.000 rpm durante 10 minutos, por duas
vezes e o plasma obtido foi filtrado em 2 membranas millipore (clarificante e
esterilizante) de 0,25 ym.

Camundongos CBA/J foram inoculados com 0,1 m! desse plasma, por via
intramuscular, na coxa direita e 0 grupo controle foi inoculado com plasma de
animais normais, obtido nas mesmas condi¢des acima.

5. Testes de caracterizagdo do fator de ativagao da viruléncia do
estoque Y original
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A fim de se caracterizar possiveis fatores de ativagdo da viruléncia do
estoque Y original, o plasma de camundongos infectados com esse estoque foi
transferido através de passagens seriadas em CBA/J, livres de T. cruzi. Apds a 22
passagem nos animais, o plasma foi submetido a filiragdo em membrana millipore,
e 0,1 ml foi inoculado via intramuscular, na coxa direita dos camundongos
experimentais.

Na tentativa de detectar um possivel "agente viral", o plasma desses
animais foi submetido a testes de produgio de anticorpos (MAP TEST). Esse
plasma mostrou reagac positiva ao MHV3 (virus da hepatite murina), detectado
pela reacao de imunofluorescéncia indireta.

Para os testes de neutralizacdo do "agente viral", foram produzidos
anticorpos especificos através da imunizagao de camundongos CBA/J, de 21 dias
de idade, com 3 doses de 0,2 ml do plasma virémico. Apés 28 dias da imunizagéo,
o soro obtido apresentou titulo detectavel de anticorpos anti-MHV3.

Esse soro contendo anticorpos capazes de reagir com o MHV3, foi utilizado
para neutralizar o plasma virémico, "in vitro". A neutralizacdo foi obtida,
misturando-se partes iguais do soro e plasma, e incubando-se a temperatura
ambiente por 30 minutos. Os animais foram inoculados com 0,1 mi desse material,
por via intramuscular, na coxa direita.

6. Esquema de indugao da protegéo

Para estudar a indugac da resisténcia precoce, verificada anteriormente
por Camargo e cols (1991), os camundongos foram submetidos ao seguinte
esquema de inoculagao: 10° formas viaveis de T. cruzi de cultura de células {TC)
e apos 72 hs do primeiro indculo, os camundongos foram desafiados com 105
formas sanguicolas de estoques variados de T. cruzi (TS).

Nos testes de especificidade da resisténcia precoce, os camundongos
foram desafiados apés 72 horas com um dos seguintes patégenos: Toxoplasma
gondii, Klebsiella, sp ou Streptococcus pneumoniae.

7. Parasitemia e mortalidade

A parasitemia dos animais foi determinada segundo o método de Brener
modificado (1962). O sangue foi coletado da veia da cauda, apds pequeno corte,
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desprezando-se a primeira gota. Com uma micropipeta, foi coletado 5 pl de
sangue e colocado entre 1dmina e laminuia de 22 x 22 mm.

A preparagéo foi observada a0 microscépio 6ptico e o nimero de parasitas
estimado em 100 campos foi convertido em parasitaslmms' Os resuitados foram
expressos como Log + desvio padrdo. Os animais foram observados diariamente
durante o experimento, até 30 ou 60 dias do desafio e o indice de mortalidade foi
expresso em percentagem.

8. Leucograma

Para estudo dos leucocitos do sangue periférico dos camundongos, foi
coletado 5 gotas de sangue da veia da cauda, em tubos de microcentrifugacéao
com 5 ul de anticoagulante EDTA a 4%. Apds homogenizacdo em agitador
mecanico, foi colocado 10 pl de sangue em um tubo contendo 200 pl de acido
acético a 3%, para lise das hemacias.

A contagem dos leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer,
contando-se Os quatro quadrantes laterais e calculando-se 0 nimero de células
por ml. Para contagem diferencial dos globulos brancos, foi feito um esfregaco em
iamina com uma gofa de sangue. ApoOs a secagem do material, foi feita a
coloracao de Leishmann: 3 minutos de corante eosina-azul de metileno segundo
Leishmann e 15 minutos com agua destilada de pH 7,0.

Os esfregagos corados e secos a temperatura ambiente, foram examinados
ao microscopio com objetiva de imersdo e a contagem diferencial dos leucocitos
foi estimada em percentagem.

9. Preparacoées histolégicas

Nos trés primeiros dias apos a infeccao, depois de realizada a sangria para
o leucograma, os camundongos foram sacrificados em eterizador e os 6rgaos
linfoides (timo e bacgo) foram retirados e colocados em fixador de Bouin.

Apobs a fixacao, os orgaos foram processados para inclusdo em parafina e
secces em micrétomo; os cortes histologicos foram corados por hematoxilina-
eosina, segundo instrugdes descritas por Burke, Weymouth e Seibel (1972).

As fotografias foram feitas com um fotomicroscopio marca Zeiss, utilizando
filme de 100 asa, Kodak-TMAX.
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10. Analise estatistica

O teste t de Student para amostras nao pareadas foi utilizado para
comparagdo das médias, e o nivel de significancia foi considerado para p < 0,05.
Utilizou-se o programa OXSTAT I (Microsoft Corporation, 1985) para avaliagao
dos dados.



RESULTADOS
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RESULTADOS

1. A especificidade da resisténcia precoce

A fim de verificar a especificidade da resisténcia precoce ao T. cruzi, foram
realizados experimentos em que se determinou a capacidade de varias cepas e
estoques do parasita induzir resisténcia em camundongos CBA/J.

1.1. Resisténcia precoce induzida por cepas do 7. cruzi de baixa
viruléncia '

Camundongos CBA/J inoculados com diferentes estoques de 7. cruzi das
cepas Y e CL, obtidas de cultura de células, e desafiados 72 horas depois com os
estoques Y2TC ou CLTC, obtidos do sangue de animais infectados, reproduziram
o fendmeno da resisténcia precoce descrito anteriormente (TABELA 1).

