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INTRODUCAQ

A tripanosomiase americana causada pela infecgao
com o Trypancsoma |(Schizotaypanum] eruzi (Chagas, 1809),
constitui-se num dos mais graves problemas de saude publica
das Américas, devido a sua grande distribuicdo geografica,
alta morbidade (especialmente na forma cardiaca), alta morta
lidade em regices endemicas e grandes dificuldades de se
estabelecer medidas de controle da doenca (WHO, 1977}, acar-
retando desta forma graves problemas de ordem econdémico- so-

cial nas regioes mals atingidas (Dias e Dias, 1978).

Segundo dados da WHC (1977) cerca de 35 milhoes de
pessoas, na América do Sul, estdo expostas a doenca e 12 mi-
lhoes de pessoas estac infectadas pelo 7. eruzi. No
Brasil, temos cerca de 6 milhOes de individuos acometidos pe
la doenga de Chagas (Macedo, 1980), a maioria abaixo de 20

anos de idade (Camargo, com. pess.).

As diferentes manifestacoes da doenca sao descritas



em 4 fases distintas: a) periodo de incubagdo, com duracio
de 1 & 3 semanas, no qual ccorre proliferacado intracelular
de amastigotas e entrada de tripomastigotas na circulacao

sanguinea; b) fase aguda caracterizada pela facilidade com
que se evidencia o parasito no sangue periférico, havendo
malor prevaléncia nos individuos jovens, principalmente nos
primeiros anos de vida (Prata, 1968; WHO, 1979) com duracio
aproximadamente de 2 meses, ocorrendo em seguida acentuada

diminuigao da parasitemia; c¢) fase indeterminada caracteri-

zade pela ausencia de manifestagdes clinicas e baixa parasi-
temia, apresentandc contudo anticorpos anti-T. cruzt detecta
dos por testes sorcldogicos. Constitui-se na fase de maior
prevaléncia, visto que acomete 50% dos individuos infecta~-
dos (Macedo, 1880); d) fase cronica de manifestacdo tardia,
ocorre depois de 10 ou mais anos apfs a infecgdo inicial e
caracteriza-se pela miocardite progressiva e/ou dilatacgao
irreversivel do esGfago, colen e outras visceras ocas {(Ko-
berle, 1968; WHO, 1974) e pela dificuldade de detecgdoc  de

parasitos circulantes.

Embora sejam conhecidas as manifestagdes clinicas
da doenga, pouco & o conhecimento acerca dos constituintes
antigénicos do parasito em suas diferentes formas. Este
fato tem levado a WHO (1965, 1974, 1977) a sugerir a neces-
sidade do estudo desses constituintes e sua acdo bioldgica,

visto que antigenos do 7. c¢ruszi poderiam exercer importan-

te papel na patogenia da doenca.

Na relagdo parasito-~hcspedeiro que se estabelece na

tripanosomiase varias sac as alteragoes causadas pelo parasi



to no sistema imune do hospedeiro. Dentre essas altera-
goes a literatura tem mostrado que durante a infeccao pelos
tripanosomas ocorre um aumento de celulas produtoras de imu-
noglebulinas no bago dos animais experimentalmente infectados,
tanto na tripanosomiase africana (Hudson et al,, 1976,
Corsini et al., 1977; Xobayakawa et al., 1979) como na
tripanosomiase americana (Ortiz-0rtiz et al., 19805 Corsi=-

ni e Costa, 198la). Sugerem estes autores gque esse aumento

da blastogenese celular deve-se provavelmente a  capacidade

. . . 4 ~ + . +* .
do tripanosoma em induzir ativacao policlonal inespecifica

de linfdcitos B.

0 papel exercido por essa ativacao € desconhecido.
Alguns autores (Kobayakawa et al., 1979; Ortiz-Ortiz et
al., 1980) sugerem que a ativacdo policlonal de linfdcitos
pode induzir a formacao de auto anticorpos verificada na tri
pancsomiase experimental, enquanto que outros autores {(Hudson
¢t al., 1976; Corsini et al., 1977) sugerem gque essa ati-
vagao esteja relacionada com a imunossupress3o, outro impor-
tante distUrbio causado pelos tripanosomas (Hudson ¢t  al.,

1376).

Assim, tem~-se verificado na infeccac pelec T. eruzt
a ocorrencia de supressdo da resposta imune humoral a antige
nes Timo-dependentes como, hemacias de carneiro (HC), gama-
globulina humana (GGH) e albumina de ovo (OVA) (Clinton et

al., 1975: Ramos ¢t al., 19783 Pereira Mendes et al.,

2

1979; Corsini et gl., 1980a) e Timo-independentes como LPS
e DNP-Ficoll (Ramos et al., 1379; Kierszenbaum et al.,

1980).



Nestes experimentos, usualmente foram utilizados
grandes indculos (qu a 185 parasitos) para a infecgao dos
camundongos o que resultou normalmente numa infecgao aguda,
severa e habitualmente fatal. Este fato por si s& poderia
ser responsabilizado pela supressao da resposta humoral em
razdo das alteragtes ocorridas nos Sérgacs linfoides (Lima

Pereira, 1978).

No entantc, apenas 100 parasitos da cepa Y foram
suficientes para a supressao da resposta humoral a HC duran-

te ambas as fases, aguda e cronica, da infecgac em camundon~

gos (CBA x CS?BE/IO)F1 (Corsini et al., 1880a).

Este fato sugere que alem da desorganizagdo estrutu
ral des drgdos 1linfdides (Lima Pereira, 1978), conhecida de
longa data (Dias, 1934%; Taliaferro e Pizzi, 1955) e revis-
ta por Goble (1970), outros fatores contribuiram também para
a imunossupressac resultante da infeccao pelo T. cruzt

(Mitehell, 1978, 1880).

A supressac da resposta imune mediada por células,
particularmente a hipersensibilidade retardada tem sido tam-
bém verificada nas infecgles experimentais pelo T. c¢ruat.
Assim sendo, Reed ¢f 4l. (1977) degcreveram a SuUpressac
da resposta imune a oxazolona e adjuvante completo de [reund
em camundongos Swiss infectados pela cepa Tulahuen. Lima
Pereira (1978) também detectou supressdo da resposta imune
mediada por células a HC em camundongos Swiss infectados pe-
la cepa Y. Alem diste, Rowland e Kuhn (1978)  descreveram

a supressac da hipersensibilidade do tipo retardado ao PPD e



a um extratc de epimastigotas na infecgdao aguda peloc T.

erust.

No entanto, tanto camundongos (CBA x CS?Bl/lO)Fl(rg

sistentes), guanto os susceptiveis C,He/J (Corsini et al.,

3
1980b) & infecgdo pela cepa Y apresentaram hipersensibilida-
de retardada normais ac dinitrofluorobenzeno (DNFB) quando
infectades com 100 formas diferentemente daqueles experimen-

tos anteriores, onde novamente grandes indculos haviam sido

empregados.

Portanto, desde gue pequenos indculos (100 parasi-
tos) sejam empregados, os camundongos (CBA x CS?Bl/lO)Fl
apresentam supressao da resposta humoral a HC e hipersensibi

lidade retardada ac DNFB normal (Corsini et al., 1%80a).

Estes fatos sdao analogos aqueles obtidos na infec-
gac experimental dos camundongos pelos tripancsomas africa-
nos, como o T. brucei, isto &, supressdc da resposta humo-

ral a antigenos Timo-dependentes e Timo-independentes (Mur-

ray et al., 1874%a, 1974b; Hudson et ql., 1976; Corsini
et al., 1977; Jayawardena e Waksman, 1977; Eardiey e
Jayawardena, 18773 Mansfield e Bagasra, 1978; Jayawardena

et al., 1978; Askonas et gal., 1979) e hipersensibilidade
retardada a oxazolona e ao DNFB normais (Murray et gf.,197ub;

Askonas et aql., 1879).