Os camundongos controles inoculados com TC (Y1 ou Y2), apresentaram
baixos niveis de parasitemia e mortalidade. Por oufro lado, os animais inoculados
com Y2TC apresentaram maior parasitemia, com 100% de mortalidade,
demonstrando uma significativa diferenca de viruléncia nesses estoques.

Camundongos inoculados com formas de cuitura, que apresentam baixa
viruléncia ( TCY1, TCY2 e TCCL) e desafiados 3 dias depois, com formas
sanguicolas do parasita ( Y2TC e CL.TC), apresentaram no pico de parasitemia
(7° e 15° dias, respectivamente), menor numero de parasitas e no 30° dia, menor
indice de mortalidade que os animais controles.

O grupo de camundongos inoculados com TC(Y1) e desafiados com Y2TC
mostrou que foi estabelecida uma resisténcia precoce que evitou a morte dos
animais, enquanto que aqueles inoculados com TC(Y2) e desafiados com Y2TC,
tiveram apenas protecao parcial.

Os camundongos inoculados com TC(CL) e desafiados com cepas Y2TC ou
CLTC, tiveram niveis parasitémicos semelhantes aos grupos controles. Animais
desafiados com CLTC tiveram baixo indice de mortalidade, guando comparados
aos animais controles.
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Tabela 1

Resisténcia precoce induzida por cepas de T.cruzi, de baixa viruléncia.

inéculo Desafio Parasitemia Mortalidade (%) /Dias Apos
10° 10° Infecgédo
Parasitas Parasitas 10 15 20 30
TC(Y1) - 2,1+20 0 0 0 0
TC(Y2) - 1.8+25 0 0 o 0
- Y2TC 58:01 70 100 - -
* TC(Y1) Y2TC 1,022 0 0 0 0
TC(Y2) Y2TC 50+04 20 40 60 60
TC(CL) Y2TC 5,1+015 0 0 0 60
TC(CL) CLTC 55+0,13 0 20 20 20
- CLTC 6,1+0,14 0 40 100 -
TC(CL) - 495+0,3 0 0 0 0

A parasitemia, no 7° dia apés o desafio para a cepa Y,e no 15° para a cepa CL, foi
expressa em Log do numero de parasitas!mm3 +DP. O nimero de CBA/J utilizado
no experimento variou de 3 a 5 camundongos por grupc e o asterisco (*) indica

valores estatisticamente significativos (p< 0,05), quando comparados aos
respectivos controles.
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1.2. Especificidade da resisténcia precoce ao desafio com diferentes
cepas e estoques do T. cruzi

Os experimentos realizados para testar, como desafiantes, diferentes
estoques e cepas sanguicolas, mostraram que o estoque TCY2 induziu
protecdo parcial, com menor nivel de parasitemia em camundongos desafiados
com estoque Y2NNN, enquanto nos animais desafiados com Y20RIG néo ocorreu
protecdo. Por outro lado, os animais desafiados com cepas heterdlogas tiveram
uma significativa diminuicdo de parasitemia, sem apresentar aumento de
sobrevida (TABELA 2).

Esses dados mostraram que ou a cepa TC(Y2) ndo induz resisténcia ao
estoque homologo Y20RIG, ou existe um fator adicional interferindo no processo.
Com relacdo ao desafio com cepas heterdlogas, houve uma diminuicdo no
nimero de parasitas, sem aumento de sobrevida.

1.3. Especificidade da resisténcia precoce ao desafio de bactérias
patogénicas

Na TABELA 3, apresentamos os testes de especificidade da resposta de
estoques TCY1 a desafios com doses letais de Klebsiella, sp e Streptococcus
pneumoniae. O indice de sobrevida observado até o 30° dia da infecgéo,
mostrou que as formas avirulentas do 7. cruzi ndo prolongaram a sobrevida dos
camundongos desafiados com esses patoégenos. Em alguns grupos observou-se
um efeito somatorio que aumentou a taxa de mortalidade dos animais.

1.4. Especificidade da resisténcia precoce frente ao desafio com o
parasita intracelular Toxoplasma gondii

Para verificarmos a capacidade de indugdo da resisténcia precoce ao
desafio de outros parasitas intracelulares, utilizamos o protozoario Toxoplasma
gondii, em formas taquizoitas livres ou encistadas. Nesses experimentos,
observamos que o fripanosoma n&o induziu resisténcia em camundongos
desafiados com diferentes concentragbes do toxoplasma, visto que nao houve
aumento na sobrevida desses animais (TABELA 4).
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Tabela 2

Resisténcia precoce a outras cepas e estoques do T. cruzi.

Inéculo Desafio Parasitemia Mortalidade(%)/Dias Apds
10° 10° Infeccao
Parasitas Parasitas
10 15 20 30
TC(Y2) - 1,8+2,5 4] 0 0 0
*  TC(Y2) Y2NNN 39122 40 60 60 60
- Y2NNN 56+0,2 60 100 - -
TC(Y2) Y20RIG 58+0,3 40 100 - -
- Y20RIG 6,0+0,1 20 100 - -
*  TC(Y2) CLTC 37+2,0 0 100 - -
- CLTC 5,9 + 0,05 20 100 - -
TC(Y2) CLNNN 20+26 0 100 -
- CLNNN 56+0,4 0 100 - -

A parasitemia (7° dia para a cepa Y e 15° para a cepa CL, ap0s o desafio), foi
expressa em Log do nimero de parasitas/mm° + DP. Valores estatisticamente
significativos (*) para p < 0,05 e n = 5 animais.