A importancia destes fatos estd ressaltada pelas
semelhangas entre este modelo eperimental utilizando camun-

dongos infectados com baixos indculos da cepa Y e  aqueles



da infecgao humana natural. Assim sendo, pacientes chaga-
sicos cronicos apresentam supreszao da resposta humoral ao
antigeno H de Salmonella typhi e hipersensibilidade retarda
da normal ao PPD, antigeno de Candida, Estreptoquinase, Es~
treptonordase e antigeno do Virus da Variola e ao DNCB (Cor-

gini g+ «al., 1981).

As causas destes fatos permanecem ainda obscuras.

Possivelmente, tres fatos poderiam explicar a hipersensibili
dade retardada normal nos camundongos infectados: a) os

linfécitos T mediadores da hipersensibilidade retardada sao
mais resistentes aos efeitos supressores da infeccao pelos
tripancsomas (Askcnas ¢t al., 1979); Dlos macrofagos como
células também participantes da fase efetora da hipersensibi
lidade retardada teriam suas funcoes preservadas (Clayton,
1979); c<¢) uma maior infiltracdc de macrdfagos no local da
hipersensibilidade retardada supriria a possivel supressao

dos linfécitos T efetores (Corsini et al., 19804).

Da mesma maneira sao desgconhecidas as causas de imu-
nossupressac humoral nestes modelos experimentais. No
entanto, & possivel que diferentes mecanismos ao invés  de
apenas um Unico, estejam envclvidos na expressao final da
supressao (Mitchell, 1980). Uma relagac dos possiveis meca
nismos imunossupressores (Mitchell, 1979, 1880), alguns
deles com verificagac experimental foi sugerida mais recente
mente por Corsini (in press) . Segundo este autor & possivel
que no fenomeno da imunossupressdc verificado nas tripanoso
miases, atuem os seguintes fatores: a) desorganizagac estru

tural dos Grgldos linfdides (Murray €t al., 197ua, 1974by



Clayton g+ gl., 19803 Lima Pereira, 1978; Corsini et ql.,
em preparacgac); b) reducdo da dose imunogenica efetiva
por processamento alterado do antigeno pelo sistema mononu-
clear fagocitdrio (Murray ¢t al., 1974a; Ramos et al.,
1878); c¢) exaustao clonal (Corsini et al., 1977 Askonas
et al., 1979; Corsini e Costa, 1981b); d) blogqueioc da
proliferacac celular (Corsini e+ ., 1980c); e} estimula-
cac da funcgao T supressora (Jayawardena e Waksman, 1977
Corgini et al., 1977, Jayawardena et gl., 1978, Pearson
¢t al., 1979; Ramos et gl., 1979); f) estimulacac de ma-
crofagos com  capacidade supressora (Corsini et agl., 1977
Fardley e Jayawardena, 1977); g) desequilibrio entre popu-
lagoes de células T supressoras e células T auxiliares (Jaya
wardena et al., 19783 Cunningham et al., 1980); h) blo-
queio da resposta imune atraves de imunocomplexos (Murray,
19743 Lambert & Houba, 1974 Nagle et 4l., 1974 Wilson,
1974); i) ativacao policlonal, com possivel desencadeamento
de doenga auto-imune (Kobayakawa ¢t al., 1979; Ortiz-Ortiz
et al., 1980; Terry et al., 1980); 1) desequilibrio de
populagdes de ceélulas T, B e "Null" (Mayor-Withey et  al.,
19783 Roelands et @qf., 1879; Cunningham et al., 1980).
Sugere ainda Corsini (in press) outros possivels mecanismos su-
pressores podem ser mediados através de anticorpos anti-idio
tipicos, rapido catabolismo de anticorpos e mediadores,
blogqueio dos linfocitos ao nivel dos receptores, agao inibi
téria ou citotdxica mediada por antigenos parasitarios (Mit-
chell, 1980), assim como, alteragCes no sistema do complemen
to, das quininas e da coagulagdo (Fauve, 1980).

Visto gueextratos preparados com as formas tripomas



tigotas de T. brucet mimetizam os efeitos da infecgac expe
rimental dos camundongos (Clayton et al., 1878a; Selkirk et
al., 1980) propusemo-nos a estudar: a) o decursc da in-
fecgao pela cepa Y nos camundongos BALB/c empregando apenas
100 formas dos parasitos e seus efeitcs sobre a regposta
humoral a HC e ao DNFB; D) og efeitos dos extratos prepara
dos a partir das formas tripomastigotas e epimastigotas do
T. eruzi sobre estas mesmas respostas, procurando estabele-

cer possiveis mecanismos imunossupressores na infecgdo expe-

rimental pelo TI. eruzi.



MATERIAL E METODOS

1. Animais Utilizades

Foram utilizados camundongos BALB/c, CBA/J e
Swiss-55, maches e femeas, com 6 - 8§ semanas de idade, cria
dos e mantidos em condigoes adequadas no biotério do Departa
mento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biolo-

gla da Universidade Estadual de Campinas.
2. Trypanoscma cruzi
A amostra Y de Trypanocsoma ecruzi (Pereira da
Silva e Nussensweig, 1953) utilizada no presente trabalho,

nos foi cedida pelo Dr. Zigman Brener (Belo Horizonte).

3. Manutengac dec Trypanosoma cruzi em camundongo

A amostra de Trypancsoma cruzi fol mantida em

. . -
camundonges por passagens semanalis de 107 formas em camun=
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dongos Swiss-55. Os animeils foram sangrados através do ple

xo braguial no dia do picc parasitémico (7 dias apds a infec

gac) e o sangue coletado em solugao estéril de citrato de
sodio 3,8%, mantendo-se a mistura em banho de gelo. Apds a
contagem dos pavasitos circulantes segundo o método de

Brener (1968) e diluigoes em Meio !'Inimo Essencial de Eagle
: e e . P
(MME), nove lote de animais fol inoculade com 1987 formas por

via intraperitoneal (i.p.).

4. Infeccao por Trypanosoma crusi

Camundongos BALB/c foram infectados por via i.p.
com 100 formas obtidas no pico parasitemico de camundongos
Swiss~55 infectados com 105 parasitos. ApOs a sangria dos
animais através do plexo braguial o sangue foi coletado em
MME contendo 1% de Soro Fetal Bovino (SFB) com 10 UI/ml de
heparina e a mistura mantida em banho de gelo. 0s parasi=-
tos foram contados em camara de Neubauer e as diluicbes fi-

nais foram realizadas com MME sem STH,
5., Parasitemia

A contagem dc numerc de parasitos no sangue peri
ferico fol feita segundc o método de Brener (1958). Os ca-
mundongos foram sangrados atraves de pequeno corte da extre-
midade da cauda e apos desprezar-se a primeira gota, o san-
gue fol coletado em pipeta de hemoglobina calibrada em nosso
laboratdric para coletar 5 mmS. O sangue coletado fol colo

cado em lamina de microscopio e coberto por laminula
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22 X 22 mm, de tal maneira a se obter o sangue homogeinamen-

te distribuido.

A preparagac fol examinada em microscopio binocu
lar com lente ocular 12,5 X e lente objetiva 40 X contando-
~se 0s parasitos em 100 diferentes campos microscoOpicos. Os
camundongos foram marcados na pata trazeira de maneira gque a
parasitemia pudesse ser seguida diariamente em cada um dos

animais.
6. Cultivo do Trypancsoma cruzi em meio ligquido

0 meio de Yaeger (LIT) preparado de acordo  com
as instrugoces de Fernandes e Castellani (1986), foi utiliza-
do para o cultive de Trypanocsoma crust. Porgoes de 5 ml

de inoculo foram semeados em 20 ml de meio de cultura e man-

%

tidos a 289C durante 7 dias, obtendo-se nestas condigoes 95%

dos parasitos na forma epimastigota.
7. Obtengac do extrato de epimastigotas (FAd)

Os parasitos contidos em 100 ml de cultura (apro
ximadamente 26 X 108 parasitos) foram lavados com solugao
gelada de NaCl 0,18M tres vezes, a 1400 g, durante 15 minu-
tos a 49C e o sedimento ressuspenso em 10 ml de agua destila
da. Esta solugao foi imediatamente congelada e logo apds

liofilizada.

Porgoes de 250 mg do liofilizade foram sucessiva

mehte lavadas a 3020 g, durante 15 minutos a 49C com: aceto
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na (2 vezes), mistura éter-acetona (2 vezes) e éter (2 ve-
zes), previamente destilados e livres de perdxidoes. 0 sedi
mento obtide foi secado com jato de ar e mantido a 49C emn

VéCUO a"té o momento 4o uso.

0 material delipidado foil tratado com 25 ml de
solugdo salina fisioldogica a 49C, A mistura foi mantida em
banho de gelo durante 15 minutos e centrifugada a 17100 g du
rante 30 minutos. 0 sedimento obtido foi ressuspenso em
solugao tampac fosfatc, 0,02M- pH 7,2 e a mistura  incubada
a 379C durante 1 hora e entao centrifugada a 12100 g por 30
minutos. C sobrenadante (FAd) apds ser distribuido em volu
mes de 1 ml foil guardado a 209C ate o momento do uso (Tama-

shire, 1880).
8. Dosagem de proteinas

As proteinas totais dos extratos foram dosadas
utilizando-se a técnica do biureto segundo Weichselbaun

{19486).
9. Separacgac dos parasitos do sangue infectado

Cinco ml de sangue colhidos de camundongos
Swiss-55 infectados com 10° parasitos, conforme descrito
anteriormente, foram centrifugados a 121 g ,em tubo plastico
de fundo conico,de 50 ml da marca Falcon (2070 tube- Falcon,
Oxnard. USA),a temperatura ambiente, durante 10 minutos, e em

seguida deixados em repouso,durante 1 hora na mesma tempera-
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tura.,

0 plasma foi cuildadosamente removido e ¢ sedimen

to ressuspensc no volume inicial com MME contendo 1% de SIB.

0 procedimento era repetido e o sobrenadante misturado ao
plasma anteriormente obtido. A mistura foil centrifugada a
207C g durante 10 minutos e o sobrenadante desprezado. 0

sedimento contendo cs parasitos foi lavado 3 vezes com MME
sem SEB. A suspensac contendo o numerc de parasitos degeja

do foi guardada a ~70¢9C.

10. Obtengao do extrato bruto de tripomastigotas
(EBTri)
0 extrato bruto de tripomastigotas (EBTri) foi

preparado por congelamento e descongelamento (3 X) da suspen

sao de tripomastigotas contendo diferentes quantidades de
parasitecs em MME. A preparacao fol entac centrifugada a
10000 g durante 10 minutos a 49C. U sedimento foi descarta

do e ¢ sobrenadante chamado de IZxtrate Bruto de Tripomasti-

gotas (EBTri) conservado a =-709C.

11. Imunizagac com hemacias de carneiro (HC)

As hemacias de carneiro foram obtidas por puncao

da  vela Jugular e ccletadas em condigoes estéreis sobre o
mesmo volume de solugac de Alsever. As hemacias foram guar

dadas em refrigerador a 49C,nac mais de 15 dias.

No momento do uso, as hemdcias foram lavadas 3
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vezes em tampac fosfato pH 7,7 e & x 108 ou 2 x 188 células
foram inoculadas na veia da cauda (i.v.) dos animais experi-
mentais, num volume de 0,2 ml. As doses de reforgo foram
dadas 26 dias apds as doses primdrias com o mesmo nimero de

hemacias usadas na imunizagdo primdria,

12, Determinacgac de cé&lulas formadoras de placas

(CFP)

As celulas formadoras de placas (CPP) foram de-
terminadas utilizando-se a técnica de Jerne (1974) segundo
descrigao de Dresser (1978) no 49 dia apds a imunizag&o com
nemécias de carneiro, tanto para a resposta primdria como
para a resposta secundaria. Experimentos preliminares mos-

traram ser no 49 dia o plco da resposta.

0Os animais foram sacrificados por deslocamento

cervical e os bagos recolhidos em MME contendo 1% de SFB.
A suspensao celular fol obtida com macerador, sen-
do as células lavadas com o mesmo meio 3 vezes e apds a

Gltima lavagem ressuspensas em 1 ml do meio.
Para determinagao das placas indiretas (IgG)

usou-se soro de coelho anti-Igh de camundongo.

13. Inibigaoc das células formadoras de placas contra

hemacias de carneirc flucresceinadas

A fluoresceina fol ligada a hemdcias de carneiro

conforme instrugdes descritas por Calderon g+ al. (1875},
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A solugéo de isotiocianato de fluoresceina, 0,5 mg/ml (Sigma-
-Chemical Company), diluida em tampao carbonato- bicarbonato
0,125 M - pH 9,2, foi preparada no momento de uso, sendo em

seguida filtrada em papel de filtro Watman n@ 3.

Sobre a suspensao de hemacias de carneiro, prepa-
rada em tampao carbonato-bicarbonato, foi adicionado gota a
gota, sob agitagao, igual volume da solugao de fluoresceina
e a mistura foi deixada 3 temperatura ambiente, durante 40 mi
nutos sob agitacao constante. A seguir, a mistura foi lavada
3 vezes com solugao de NaCl 0,15M e o sedimento  ressuspenso

em MME na concentracac de 7%.

Os experimentos de inibicao foram realizados adi-
cionando-se 10 pl da solugéo de fluoresceina scbre a suspen-—

sao de células antes do plagueamento.
14, Vviabilidade celular

0 numero total de células foi obtido em camara
de Neubauer com a suspensao de células diluida em acido acé-

tico 1%.

As células inviaveis foram determinadas pela
diluigao em solugdo de zul-tripan preparada segundo Alex Mat
ter (comunicacdo pessoal): 1 ml de azul de tripan (2 mg/ml),

0,25 ml NaCl 4,25% e 1 ml de tampao fosfato pH 7,2.

15. Sensibilizacao ao dinitrofluorobenzeno (DNFB)

A sensibilizagac ao DNFB (British Drug Houses
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Chemicals, Pocle, Dorset) foil realizada de acordo com o desg=-
crito de Vadas et. al. (1875). Animais depilados no abdo-
men receberam 50 Wl de DNFB 10 mg/ml diluido em acetona-oleo
de oliva (1:1). ApSs 5 dias receberam como dose desenca-

deante 5 pl da mesma solugao na orelha esquerda.

16. Determinacgao da hipersensibilidade retardada ao

dinitrofluorchenzenc (DNFE)

Vinte e quatro horas apos receberem a dose desen
cadeante os animais foram mortos por deslocamento cervical
e as orelhas cortadas na base. A avaliagao da reacde  foi
feita pela relagac entre o pesoc das orelhas que receberam a
dose desencadeante e ¢ peso das orelhas que nao receberam es

ta dose, conforme tecnica descrita por Corsini et al.{1979),.

17. Determinagao das unidades formadoras de colonia

no bago (UFC)

A determinagac das unidades formadoras de colo-
nias nc bago (UFC) foi realizada seguindo-se a técnica de

Till e McCullogh (1861).

Camundenges CBA/J foram irradiados (750 rads) de

uma fonte de Co60 e injetados i.v. 2 horas depois com 0,2 ml

de suspensaoc contendo 3 x lDu células viaveis obtidas da
medula Ossea de animeis isogenicos. Apds 9 dias os animais
foram sacrificados e os bagos fixados em Bouin contendo 5%

de &cido acético glacial.
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0 nuimerc de nodulcs existentes em cada bago foil

determinado com uma lupa de 8 x de aumento.

18. Exame histologico

As orelhas foram fixadas em formaldeido u% e
processadas para hematoxilina-eosina e exame histoldgico se-

gundo indicacao de Burke et agl. (1972).

19. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas através do

teste "t" de Student.
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RESULTADOS

I - Resposta Imune em Camundongos Infectados com

Thypancsoma chruzd

1. Parasitemia

Com a finalidade de verificar o decurso da
infecgao com a cepa Y em camundongos BALB/c, procuramos ini
cialmente estabelecer a curva parasitémica nos animais in-
fectados com 100 formas de parasitos.