Efeito da resisténcia

Tabela 3
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precoce determinada pelo TC, frente & infecgéo por

bactérias.
'"?3*;'0 Desafio Apés 72 hs Sobrevida (%) / Dias Apés Infecgéo
Parasitas

1 3 5 15 25 30
TC(Y1) 1.105 Y2TC 100 100 100 100 100 100
SSF 1.10° Y2TC 100 100 100 20 0 0
TC(Y1) 5.107 Klebsiella sp 80 80 80 80 80 80
SSF 5.10" Klebsiella sp 100 100 100 100 100 100
TC(Y1) 1.10° Klebsiella sp 80 20 20 20 20 20
SSF 1.10° Klebsiella sp 80 50 50 50 50 50
TC(Y1) 1.10" S. pneumoniae 100 100 80 60 60 60
SSF 1.10" S. pneumoniae 100 100 100 40 40 40

O nimero de camundongos CBA/J utilizado no experimento variou de 4 a 5
animais camundongos por grupo
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Tabela 4

Efeito da resisténcia precoce induzida pelo TC, frente a infecgcéo por Toxoplasma
gondii.

Inéculo Desafio Sobrevida(%) / Dias Apos Infecgdo
10° Apos 72 hs

Parasitas 3 6 9 12 15 30
TC(Y1) SSF 100 100 100 100 100 100
T C(Y1) 1.10°Y1TC 100 100 60 60 60 60
SSF 1.10°Y1TC 100 100 80 20 0 0
TC(Y1) 3.10° T. gondii 100 O 0 0 0 0
SSF 3.10° T. gondii 100 20 0 0 0 0
TC(Y1) 44 cistos T. gondii 100 100 40 20 20 20
SSF 44 cistos T. gondii 100 100 40 0 0 0
TC(Y1) 22 cistos T. gondii 100 100 40 20 0 0
SSF 22 cistos T, gondii 100 100 40 40 40 40

O numero de CBA/J utilizado no experimento variou de 3 a 5 camundongos por
grupo
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2. Efeito de diferentes estoques de T. cruzi sobre camundongos SPF.

Estoques do T. cruzi provenientes de cuitura de células (TCY), formas
sanguicolas mantidas em animais de isoladores (YTC) ou formas sanguicolas
mantidas em camundongos de biotério convencional (YORIG), foram utilizadas na
infecgdo de camundongos SPF, da linhagem CBA/J. A parasitemia e mortalidade
desses animais estao mostrados na TABELA 5.

Os resultados mostram que os camundongos inoculados com estoques de
cultura (TCY1) apresentaram niveis de parasitemia menores que os estoques
Y10RIG e Y2TC e sobreviveram por mais de 30 dias, enquanto que os animais
inoculados com o estoque Y2TC, mantidos em isoladores, sobreviveram até o 17°
dia e apresentaram nivel de parasitemia significativamente menor do que aqueles
inoculados com Y10RIG.

Entretanto, em camundongos utilizados no repique semanal da cepa Y
original do 7. cruzi, mantidos em biotério convencional, sempre foi observado aito
indice de parasitemia no 7° dia apds a infecgao e 100% de mortalidade em 10 + 1
dias. Esses resultados sugerem gue algum outro fator possa estar influenciando
na viruléncia desse estoque.

2.1. AlteragOes celulares do sangue periférico e dos 6rgaos linféides

Nos experimentos anteriores, verificamos diferengas na viruléncia dos
estoques, utilizados para estudos de indugdo da resisténcia precoce. A fim de
identificarmos os fatores que determinavam essas mudangas, procuramos
analisar as alteragcbes que esses estoques induziam no sangue periférico e
orgaos linféides dos animais, durante a fase inicial da infecgao.

Para tanto, camundongos CBA/J foram infectados com os diferentes
estoques da cepa Y de 7. cruzi, e submetidos ao estudo do leucograma e de
cortes histologicos do timo e bago.

2.1.1. Leucograma e analise histolégica de timo e bago de
camundongos normais ou infectados com estoques da cepa Y
provenientes de cultura de células
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Os animais inoculados com parasitas mantidos em cultura de células,
estoques TC(Y1) e TC(Y2), apresentaram a contagem total e diferencial de
leucocitos semelhante ao grupo controle normal (TABELA 6).

A analise histolégica do timo desses animais apresentava-se semelhante
aos controles normais (FIGURA 1), enquanto o bago mostrava a polpa branca mal
delimitada, com pequena congestao da polpa vermelha (FIGURA 2).
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TABELA 5

Parasitemia e mortalidade de camundongos CBA/J infectados com estoques da
cepa Y de 7. cruzi, mantidos em diferentes ambientes.

Inécg!o Parasitemia Mortalidade {%) / Dias Apos Infecgéo
10
Parasitas
5 10 17 30
TC(Y1) 2,120 0 0 0
Y2 ORIG 6,0+0,13 0 100 - -
Y2TC 55+0,26 0 0 100 -

O pico de parasitemia , observado no 7° dia da infecgao, esta expresso em Log do
numero de parasatas/mm + DP. Valores estatisticamente significativos para p<

0,05en=35.
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Tabela 6

Leucograma de camundongos CBA/J inoculados com 10° formas de T. cruzi, dos
estoques de cultura de células.

inéculo Horas Apods Numero de Contagem Diferencial (%)
Inéculo Leucdcitos
(x10%ml)
PMN LINFOCITO

SSF 24 96+19 19 80

48 11,3+1.8 17 81

72 12,927 23 76

TC(Y1) 24 10,4+£2,0 17 82

48 11,8+4,5 27 70

72 14,2+ 0,7 28 71

TC(Y2) 24 14,4 +3,2 25 73

48 8,7+0,7 32 65

72 11,7+£2,0 25 73

O namero de CBA/J utilizado no experimento variou de 3 a 5 camundongos por
grupo.
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Figura 1- Cortes histolégicos de timo de camundongos CBA/) normais (1A)
e infectados com cepa Y de cultura de células (1B). Coloragao pela HE. Aumento

de 64x
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Figura 2 - Cortes histolégicos de bago de CBA/J normal (2A) e infectado com a
cepa Y de cultura de células (2B). Coloragédo pela HE. Aumento de 64x.
Notar a polpa branca mal delimitada e congestao da polpa vermelha.
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2.1.2. Leucograma e andlise histologica de timo e bago de
camundongos normais ou infectados com estoques do parasita obtidos
de animais mantidos em isoladores