A parasitemia foi detectada somente a par
tir do 79 dia, atingindo o pico parasitémico no 109 dia de
infecgao {(figura 1). A partir do 129 dia os animais contro-
laram a parasitemia havendo poucos parasitos circulantes

até o 209 dia de infecc¢do, com alta taxa de mortalidade (90%).
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Camundongos BALB/c infectados com Trypanosoma
cruzi. Cada ponto representa a média geométri

ca f SD de 10 animais/dia até o 209 dia.
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Até o 309 dia de infecg¢do a sobrevivéncia dos animais infec
tados foi inferior a 5%, sem gque nova onda parasitémica te-
nha ocorrido, nao havendo portanto correlacdo entre os al-

tos niveis parasitémicos e a taxa de mortalidade,

Nos experimentos realizados verificamos
que, camundongos machos e fémeas apresentaram comportamen=-
tos, praticamente, idénticos gquanto 3 infecgao. Da mesma

maneira, nao houve variagdes apreciaveis nos diferentes ex-

perimentos com relagao ao padrac de infecgdo nestes animais.

2. Namero de células esplénicas durante a

infecgao

A infeccgao experimental por  Thypancsoma
cruzd, geralmente determina esplenomegalia nos animais in-
fectados. Com a finalidade de determinar o aumento do niime-
ro de células esplénicas, camundongos BALB/c foram infecta
dos com 100 formas de Taypancsoma cruzd e sacrificados em
diferentes dias apds a infec¢ao. Observou-se um significati
vo aumento de aproximadamente 1,5 vezes no nlimero de célu-
las apds o 39 dia de infeccao, atingindo o niimeroc maximo de
2,5 vezes mais células no 79 dia e permanecendo elevado nos

restantes 20 dias de infecgado.

A Figura 2 representa os resultados obti

dos com grupos de 5 animais.
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Células vidveis em camundongos BALB/c infecta-
dos com Trypancsoma cruszi. Cada ponto repre-
senta a média aritmética + 1 EPM (n=5). As
linhas pontilhadas representam os valores nor-

mais : 2 EPM,
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3. Supressac da resposta humoral em camundon-

gos infectados

A imunossupressac em animais infectados
por Trypancsoma cruzi tem sido demonstrada por varios auto
res (Clinton et gl., 1875; Ramos et al., 1978), embora
usualmente um grande indculo (2 X 10" parasitos) tenha sido

utilizado.

Com a finalidade de verificar se ?equem
nos indculos sdo também capazes de deprimir a resposta a he-
macias de carneiro, camundongos BALB/c forvam infectados com
100 formas de parasitos, imunizados em diferentes dias apss
a infecgao e ¢ numero de CFP determinado 4 dias apds a imuni

zacao.

De acordo com a Tabela 1 nota
-se que 3 dias apds a infecgdc, quando ainda nao havia sido
detectada a presenga de parasitos circulantes, a resposta
humoral contra hemdcias de carneiro ndo se alterou, 33 que
nao houve modificagdo do nimero de CFP.  No entanto, apds
7 dias de infecgao, cuando o0s parasitos circulantes foram
detectados, ocorreu uma alteragdo na resposta humoral a hemé
cias de carneirc com uma supressidc de 63% no nimero de CFP.
Depois de 11 dias de infecc¢ao quando o numero de parasitos
se encontra em torno do pico parasitémico, oCcorreu  uma su-
pressao de 76%.  Estudamos a resposta humoral nos animais
infectados somente até o 119 dia de infeccdo, visto que a
partir do 129 dia tivemos um alto nivel de mortalidade entre

os animails.
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4. Aumento do nlmero de células formadoras de
placas (CFP) contra hemicias de carneiro em
camundongos nao imunizados e infectados com

Thypanosoma cruzd.

Constatada a imunossupressao humoral nos
animais infectados, procuramos verificar se havia aumento do
nimero de CFP contra HC em animais infectados, porém nao

imunizados. Assim sendo, camundongos BALB/c foram infectados

i.p. com 100 parasitos e o nimero de CFP contra hemacias de

carneiro foi investigado durante o decurso da infeccao.

Detectamos um aumento do nimero de CFP con-
tra hemacias de carneiro, que atinge o pico no 39 dia de in-
fecgao, quando a parasitemia & ainda negativa. Este  aumento
do niimero de CFP em animais infectados nfo imunizados com he-
macias de carneiro permanece alto e significativo até o 59
dia, decaindo a niveis normais depois do 79 dia de  infeccdo

(figura 3).

5. Regposta imune mediada por células em camun
dongos infectados com a cepa Y de Thypa-

noAOMA CAUZAL

Com a finalidade de se estudar a resposta

mediada por células em camundongos BALB/c infectados com
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100 formas de T. cruzi cepa Y, o8 animais foram sensibi-
lizados com DNFB em diferentes dias apds a infecgdc e recebe

ram a dose desencadeante 5 dias apds a sensibilizacdo.

Tais animais infectados foram divididos em
dois grupos: um dos grupos recebeu a dose sensibilizante
no 69 dia apds a infecgio e o outro grupo recebeu essa mesma
dose no 119 dia de infecgao. 0 grupo controle foli consti-

tuido de animais normais que receberam as mesmas doses sensi

bilizantes e desencadeantes de DNFRB.

A relagac dos pesos obtidos das orelhas es-
querdas e direitas (E/D) 24 horas apds a dose desencadeante
(Tabela 2) mostrou que nac h& diferenca significativa entre
o grupo controle e aqueles infectados. Concluimos portan-
to que diferentemente da supressao humoral, ndo ha altera-
gao da resposta imune mediada por células ac DNFB nos camun-

dongos BALB/c infectados com 100 formas de parasitos.

Nogsos resultados mostram portanto que ca-
mundongos BALB/c infectados com 100 formas de 7. cpuzi apre
sentaram significativa elevagaoc do numero de células esplée-
nicas viaveis a partir do 39 dia de infecgac, supressio da
resposta humoral a hemdcias de carneiro a partir do 7¢ dia
de infecgao e hipersensibilidade retardada ac DNFB  normal.
Verificamos também um aumento espontaneo do nimerc de CFP

contra hemacias de carneiro.

Constatada, portanto, a verificacao de supressao
humoral e possivel ativac3o policlonal existentes em camun-~

dengos infectados, procuramos estudar os efeitos de extratos
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TABELA 2 - Resposta imune mediada por células em camundongos

infectados por Trypancsoma cruzi cepa Y.

Dias apds a infeccao /D
0 2,00 + 0,2
5 2,05 X 0,1
11 2,17 2 0,1

Resposte imune mediada por celulas avaliada pela relacdo en-
tre os pesos das orelhas esquérda/direita (E/D). Os camun-
dongos sensibilizados ac DNFB receberam a dose desencadeante
5 dias apos a sensibilizacgio. Os resultados expressam a

média aritmética = 1 EPM (n = 5§).
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obtidos das formas epimastigotas e tripomastigotas sobre a
resposta imune, assim como a agao desses extratos em UFC do

bago de camundongos.

IT - Efeito do Extrato de Epimastigotas (FAd) na

Resposta Imune

1. Depressao da resposta imune primaria a he-

macias de carneiro pelo FAd

O efeito de FAd na resposta imune primiaria
a hemacias de carneiro foi verificada em camundongos BALB/ ¢
imunizados com 4 X 108 hemicias de carneiro e injetados 15
minutos antes do antigeno com 10, 35, 70, 140, 280 e 400 ug

de proteina de FAd contidos em 0,2 ml.

De acordo com os dados da tabela 3 notamos

que 10 ug de proteina de FAd nao alterou a resposta imune a
hemacias de carneiro. No entanto, as demais doses testadas
suprimiram entre 50% e 62% o nlimero de CFP, Este fato indica
que grandes variagoes de doses (entre 70 e 400 ug de protei
na de FAd) nao diferem significantemente gquanto a supressao
determinada nos animais inoculados. Com 35 vg de proteina de
FAd ocorreu supressao do nimero de CFP em somente 50% dos

animais.
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2. Efeito do intervalo de tempo entre a ino
culagao do FAd e do antigeno na inibicdo

da resposta humoral

O efeito do intervalo de tempo entre a i-
noculagac do FAd e do antigeno foi investigado mediante ino-
culagao de 100 yg de proteina de FAd em diferentes tempos an
tes ou depois do antigeno (4 x 108 hemadcias de carneiro). A

sim sendo, camundongos BALB/c foram inoculados com o FAd en

tre 15 minutos e 24 horas antes das hemicias de carneiro., Qu

tros grupos de animais receberam o FAd numa {inica dose 8 ho

ras apds as hemdcias de carneiro ou em 3 doses seguidas nos

dias 0, 1 e 2 apds a imunizacao.

Os resultados obtidos nas Tabelas 4 e 5
mostram gue ac se inocular FAd entre 15 minutos e 6 horas an
tes do antigeno, houve uma supressdo (52% a 72%) no  nimero
de CFP. No entanto, quando o FAQ foi inoculado 24 horas an-
tes das hemdcias de carneiro nenhum efeito foi constatado.
Verificamos gque o tempo limite da injecdo de FAd foi 12 ho-
ras antes do antigeno, visto gue com esse tempo somente 50%
dos animais apresentaram inibigao (35%) no niimero de CFP.
Quando 100 ug de proteina de FAd foram divididos em 5 doses
de 20 ug e administradas a cada 12 horas, sendo a primeira
dose 60 horas e a {iltima 12 horas antes do antigeno, nenhum

efeito foi verificado no nimero de CFP.

De acordo com os resultados da tabela 5
observamos que nenhuma inibicdo foi verificada em camundon

gos injetados com uma Unica dose de FAG apds a imunizagao
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com hemdcias de carneiro. Contudo, os animais que recebe-
ram 100 ug de proteina de FAG a cada 24 horas apds a imuniza

ac apresgsentaram 67% de inibicdo no ndmero de OIP.
g D G

3. Depressdao da resposta imune secundaria  a

hemdcias de carneiro pelo FAd

Com a finalidade de verificar o efeito
da fragac FAd na resposta imune secunddria a hemacias de car
neiro, camundongos BALB/c¢ foram imunizados i.v. com 4 X 108
hemdcias de carneirc e 26 dias apés recsberam a mesma quanti
dade de antigeno como dose de reforgo. A fragao FAd conten
do 100 pg de proteina em 0,2 ml foi injetada antes da dose
reforgo ou antes da imunizagdao primaria. Determinou-se o

numero de CIP tanto diretas (IgM) quanto indiretas (IgG). Os

g

resultados apresentados na Tabela 6 estao expressos em % de

inibigao por grupos de 5 animais/grupo.

Observamos uma diminuigac do nlmerc de CFP
tanto para IgM (76%) como para IgG (80%) quando os animais
receberam FAd antes da dose reforgo. Juando o FAd fol inje
tado antes da imunizacdo primdria, verificamos diminuicao de
33% no ntmero de CFP indiretas (IgG), n3o ocorrendoc diminui-

gao do nUmero de placas dirvetas (IgM).

Concluimos portanto que o TAd suprime a
resposta imune tanto primaria quanto secunddria a  hemacias

de carneiro, desde que inoculada antes da dose de  reforco,
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visto gue quando inoculado antes da dose orimaria suprime

apenas placas indiretas (IgG).

H. Supressdo da resposta imune mediada por

células pelo FAd

O efeito da fragao FAJ na resposta  imune

mediada por celulas foi avaliada através da resposta ao DNFB
em camundongos BALB/c. Para tanto, os animais foram sensi-
bilizados com 50 ul de DNFB e receberam 5 pl do antigeno co-
mo dose desencadeante 5 dias apds na orelha esquerda, A
fragac FAd contendo 100 ug de proteina foi injetada i.v. du-
rante 3 dias seguidos apos a sensibilizagdo ou em dose Uni
ca de 100 ug no dia em gue animais receberam a dose desenca-
deante. Os animais feoram sacrificados 24 horas apds a dose

degsencadeante e as orelhas cortadas e pesadas.

Os resultados mostrados na Tabela 7 expres
sam a relagac entre os pesos das orelhas esquerdas e og pe-

sos das orelhas direitas (E/D) por grupos de 5 animais.

Notamos uma depressac quando estabelecida
a relagao E/D (p < 0,01) em animais injetados com FAd duran-
te 3 dias ou em animais injetados somente no dia que recebe-

ram g dose desencadeante.

As Figuras 4, 5 e 6 mostram nos exames his
toldgicos das orelhas um menor infiltrado de células mononu-

cleares e um edema menos acentuado nos animais que recebe-
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FIGURA 4

FIGURA 5
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FIGURA B
FIGURAS U4, 5 e 6 - Hipersensibilidade retardada ao DNFR em
camundongos inoculados com FAd. Corte his

toldgico das orelhas de camundongos BALB/c sensibilizados com

DNFR. Aumentoc de 100 X.

Figura 4 - Animais que receberam FAd no dia da dose
desencadeante,

Figura 5 - Controle (animais sensibilizados).

Figura 6 - Controle (animais nao sensibilizados).

Notar uma menor infiltragdo de celulas mononucleares e
menor edema nos animais sensibilizados que receberam FAd (Figu

ra 4,
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ram [Ad.

Os resultades apresentados demonstram a
ccorréncia de supressio pelec FAd da resposta imune mediada

por ceélulas quando avaliada através da regposta ao DNFB,

5. Unidade formadora de coldnias (UFQC) no

bage de camundongos inoculados com FAd.

Procurando verificar se o FAd teria algum
efeitc bloqueador scbre a proliferacdo celular, testou-se
esta possibilidade através de seu efeito sobre ag UFC nos
bagos de camundongos. Para tanto,comundongos CBA/J irradia
dos com 750 rads foram injetados i.v., 2 horas apds a irradia
gao, com 3 X 10" células vidvels obtidas da medula Sssea de
animais isogenicos. bstes animais receberam i.v, a fracio
FAd (100 ug de proteina) numa Unica dose ou 3 doses segui~

das nos dias 0, 1 e 7 apds a transferencia das células.

Os resultados (Tabela 8) mostram uma dimi-
nuigdo no numero de UFC em animais inoculados tanto com wuma
Unica dose, como em animais inoculados com 3 doses de FAd.
Este ultimo grupo de animais, além de apresentar uma diminui
gao no numero de UFC apresenta uma nitida diminuigédo no tama

nho dos ndodules (Figura 7).

Concluimos portanto que o FAd diminui tan-
to o nUmerc quanto o tamanho das UFC sugerindo portanto, uma
agdo bloqueadora sobre a proliferagao celular das células da

medula Ossgea.
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FIGURA 7 - Unidades Formadoras de Colonias em camundongos

CBA/J irradiados e injetados com FAd,

A - Grupe controle

B ~ Animais que receberam FAd no dia da transfe-

réncia das células

C =~ Animais que receberam FAJ durante 3 dias

Notar diminuigZo tanto do numero quanto do tamanho

dos nodulos (UFC).
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6, Ativicdade mitogenica do FAd

A capacidade do FAd interferir na prolife-
ragido celular, levou-nos a verificar se o mesmo & capaz de
exercer uma atividade mitogenica. Para tanto, camundongos
BALB/c foram inoculados com 100 pg de proteina de FAd e de-
terminado © nimerc de CFP contra hemacias de carneiro 72 h,
48 h, 24 h, 12 h, B n e 3 horas apds a inoculagdo, procuran-

do-ge desta maneira detectar um aumento no numero de CFP nos

animais apenas inoculados com a fragao em questao.

Tedos os resultados foram negativos, nao
moztrando nenhuma alteracdo no numero <e CFP em relacgao ao
srupe controle, sugerindo portanto nas haver atividade mito-

genica no TAd.