0Os camundongos inocculados com formas tripomastigotas sanguicolas dos
estoques Y1TC, Y2TC e Y2NNN, mostraram que a contagem total e diferencial
dos leucocitos se mantinha em niveis semelhantes aos controles, durante os 3
dias analisados (TABELA 7).
Na analise histologica dos orgdos linfoides desses grupos, observamos que o
timo e bago apresentavam-se semelhantes ao grupo inoculado com o estoque de
cultura de células (dados ndo mostrados).

2.1.3. Leucograma e analise histolégica de timo e baco de
camundongos normais ou infectados com estoques da cepa Y,
mantidos em biotério convencional

Os camundongos inoculados com os estoques da cepa Y, provenientes de
animais mantidos em biotérios convencionais (Y original), apresentavam
acentuada diminuicdo no numero de leucécitos circulantes, em relagdo aos
controles normais, apds 48 horas da infecgao, enquanto que em 72 horas essas
diferencas eram menores, apesar de estatisticamente significativas. A contagem
diferencial dessas células mostrava uma inversdao de valores percentuais na
relacdo PMN/linfécitos, reflexo de uma forte diminuicdo de linfocitos nos 3
primeiros dias da infecgdo (TABELA 8).

Os cortes histologicos do timo desses animais mostravam notaveis
alteracbes estruturais, com aumento de linfécitos apds 48 hs e quase sem
delimitacao das zonas cortical e medular (dados nao mostrados). Apés 72 hs da
infecgdo, ndo havia diferenciagdo entre coértex e medula, onde se observava
muitas células em divisdo (FIGURA 3a).

Esses animais apresentavam esplenomegalia, provavelmente devido a
hiperplasia da polpa branca e a congestédo da polpa vermeiha (FIGURA 3b).
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Tabela 7

L.eucograma de camundongos CBA/J, inoculados com 10° formas dos estoques
da cepa Y de T. cruzi, mantidos em isoladores.

Inéculo Horas Apos Numero de Leucocitos Contagem
Inéculo Diferencial(%)
(x10%/mi) PMN  LINFOCITO
SSF 24 836+1,4 20 77
48 72+15 22 77
72 78+29 27 72
Y1TC 24 10,4+ 1,4 14 84
48 8924 32 63
72 86+0,0 32 66
Y2TC 24 80+34 23 74
48 11,2+£26 25 72
72 8,5+0,5 29 68
Y2NNN 24 99+0,6 25 73
48 10,013 25 72
72 83+13 28 71

O nimero de CBA/J utilizado no experimento variou de 3 a 5 camundongos por
grupo.
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Tabela 8

Leucograma de camundongos CBA/J inoculados com 10° formas da cepa Y
original de 7. cruzi, mantidos em biotério convencional.

Inéculo I;IBO ;:a:g; ; t‘:{_’::gcoitgz Contagem Diferencial (%)
(X10%ml)
PMN LINFOCITO

SSF 24 10,0127 18 80
48 14,4+2,0 19 79

72 11,5 £23 20 78

*Y1 ORIG 24 11.4:+3.3 83 16
48 36114 75 23

72 8.3:1.8 49 46

*Y2 ORIG 24 7.8+1.3 79 17
48 3.1+0.4 65 32

72 53:1.0 55 43

* Valores estatisticamente significativos parap <0,05ende3a5.
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Figura 3 - Cortes histolégicos de timo (A) e bago (B) de CBA/J, apds 72 hs da
infecgdo com a cepa Y original. Coloragéo pela HE. Aumento de 64x.

Notar a auséncia de diferenciacdo entre cortex e medula timica (3A) e
o aumento da polpa branca, com congestao da polpa vermelha do bago (3B).
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2.1.4. Leucograma e andlise histol6égica de camundongos normais ou
inoculados com plasma de CBA/J infectados com estoques diferentes
dacepay¥Y

Observadas as alteragbes nas células do sangue e 6rgdos linfides dos
camundongos, induzidas pela cepa Y original do T. cruzi, e a fim de verificar se
fatores solUveis do parasita pudessem ser responsaveis pelas alteragoes
descritas, grupos de CBA/J foram inoculados com o plasma filtrado de
camundongos infectados com diferentes estoques do parasita.

Os grupos de camundongos inoculados com plasma filtrado de animais
previamente infectados com estoques da cepa Y original, mostraram as mesmas
alteracbes observadas nos animais inoculados com o parasita. Foi observada
uma acentuada diminuicdo do nimero total de leucdcitos e alteragdes na relagéo
PMN/linfécitos, nas primeiras horas da infecgcdo (TABELA 9).

As alteragdes histologicas observadas no timo e bago desses animais
estio mostradas na FIGURA 4, e foram semelhantes em maior ou menor
proporgao, aquelas encontradas nos orgaos de animais infectados com a cepa Y
original.

Os animais que receberam plasma filtrado proveniente de camundongos
infectados com cepa Y1TC, mostraram numero de leucdcitos compativeis aos
controles normais e nao apresentaram alteragbes na contagem diferencial. Os
cortes histoldgicos desses animais mostraram apenas um aumento de células em
mitose na cortical timica, e pequeno aumento na polpa branca do baco (dados
nao mostrados).
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Tabela 9

Leucograma de CBA/J inocuiados com plasma de camundongos infectados com
estoques da cepa Y de T. cruzi, mantidos em diferentes condicdes ambientais.