TII - Efeito do Lxtrato de Jpipomastigotas (EBTri)

na Regposta Inune,

1. Atividade mitogenica do IBTri.

Una vez verificada a existencia de ativa-
cao policlonal na infecgao experimental pelo Trypancsoma
eruzi através do aumento do numero de CFP no bago e conside
rando a inexistencia de atividade mitogenica na fracd@o obti-
da de epimastigotas (FAd) que, ao contrario, mostra uma ati-

vidade de bloqueic da divisac celular, procuramos mediante



tals fatos verificar os efeltes do EBTrl sobre a resposta
imune. Para tanto, camundongos BALB/c foram incculados
i.v. com 0,2 ml de concentragtes variidveis de extrato e o
numerc de CFP contra hemdcias de carneiro verificado  entre

2 e 6 dias apos a inoculagdo.

0Os resultados expressos na Tabela 9 mos-
tram que em todas as doses testadas occorre um significativo
aumento no numerc de CIP a partir do 3¢ dia, ocorrendo o pi-
co no 49 dia apds a inoculagdo do EBTri, quando entac verifi
camos um aumento de 20 a 30 vezes do numerc de CIP (Tabela

10).

Uma vez determinado o aumento do nimero
de CFP procuramos estudar a cinetica dessa atividade mitoge-
nica. Para tanto, camundongos BALB/c foram inoculados 1.v.
com 0,2 ml de EBTri contendo 2 X 10° parasitos/ml e o nimero
de CFP determinado entre 1 e 8 dias apbs a inoculagao. Os
resultados expressos na Figura 8 mostram um significativo
aumento do nimero de CFP no 29 dia apds a inoculagao do
EBTri, atingindc o pico ne 49 dia. Ate o 69 dia o numero
de CFP permanece elevado atingindo os niveis normais somente

a partir do 79 dia apds a inoculacao do EBTri.

Considerando a possibilidade da existen-
cia de determinantes antigenicos comuns entre o Trypanosoma
eruzi e as hemacias de carneiro e, consequentemente estar-
mog medindo na realidade a reacgao cruzada e naoc a atividade
policlonal do extrato, determinamos também o numerc de CrP

contra hemacias de carneiro fluoresceinadas 3, 4 e & dias
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30
20 /// )
v "5 ‘
¥ j
e
T
{ 2 3 4 5 6 7 8 ’
DIAS APUS A INOCULAGAO DO EBTri
FTIGURA 8 -

CIP em camundongos BALB/c¢ injetados com 0,2 ml

de EBTri (2 x 10° parasitos/ml), Cada  ponto
representa a média aritmética - 1 EPM (n=5),
As linhas pontilhadas representam os valores

normails : 2 LEPM.
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apbs a inoculacao de 0,2 ml de amostras do EBTri.

Os resultadcos expresscs na Tabela 11 mos-
tram um aumentc do nimeroc de CFP quando os animais foram ino

~

culados com 0,2 ml das suspensoes preparadas entre 0,25 e
6 . . . i .
2 X 107 parasitos/ml, aumento este mais evidente no H¢ dia

apds a inoculagao.

Mediante os resultados obtidos procuramos
confirmar a especificidade da reagac adicionando fluorescei-
na a suspensado de células esplenicas antes do plaqueamento.
Os resultados expressos na Tabela 12 mostram uma inibigaoc

do numerc de CTP em relagac ao grupo controle,

2. Unidades Formadoras <de Colonias (UFC) em

bago de camundongos incculados com EBTri.

Visto que og experimentos anteriores de-
mostraram que a infeccao experimental por Trypanocsoma crusi
ou a inoculagac de extratos de tripomastigotas (EBTri) provo
cam um aumento no nimerc de CFP, procuramos verificar se Q
EBTri interfere com a formagao de UFC em camundongos. Para
tanto, camundongos CBA/J irradiados receberam i1.v. 2 horas
apbés a irradiagaoc 3 X lo” células obtidas de animais isogeni

cos. A suspensao de EBTri (0,2 ml) contendo 2 X 106 tripo-

mastigotas/ml foi injetada i.v. no dia da transferencia celu

lar ou em 3 doses seguidas nos dias 0, 1 e 2 apds a transfe-

rencia das células.
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TABELA 13 - Unidades TFormadoras de Colonias em camundongos

CBA/J irradiados e inoculados com EBTri.

50

Grupos UFC/bago
Controle lu,h : 0,472
EBTri no dia da transferencia 16,6 : 0,78
EBTri durante 2 dias 14,6 ! 0,42

0s resultados expresgsam a média

apritmética -~ 1 EPM (n

UNICAMP
BIBLIQTECA (ENTRAL

= 5).
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O0s resultados obtidos.mostram nao haver
alteracgao do numerc de UFC/bago nos animais que receberam
EBTri (Tabela 13}, No entanto, pocdemos observar na Figura
8 que o tamanho dos ncdulos dos bagos de animais que recebe
ram EBTri sdo,consideravelmente maiores que os apresentados
em animais controles. 0 aumento do tamanhc dos nodulos g,

particularmente,maior nos animais que receberam o EBTri no

dia da transferéncia das ceélulas.

3. Supressac da resposta imune humoral prima

ria a hemacias de carneiro pelo EBTri.

Visto que os nossos resultados demonstra-
ram um efeito mitogenico do EBTri no sistema imune, procura-
mos verificar a agao do EBTri sobre a resposta humoral a he-
macias de carneiro. Para tanto, camundongos BALB/c foram
incculados i.v. com 0,2 ml de EBTri contento 2 X 10° parasi
tos/ml antes ou depoils de 2 X 10° hemacias de carneiro, de-

terminando-se o numero de CFP & dias apds a imunizacio.

Os resultados expressos na Tabela 14 de-
monstram uma supressao entre 30 e 46% no nimero de CFP quan-
do o EBTri foi inoculado no periodo entre 2 a 6 dias antes
do antigeno. No entanto, quando o EBTri foi inoculade 15
minutos antes ou 24 horas depois a resposta imune primdria

nao foi afetada.
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FTIGURA 9 - Unidades Tormadoras de Colonias em bagos de camun-

dongos CBA/J irradiados e injetados com EBTri.

A - Grupo controle
B - Animais que receberam EBTri no dia da trans-

feréncia das células

Notar ¢ aumento do tamanho dos ndédulos nc grupo B

inoculado com EBTri.
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I, Supressac da resposta imune secundaria a

hemacias de carnelroc

Visto gue obgervamos no experimento ante-
rior supressao da resposta primaria a hemdcias de carneiro
quando estas sao inoculadas depols do EBTri, procuramos veri
ficar também uma possivel supressac da resposta secundaria.
Para tante, camundongos BALB/¢ receberam i.v. 0,2 ml de

E3Tri contendo 2 X 10° parasitos/ml 3 ou 4 dilas antes da do-

se de reforgo do antigeno, Além do gprupo controle que rece
beu a dose de reforgo, tivemos mais dois grupos controles:-
um deles nao recebeu a dose de reforgo do antigeno e o outro
aoc invés da dose de reforgo recebeu somente LRTri. Deter-
minou-se © numerc de CIP tanto diretas (IgM) quanto indire-

tas (lgG).

Conforme podemos observar na Tabela 15
houve uma supressac tanto de CFP dipretas (IgM) como de CFP
indiretas (IgG), quandec EBTri fol inoculado 3 ou 4 dias an-
tes da dose de reforgo, mostrando portanto, que ocorre umé
supresgac tanto para IgM como para IgG, quando o ERTri foil

inoculado 3 ou 4 dias antes da dose de reforgo.

Por outro lado, os animais que receberam
o EBTri ao invés da dose de reforco do antigeno, apresenta-
ram uma significativa elevagao do namero de CFP diretas (IgM)
quando comparados com os animals que receberam somente a pri
meira dose de antigenc e nioc receberam o ERTri. O mesmo fa

to ndo se verifica em relacgac a CIP indiretas (IgG).
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vte, camun-

£

donges. intectades con Thrypanesond crund na esentaram alteracao da

resposta imune mediada por celulas avalisda atpavés da respos-
ta ao DHNIB. NG oentanto, & Iragac FAd suprimiu ssta mesma
resposta quande inoculada durante 3 dias apds a sensibiliza
gac Ou em apenis uma Unlca dose no dia da dose  desgencadean-

te. Agsim sendo, procuramos verificar se o mesmo ocorre em

animails inocuiados i fara tanto, Camundongos

BALB/c foram sensibilizados ac DHIB e pecebepam U, ml de

itos/ml durante 3 dias  seguidos

EBTri contendo 7 X 107 a

apds a sensibiliracio ou uma Unica dose Jo extrato no dia em

gue 08 anlmale receberam a Josc desencadeante do antigeno.

e regulitados da Tabeila 16 mostram a rela

gao entre os nesos das orelhas esquerdas e diretas (E/D) en

grupos de 5 animais/grupo. Verificamos que a relagao E/D

{

nac é significante (p » 0,05) se comparada ac zrupo contro-

le.

Similaymente. ag que ccorre em camundongos
infectados experimentalmente. o TRBTri nao interfere com vea-

¢oes de hipersensibilidade retardada ao DNTB.
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DISCUSSAQ

A imuncssupressdo da resposta imune e um dos fen6m§
nos mais caracteristicos da infecgdo experimental dos camun
dongos pelos parasitos do género Trypancsoma. Assim, Mur-
ray et gil. (1974a e 1974Db) demonstraram a supressac da res
posta humoral a HC, através das tecnicas de hemaglutinacdo e
CFP, em camundongos infectados por T. brucet. Da mesma ma
neira, Hudson et al. (1976) assinalaram uma rapida eleva-
¢do do numero de CFP para IgM seguida de uma supressao da
resposta a HC, enquanto que Assoku e Tizard (1879) observa-
ram elevacaoc do nimero de CFP e depressdc da resposta a HC
e a polissacaride de pneumococo tipo III (SIII) em camundon-

gos infectades por 7. congolense.

A imunossupressdoc da resposta humoral a antigenos

nac relacionados, sejam eles particulados ou soluvels, tem
side também descrita na tripancsomiase americana experimen-

tal. Assim, Clinton et qgl., (1975) verificaram SUDPressac



da resposta humoral a hemdcias de burro-em camundongos
CF~I infectados com cepas miotrépica e reticulotrdpica  (ndo
identificadas) de 7. eruzd. Ramos et al. (1978) utili-

zando a mesma raga de camundongos e a mesma cepa de T. eru-

2B

¢ verificaram supressao a hemacias de burro, agregados de
GGH e a antigenos T-independentes DNP-Ficoll e LPS, enguanto
que Lima Pereira (1978) obseprvou supressaoc a HC utilizando

camundengos Swiss infectados com a cepa Y.

Nossos resultados tambem indicam que durante a
fase aguda da infecgao pelo 7. crusi ocorre acentuada su-
pressac da resposta imune a HC. Esta supressao, no entan-

to, somente foi detectadz apds o 7¢ dia da infecgdo, quando
foram detectados parasitos circulantes, acentuando-se no
11¢ dia.,isto e, no pico parasitémico. Estes resultados sdo
semelhantes aos obtides por outros autores em camundongos
infectados por T, erusi (Clinton et oi., 1975; Ramos et
al., 1978; Lima Pereira, 1978) e mostram uma relacdo dire
ta entre o aumento do nivel parasitémico e a induclo da imu-

nossupressao.

Nossos experimentos demonstraram também a alta sus-
ceptibilidade dos camundongos BALB/c  quando infectados com
100 formas da cepa Y, visto que 90% dog animais norre-
ram apés 20 dias de infeccgio, Curiosamente, no entanto, o
padrao da curva parasitémica (fig. 1), isto &, duragdo do
periodo pre-patente (7 dias) e dia do pico parasitémico (119
dia apds a infeccdo) foi semelhante aquele encontrado nas
demais ragas isogenicas estudadas no nosso laboratoric

(Corsini ¢ al., 1980bJ.
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No entanto, ja a partir do 29 dia de infeccgao obser
vamos um aumento do nimerc de células esplénicas vidveis que
perdura durante toda a infecgao correspondendo, portanto, &
grande esplenomegalia verificada nos animais infectados.
Além disso, durante o periodo pré-patente, verificamos um
aumento do nimero de CFP & HC. Assim sendo, apds o 39 dia de
infecgéo, o nimero de CFP/baco foi 30 vezes maior que o veri

ficado no grupo controle nao infectado. Esse aumento de CFP

se restringiu, no entanto, somente ao periodo pré-patente

visto que houve uma diminuigao do niimero de CFP/baco, quando
0s animais apresentaram parasitos circulantes, retornando es

te nlmero aos niveis normais (Fig. 3).

Estes fatos sugerem gue importantes alteracdes nas
populagoes das células esplénicas ocorreram durante o perio-
do pré-patente da infeccdo, isto &: paralelamente ao aumen-
to do nimero de células esplénicas ocorreu a diferenciacio
de clones produtores de anticorpos anti-HC, independentemen
te da imunizagao com este antigeno, sugerindo, portanto, a
existéncia de ativagdo policlonal na infeccdo pelo T. cruzd
a exemplo do que ocorre também na infecgdo pelo T. bruced
(Assoku e Tizard, 1979; Hudson et af ., 1976; Kobayakawa et

al., 1979},

Estes resultados estao de acordo com aqueles obtidos
por Ortiz-Ortiz ef af. (1980) os guais trabalhando com ca-

mundongos A/J infectados pela cepa Cocula (miotropica e reti

culotrdpica) de T. ciuzd detectaram o aparecimento de  CFD
ao TNP e eritrdcitos de varias espécies animais, assim tam-

bém como a HC isdlogas envelhecidas durante,o periodo pré-pa
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tente, coincidindo a diminuigaoc do numere de

recimento de tripeomastigotas na circulacao sanguinea.

No entanto, enfatizamos que nao cbtivemos sSupressao  da
resposta humoral a HC, quande os camundongos foram imuniza-
dos durante o pericdo pré-patente da infeccgao. Pelo contré
rio, a ccorrencia de depressdao (63%) fol verificada somente
apSs o 79 dia de infecgac guando a parasitemia era positiva.
Alem disto, a depressac da resposta humoral a HC aumentou
congideravelmente (76%), suando os camundongos foram imuniza
dos no 119 die de infecgdo, isto €, no pico parasitemico (Ta

bela 1).

Considerando, porém & alta susceptibilidade dos ca-
mundongos BALB/c mesmo a baixos indculos da éepa ¥, nao pude
mes verificar os efeitos da infecgao sobre a resposta  humo-
ral secundaria. No entanto, Corsini e+ g7. (198Ca) obtive-
ram supressac da resposta humoral segundaria (Igl) em camun-
dongos (CBA » C57BL/100T, imunizades com HC e infectados com
102 formas da cepa Y oitc dias antes da dose reforgo. Cu-
riosamente, fol detectado apenas supressao das CFP do tino
indireto (IgG) mas nao do tipo direto (IgM). Lstes fatos
confirmam & grande susceptibilidade da resposta humoral, par
ticularmente IgG, a infeccac pelo 7. eruzi a exemplo de
que ocorre nas infeccoes pelos tripancsomas africanos (Sacks

et ai., 19803 Sacks e Askonas, 1380).