Inéeculo Horas Apos Ndmero de Contagem Diferencial{(%)
Indcuio Leucdcitos
(x10%ml)
PMN LINFOCITO

Plasma normal 24 6,3+0,9 20 78

48 7.5+13 25 73

72 9108 22 76

Piasma/ Y1TC 24 10,2+1,7 23 75

438 10,2+1,3 34 63

72 10,6 £0,8 20 79

* Plasma/Y10RIG 24 4314 61 32

48 3,507 59 37

72 7626 32 65

* Plasma/Y2O0RIG 24 87+15 71 28

48 26105 69 30

72 3,7+0.2 50 48

* Valores estatisticamente significativos parap <0,05ende 3 a5.
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Figura 4 - Cortes histologicos de timo (A) e bago (B) de CBA/J, ap6s 72 hs da
inoculagdo com plasma de animais infectados com cepa Y original. Coloragéo
peia HE. Aumento de 64x.

Notar a similaridade dos cortes histoldgicos com a figura 3.
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2.1.5. Leucograma e andlise histolégica de timo e bago de
camundongos normais ou inoculados com plasma de CBA/J infectados
com cepa Y original, submetido a diferentes tratamentos

Os experimentos descritos na TABELA 10, foram realizados a fim de
verificar se o responsavel pelo aumento da viruléncia do estoque Y original do T.
cruzi, seria uma particula replicante em animais ou um fator liberado pelo parasita.

Os camundongos inoculados com plasma filtrado de animais previamente
infectados com cepa Y original, @ submetido a passagens seriadas em CBA/J,
apresentaram uma queda acentuada no numero total de leucdcitos,
principaimente apdés 48 horas da infecgdo, com diminuicdo de linfécitos na
contagem diferencial e inversao na relacdo PMN/linfécitos, quando comparados
aos controles normais.

O grupo inoculado com plasma filtrado de animais infectados com Y20RIG,
e neutralizado com soro contendo anticorpos anti-MHV3, apresentou resuitados
semelhantes ao grupo inoculade com plasma Y20RIG, com as mesmas
alteracGes na contagem total de células, apds 48 horas. Com relacdo a contagem
diferencial, foram encontrados ndmero de céiulas intermediarios entre os grupos
de plasma de animais normais e infectados.

O grupo inoculado com plasma filtrado proveniente de camundongos
inoculados com cepa Y20RIG e em seguida inoculado com a cepa Y2TC, de
isolador, mostrou alteragées nas contagens de leucocitos, semelhantes aos
grupos de animais inoculados com o estoque Y20RIG ou com ¢ plasma de
Y20RIG.

Os cortes histologicos de timo e bago, tanto do grupo de plasma Y20RIG,
como do grupo incubado com anticorpos anti-MHV3, ou do grupo Y2TC + plasma
Y20RIG, mostraram as mesmas alteragdes observadas nos drgaos linféides de
animais infectados com a cepa Y original (FIGURA 5).
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Tabela 10

Leucograma de CBA/J inoculados com plasma de camundongos normais ou
infectados, submetido a diferentes tratamentos.

indculo Horas Apés Nimero de Contagem Diferencial(%)
Inéculo Leucdcitos
(x10%/ml)
PMN LINFOCITO

Plasma normal 24 6,3+0,9 20 78

48 7.5+13 25 73

72 9,1%+0,8 22 76
* Plasma Y20RIG (2° 24 3,307 68 30
passagem)

48 2004 61 37

72 55%15 30 67
* Plasma Y20RIG + 24 6,9+25 53 46
anti-MHV3

48 1605 50 48

72 46+0,8 40 58
* Plasma Y20RIG + 24 41+1,1 68 31
Cepa Y2TC

48 1,6£0,8 65 34

72 53+13 50 49

* Valores estatisticamente significativos para p<0,05ende 3 a 5.
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Figura 5 - Cortes histologicos de timo (A) e bago (B) de CBA/J inoculados com
plasma de animais infectados com Y 'criginal, apdés a 2° passagem em
camundongos. Coloragao pela HE.
Aumento de 128x (timo) e 64x (bago).

Notar auséncia de delimitagdo cortex/ medula do timo (5A) e o acentuado

aumento da polpa branca do bago (5B).
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DISCUSSAO

A infeccéo chagasica experimental se caracteriza por 3 fases distintas: pré-
patente ou precoce, aguda e cronica. A fase aguda, bastante investigada
(Santos, 1973; Trischmann, 1983; Torrico, 1991), se caracteriza pelo elevado
nimero de parasitas no sangue e pela morte dos hospedeiros susceptiveis. Na
fase crbnica se observa baixa parasitemia, sobrevida da maioria dos hospedeiros
e producdo de anticorpos especificos, que podem levar a processos autoimunes
(Minoprio e cols, 1986, Ribeiro dos Santos e cols, 1991).

A fase precoce da infecgcdo se caracteriza pela ndo detecgdo de parasitas
no sangue, e recentemente tem sido muito investigada pelas mudangas que
induzem no sistema imune do hospedeiro, fundamentais no desenvolvimento da
infecgdo (Camargo e cols, 1989 e 19891; Cardillo e cols, 1993).

Em nosso trabalho sobre a resisténcia precoce, confirmamos os dados
obtidos por Camargo e cols (1989 e 19891), que mostraram que camundongos
CBA/J desenvolvem um mecanismo protetor na fase aguda precoce da infeccao
chagésica. Os animais previamente inoculados com formas de parasitas
provenientes de cultura de células, tem um aumento de resisténcia quando
desafiados, trés dias depois, com formas sanguicolas virulentas. Apenas formas
vivas de cultura de células aumentam a sobrevida do hospedeiro, uma vez que
formas epimastigotas vivas e exiratos brutos de tripomastigotas ndo conferem
resisténcia em curto periodo de tempo.

Neste nosso trabalho verificamos que outros estoques da cepa Y e outras
cepas do 7. cruzi, também sdo capazes de induzir resisténcia no hospedeiro
infectado. No entanto, dependendo da cepa de cultura inoculada, a protecéo é
parcial, evidenciada pelos niveis parasitémicos e pelo indice de mortalidade.

Nos experimentos em que utilizamos a cepa Y como indutora de protecéo,
e como desafiantes estoques da cepa Y ou CL, verificamos que a resisténcia
precoce é mais eficiente quando sdo utilizadas cepas homblogas, sugerindo que
a inducdo da resisténcia entre cepas diferentes do parasita é parciaimente
estabelecida. Nesses experimentos, a diminuicdo do nivel de parasitemia nos
animais experimentais em relagdo aos controles, sugere uma resposta especifica



do hospedeiro, apesar de nem sempre o conirole da parasitemia e a sobrevida do
hospedeiro envolverem os mesmos mecanismos ( Trischmann e cols, 1978).

As pesquisas sobre imunidade protetora conferida por cepas heterdlogas
do parasita, em geral abordam a resisténcia na fase crénica da infeccéo, quando
a producdo de anticorpos protetores é elevada (Krettli, 1983). Nessa fase da
infecgdo, temn sido observado que camundongos Swiss e C57BI10 infectados
previamente com cepa Y, ficam protegidos contra o desafio de cepas homologas,
mas quando desafiados com cepas heterblogas aumentam a sobrevida, mas nao
diminuem a parasitemia (Kloetzel e Lafaille, 1983).

Outros autores tem mostrado que na imunidade conferida apés um tempo
mais longo entre a inoculagédo e o desafio, é possivel controlar a fase aguda com
consequente redugdo na parasitemia, prevengéo da reagudizagdo e aumento na
sobrevida (Ritter e Rowland, 1984; Basso e cols, 1991). Nesses experimentos
foram utilizados formas epimastigotas do parasita como pré tratamento, e o
desafio com formas sanguicolas foi realizado apés um periodo superior a 30 dias,
enquanto que em nosso trabalho foram utilizadas formas fripomastigotas como
pré tratamento e o desafio apds trés dias, sugerindo que os mecanismos
envolvidos nesses processos podem ser distintos.

Alguns trabalhos anteriores sobre indugéo de resisténcia por formas vivas
do parasita, tiveram como objetivo imunizar o hospedeiro contra a Doencga de
Chagas (Menezes, 1969). No entanto, esses procedimentos geralmente levam a
multiplicacdo do parasita, podendo provocar uma infecgio branda no hospedeiro,
mas com consequéncias imprevisiveis a longo prazo (Teixeira, 1987).

Como o presente trabalho tem por objetivo caracterizar fenémenos basicos
envolvidos na resposta precoce ao 7. cruzi, questionamos se essa resisténcia
poderia corresponder a uma resposta especifica ac parasita, ou seria ativada por
mecanismos inespecificos contra qualquer outro patégeno.

Nesse sentido foram realizados testes de especificidade da resisténcia
precoce, inoculando-se camundongos com formas "avirulentas" do T.cruzi e
desafiando, apés curto periodo de tempo, com diferentes microorganismos como
Klebsiella sp, Streptococcus pneumoniae e Toxoplasma gondii. Nossos resultados
mostraram que tripanosomas provenientes de cultura de células ndo conseguem
induzir resisténcia contra esses patégenos, mas ao contrério, exercem uma agdo
sinérgica para aumentar a mortalidade dos animais.

O conjunto de dados obtidos, sugere que essa resisténcia precoce induzida
nos camundongos é direcionada para o parasita que o estimulou, mas que
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mecanismos efetores especificos e inespecificos podem estar interagindo nesse
processo.

A resisténcia ao T. cruzi em estagios mais precoces da infec¢do, parece
ser timo-dependente (Trischmann, 1983). Para explicar esse mecanismo de
resposta celular, poderiamos citar a fun¢do efetora direta, incluindo citdlise
(Nickell e cols, 1893) ou a secrecdo de citocinas ativadoras de macréfagos, como
o IFN y (Liew e Cox, 1991).

A produgdo de NO por macréfagos ativados pelo IFN y tem sido apontada
como um dos mecanismos responsdveis pela destruicdo de formas intracelulares
de Leishmania major (Liew e Cox, 1980) e de T. cruzi (Vespa e cols, 1984) e pelo
aumento da resisténcia ao fripanosoma (Mufoz-Fernandes e cols, 1992; Petray e
cols, 1994). Além disso, macréfagos ativados liberam citocinas inflamatérias como
a IL-1, IL-6 e TNF, que atuam sinergicamente, acelerando o clearence dos
patégenos e aumentando a resisténcia do hospedeiro (Titus e cols, 1991).

Outro mecanismo que poderia estar envolvido na inducdo da resisténcia
precoce ao parasita, é a ativagdo de células NK, conhecidas pela sua capacidade
de produzir IFN y no inicio da infeccdo (Romagnani,1992; Silva e cols, 1992). O
IFN y também pode aumentar a resposta imune especifica ao T. cruzi, induzindo
aumento de expressdo de moléculas la em vérias células apresentadoras de
antigenos (Torrico e cols, 1991).

A infecg¢éo por formas de cultura do T. cruzi também poderia induzir a
producéo de IFN y nos primeiros dias da infecgdo, semelhante & observada em
infeccbes por Listeria monocytégenes (Dunn e North, 1991), onde ocorreu
producéo maxima de IFN y endégeno no 2° dia da infecgdo, antes mesmo que a
imunidade mediada por células T fosse ativada.

A auséncia de resisténcia observada nos camundongos inoculados com
formas de cultura da cepa Y, e desafiados com outros parasitas néo relacionados
ao 7. cruzi, reforcam a idéia que esse mecanismo protetor é induzido
especificamente pelo parasita, e que pode ter nos linfécitos T as células
responséaveis pela ativagdo de macréfagos, através de linfocinas como IFN y e IL-
4, ou atuando diretamente como células efetoras (Torrico, 1991; Hoft, 1991;
Nickell e cols, 1993).

Durante os nossos frabalhos, verificamos uma grande variagdo na
viruléncia dos diferentes estoques da cepa Y, que refletiam sobre os niveis de
parasitemia @ mortalidade do hospedeiro. As formas do parasita provenientes de
cultura de células se mostraram menos virulentas que as formas mantidas no
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hospedeiro vertebrado, concordando com resultados descritos anteriormente por
Camargo e cols (1989), Ley e cols (1988) e Carvalho e Souza (1986), mostrando
que cepas de T. cruzi mantidas em meios artificiais, perdem algumas de suas
caracteristicas patogénicas, mas conservam sua infectividade para o hospedeiro
vertebrado.

A elevada viruléncia do estoque Y original, mantida em animais de
biotérios convencionais, assim como a linfopenia do sangue periférico e
alteragCes histopatoldgicas do timo e bacgo, foram semelhantes as descritas por
Camargo e cols (1981).

No entanto, o estoque de 7. cruzi mantido em animais de isoladores induzia
baixa parasitemia, e os hospedeiros apresentavam nimero total de células e
aspectos histologicos semelhantes aos de animais normais.

Rangel e colaboradores observaram recentemente (1994), a presenca de
um Coronavirus relacionado ao MHV-3, infectando camundongos usados na
manutencdo do tripanosoma. Virus desse grupo sédo capazes de aumentar a
patogenicidade do parasita ou alterar a resposta imune do hospedeiro.

O MHV e os coronavirus de rato sdo frequentemente encontrados em
populagées de animais de laboratdrio e sua interferéncia em pesquisa béasica tem
sido relatada primariamente no campo da imunologia e biologia dos tumores
(Kraft e Meyer, 1990; Compton e cols, 1993).

Uma vez que o 7. cruzi vem sendo mantido hd anos, por passagens
seriadas em camundongos de ambientes convencionais, esses animais podem
carregar infecgdes naturais, por diferentes patégenos. Por outro lado, a passagem
sistematica do tripanosoma em células de linhagem, usualmente leva a
eliminacéo desses agentes etiologicos.

Assim sendo, levantamos a hip6tese que um fator adicional ou agente
etiolégico estivesse presente no estoque original de T. cruzi , causando as
alteragbes observadas. Nossos resultados mostraram alteragdes substanciais no
leucograma, bem como, alteragbes na estrutura dos érgéos linfoides, quando os
camundongos foram inoculados com o plasma filtrado, obtido de animais
infectados com a cepa Y e mantidos em biotérios convencionais. Esses resultados
sugerem a presenca de um virus ou de um fator secretado pelo parasita ou pelo
hospedeiro infectado

A hipétese de se tratar de um agente infeccioso com capacidade de se
reproduzir no hospedeiro, foi comprovada nos experimentos de transferéncia de
plasma filtrado de animal infectado com T. cruzi para animais normais. Nesses
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experimentos de transferéncia consecutiva de plasma, também observamos
linfopenia e desarranjo na estrutura do timo e bago dos animais.

Os anticorpos anti- MHV encontrados no soro desses animais, detectados
em testes de imunofluorescéncia indireta (MAP TEST), sugerem que um agente
replicante seja o responsavel pelas alteraces histopatoldgicas, e ndo um fator
liberado pelo T. cruzi.

Os experimentos onde tentamos a neutralizacdo do antigeno viral,
mostraram apenas resultados parciais de neufralizagdo, provavelmente devido ao
baixo titulo de anticorpos obtidos do soro imune.

Varios trabalhos associam a presencga de virus murino com supresséo da
resposta immune. Lamontagne e cols (1989), mostraram uma correlacédo entre a
patogenicidade do MHV-3 e as alteracdes dos 6rgdos linféides, com replicagdo
viral nos linfécitos levando a lise celular. Esses autores concluiram que a
deplegéo de células do bago ou timo néo é somente resultado da infeccao viral
dos linfécitos, mas também podem refletir uma desordem na linfopoiese timica.

O timo dos camundongos experimentais inoculados com plasma filtrado,
apresenta uma estreita zona cortical na periferia do 6rgéo e presenca de grande
nimero de células em divisdo na medula, sugerindo que o timo estd sendo
fortemente estimulado.

Em animais infectados com o MHV-3, a arquitetura do timo é alterada apés
a destruicdo das células do estroma, induzida pelo virus, bloqueando a
linfopoiese e interrompendo os estagios de maturacéo dos timécitos. Além disso,
provoca intensa diminuigdo na subpopulagéo de linfocitos CD4'CD8’, levando ao
estado imunossupressivo funcional dos animais (Lamontagne e cols, 1991).

Alteragdes semelhantes aquelas que nds observamos, tem sido
demonstrada também em camundongos infectados com o citomegalovirus murino
(MCMV), que apresentam severa atrofia timica com perda de timécitos da area
cortical, provavelmente relacionada a deplegdo de células CD4’CD8" (Price e
cols, 1993). Os autores sugerem que a involugdo do érgdo pode se originar de
uma aceleragdo do transito de células através do timo, levando a perda da
arquitetura propria. ‘ '

A diminuicdo dos linfocitos do sangue dos camundongos experimentais,
apos 48 horas da inoculagdo do plasma contendo virus, sugere que essas células
podem ter sido sequestradas pelo baco ou que sofreram lise pelo contato viral .

Tem sido verificado que camundongos susceptiveis a infeccdo aguda pelo
MHV-3 apresentam acentuada diminuicdo no nGmero total de leucécitos
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circulantes, com queda de linfécitos ao redor do 3° dia da infecgcao (Piazza e cols,
1965; Fujioka e cols, 1985), sugerindo que essas células sdo importantes nao
somente como efetoras na eliminagdo do virus, mas também como célula-alvo
para o crescimento viral.

A semelhanca de infecgbes virais, camundongos com 14 dias de infeccdo
pela cepa Y ou CL de T. cruzi apresentam progressiva atrofia timica, com
deplecao celular no cortex e comprometimento de células do epitélio e da matriz
extracelular (Savino e cols, 1989).

Também tem sido observado que o tratamento de camundongos ou ratos
com drogas imunossupressoras como a ciclosporina A, levam a alteracdes no
ambiente timico com acentuada deplec@o nas células da zona medular (Kanariou
e cols, 1989 ; Schuurman e cols, 1990). Essa perda de linfocitos pode estar
relacionada ao aumento de migragao celular do timo para 6rgédos periféricos como
¢ baco, ou ser devido a um blogqueio no estagio de diferenciacao linfocitaria do
cortex para a medula.

Nossos resultados mostram que a coinfecgdo do virus murino com o T.
cruzi induz uma exacerbagdo na patogenicidade do parasita, levando as
alteragdes dos linfécitos no sangue periférico, e da estrutura histolégica do timo e
bago de camundongos, na fase mais precoce da infecgdo. Essa exacerbacgio da
resposta imune pode ser devida a somatéria de caracteristicas
imunossupressoras do tfripanosoma (Sztein e Kierszembaum, 1993) e do virus
(Lamontagne e Jolicoeur, 1991).

O conjunto de dados apresentados nesse trabalho mostra que a inducéo
de protecdo com cepas “avirulentas" do T. cruzi, € um fendmeno que ocorre de
maneira mais evidente entre cepas homélogas, como uma resposta especifica ao
parasita, provaveimente envolvendo mecanismos de céiulas T.
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CONCLUSOES

O presente trabatho nos permitiu concluir que:

1. A resisténcia precoce é um fendmeno induzido por formas de T. cruzi, de
baixa viruléncia, provenientes de cultura de ceélulas, durante a fase aguda da
infeccdo experimental, cuja consequéncia é a diminuicdo da mortalidade e do
namero de parasitas no sangue dos camundongos.

2. A indugao da resisténcia precoce por diferentes estoques da mesma
cepa, sugere a existéncia de antigenos comuns que a determinam.

3. O estado de resisténcia induzida por formas “avirulentas™ do T. cruzi,
nao minimizou o processo infeccioso com outros patégenos como Kiebsiella, sp,
Streptococcus pneumoniae e Toxoplasma gondii, sugerindo que esse mecanismo
envolve respostas especificas do parasita.

4. Virus murinos coinfectando camundongos utilizados nas pesquisas
sobre resisténcia precoce ao 7. cruzi, podem exacerbar as manifestagbes da
infeccdo. Em algumas situacbes essas reagdes podem interferir na sobrevida dos
animais, mascarando a indugao da resisténcia precoce.

5. A linfopenia e as alteragGes histopatologicas do timo e bago de
camundongos infectados com a cepa Y original do 7. cruzi, provavelmente se
deve a presenga de virus murino contaminando o estoque do parasita.

6. Os estudos de caracterizagcdo das células do sistema imune e dos
fatores secretados pelas mesmas durante a fase precoce da infeccao, podem
esclarecer os mecanismos da resisténcia especifica e indiretamente, da
resisténcia do hospedeiro ao parasita.
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RESUMO

A resisténcia precoce € um processo afravés do qual o hospedeiro,
previamente sensibilizado por estoques de baixa viruléncia do T. cruzi, responde
em um curto periodo de tempo, com diminuigdo da parasitemia e maior sobrevida,
ao desafio com formas e doses altamente virulentas do parasita.

As investigacées sobre a induc&o da resisténcia precoce demonstraram
que se trata de um mecanismo de carater especifico. Isto porque, essa forma de
resisténcia € mais eficiente quando induzida por cepas homoélogas do que por
cepas heterdlogas, e ndo altera o curso de infecgbes provocadas por outros
grupos de microorganismos.

O estudo da patogenia dos estoques envolvidos na resisténcia precoce,
mostrou que além de apresentarem diferentes graus de viruléncia, essas cepas
sdo capazes de induzir diferentes graus de alteragdes, nas proporgdes das
células do sangue periférico e dos 6rg&os linféides do hospedeiro vertebrado.

0 estoque da cepa Y mantido em cultura de células induz baixa
parasitemia e 100% de sobrevida no hospedeiro, ndo provocando alteracdes
histopatolégicas nos primeiros 3 dias da infeccéo.

O estoque de T. cruzi provenientes de animais SPF, mantidos isolados de
outros patégenos, induz um nivel de parasitemia maior que os estoques de
cultura, sobrevida de 15 + 2 dias, e poucas alteragdes no baco dos animais
infectados.

Ja o estoque de parasitas provenientes de animais mantidos em biotério
convencional, induz parasitemia elevada, linfopenia e alteragoes na estrutura do
timo e bago, induzindo a morte dos animais em aproximadamente 10 dias.

O estudo comparativo dos efeitos da administracdo do plasma filtrado
desses trés tipos de estoques, em Camundongos normais, mostrou que somente o
plasma de animais infectados com parasitas mantidos em biotério convencional é
capaz de induzir alteragbes histopatolégicas no hospedeiro. Esses dados
sugerem a presenga de outro microorganismo, agindo conjuntamente com o T.
cruzi, provavelmente um coronavirus relacionado ac M.H.V3.
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