Entretanto, verificamos que os animais infectados

nao apresentaram alteracso da hipersensibilidade retardada

ao DNIB, Agssim sendo, =sgver resultados confirmam agueles
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obtides por Corsini et al. (19804d) em camundongos C3H/HedJ
(susceptiveis) e camundongos (CBA x C57Bl/lO)Fl (resisten-
tes), mostrando portanto que a reacao de hipersensibilidade
retardada ao DNIB em camundongos infectados com T. crusi,
independe da resistencia destes camundongos a cepa Y.
Além do mails, nos camundonges C3H/HeJ a hipersensibilidade

retardada mostrou-se aumentada, fenomenc este anteriormente

descrito por Askonas et gl. (1979) nas infecgtes por 7.
brucet em camundongos (CBA x CS?Bl/G)Fl.
bstes resultados contudo, diferem dos obtidos por

Reed 2t «f.(1877) os guals demonstraram supressaoc da res-
posta imune mediada por células em camundongos Swiss infecta
dos com a cepa Tulahuen ¢ sensibilizades com Adjuvante Com-
pleto de Ireund ou Oxazolona. Da mesma forma Lima Pereira
(1878) demonstrou a ocorrencia de supressdc da resposta imu-
ne mediada por células & HC em camundengos Swiss infectados
com a cepa ¥, e Rowland e Kuhn (1978) obtiveram sSuUpressao
da hipersensibilidade retardada ao PPD e a um extrato de epi
mastigotas de cultura. Observa-se, no entanto, que em to-
dos estes experimentos foram utilizados altos indculos.
Consequentemente, a diferenga dos resultados obtidos, talvez
possa ser atribulda as diferentes cepas utilizadas, e/ou,
mais provavelmente ao grande indculo utilizado por aqueles

autores para a infecgac dos animais (Corsini et al, , 1880d) ,

Assim sendo, concluimos que desde que pequenos indcu
los (102 formas) da cepa Y sejam utilizados para a infeccgao
dos camundongos, a resposta imune mediada por células, medi-

da através da hipersensibilidade retardada ao DNFB nao esta
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sensibilidade pretardacda ac ITHFE (Askonas et al., 1979 e a
oxazolona (Murray ¢t ai., 12740). Alids esta € a Unica rea-
gdo imune do tipo mediado por celulas que nao se encontra 55U
primida nesta tripanosomiase, visto gue a rejeicio de aloen-
xertes (Pearson et aql., 1978) a reagao mista de  1linfdoitos

(Askonas et ai., 1979: DPearscn et al., 1978) e as respos-

tas "in vitre" a FHA (Corsini et al., 1377; Jayawardena e
Waksman, 13%77) e Con A (Pearscn et al., 1878) mostraram-se
suprimidas.

A razaoc da relativa resistencia das reagoes de hiper

gsensibilidade retardada ac =feito imunossupressor das tripa-
nosomiases, sac ainda obscuras (Askonas et ql., 1979; Corsi
ni et al., 2980d). No entanto, tres hiplteses foram aven-
tadas: a) as sub-populacoes de células T mediadoras das rea
coes de hipersensibilidade retardada sac mais resistentes a
supressao causada pelos tripancsomas (Askonas et al., 1979);
b) outras celulas efetoras da hipersensibilidade vretardada,
tais como macrofagos, tem sua funcao presepvada nas tripano-
somiases (Clayton, 1979); <) o aumento absoluto ou relativo
do nUmerc de macrofagos no local de desencadeamente de rea-
goes de hipersensibilidade retardada, poderia superar a

eventual supressao das celulas T (Corsini et al., 19804d),

Tais fatos revelam o profundo desconhecimento dag

causas determinantes da imunossupressao nas infeccoes experi
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mentais pelos tripancsomas, de enorme importancia pratica,
visto que fenomenos identicos tem sido descritos nas infec-
¢oes humanas pelo Trypanosoma gambiense {Greenwood, 1974)

e Trypancgoma cruzi (Vilela, 1980; Corsini et al., 1981 ),

0 estudo, portanto, dos efeitos de fragoes obtidas
dos parasitos poderia elucidar possiveis mecanismos imunos-
supressores existentes nas infecgoes por tripanosomas, reve-

lando importantes pontos das interagoes hospedeiro -~ parasito

de possivel aplicagioc no controle das tripanosomiases (WHO,

1975).

Assim sendo, estudamos ¢ efeito de dois extratos de
T. oruzi sobre a resposta imune a saber: a) a fracac anti-
génica denominada FAd, obtida por incubacgdo em tampac fosfa-
to de lisados (congelamento e descongelamento sucessivos)
de epimastigotas cultivados em meio de LIT {Fernandes e Cas~-
tellani, 1866) seguindo as instrugtes de Tamashiroc (1980) e
b) o extrato denominado EBTri obtido de formas tripomastigo-

tas circulantes de T. c¢ruzi, também por congelamento e des

congelamento sucessivos (3 vezes).

A fragao FAd causou importante supressio da resposta
humoral primaria a HC quando inoculada antes do antigeno em
doses que variaram de 35 ug a 400 ug. A dose de 35 ug de-
terminou supressao em apenas 50% dos animais, sugerindo ser

esta o limite da dose supressiva (Tabela 3).

Os efeltos supressivos da FAd sobre a resposta primé
ria foram dependentes do momento da administracao da fracao

em relacao ao antigenc. Assim sendo, 100 ug de proteina de
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FAd inoculados 15 minutos, 3h e 6h antes do antigeno deter-
minaram significativa supressac (entre 52% & 71,8%) enquanto
que esta dose de FAd administrada 12 horas antes do antigeno
determinou supressac em apenas 50% dos animais, o que sugere
ser este o Tempo limite entre a administracgao de FAd e do

antigeno para a obtencdo de supressac (Tabela 4).

A administragao, contudo, desta mesma dose supres-
siva (100 ug) em 5 dosesgs de 20 ug, administradas a cada 12

horas antes do antigeno fol incapaz de suprimir a  resposta

humoral (Tabela 4). Lste fato nos sugere que o crganismo
seria capaz de superar o efeito supressor destas pequenas
doses de FAd, contrariamente a administracaoc de uma Gnica

dose de 100 ug de TAd.

Por outro lado, esta mesma dose de 100 pg de protei-

na de FAd, inoculada apenas uma vez, apos as HC niao determi~

nou supressac da resposta humoral (resultados nao mostra-
dos). Contudo, a administragac de 100 ug/dia nos dias se-
guintes a imunizagao, durante 3 dias consecutivos, causou

supressao de 66,8% (Tabela 5).

Observamos também, em nOSsos experimentos que as pla

cas obtidas a partir de camundongos inoculados com FA4d sem=-

pre se apresentaram bem menores do que as placas cbtidas
dog animais controles (resultados nao mostrados). Este fa-
to sugere a possibilidade de gque os anticorpos secretados

pelag celulas dos animais que receberam FAd sejam de  menor
afinidade do gue agqueles obtidos nos animais controle (Klaus

e Humphrey, 1974).
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A fragao FAd (100 ug) foi também capaz de suprimir
a resposta humoral secundaria a HC, visto que ocorreu dimi-
nuigdo de 76% das placas do tipo IgM (diretas) e de 60% das
placas do tipo IgG (indiretas) gquando da aplicacao de FAd 3
horas antes da dose reforgo (tabela 6). Contudo, a administra
¢ao de FAd apenas antes da dose primaria sequida da dose gde
reforgo suprimiu em 33% apenas as placas do tipo indireto

(IgG) (Tabela 6}.

Nao foi verificado nos experimentos tanto de respos
ta primaria quanto secundaria mudanga no pico das respostas,
isto €, tanto na resposta primi@ria quanto na secundaria  os
picos das respostas a HC ocorreram no 49 dia apds a dose pri
maria ou secundiria, independentemente da administracao ou
nao de FAd. Este fato nos sugere que a supressao € real e

nac decorre de alteragdes da dindmica da resposta humoral.

Além da supressao das respostas humorais primarias e
secundarias, a FAd causou também supressio da resposta imune
mediada por células ao DNFB, particularmente gquando a FAd
foi inoculada apds a dose desencadeante (Tabela 7). Assim
sendo, a administracgao de 100 ug de FAd, tantc antes da dose
desencadeante, gquanto em 3 dias consecutivos apds a sensibi-
lizagao com o DNFB, suprimiu a hipersensibilidade retardada,
diminuindo a relagéo OE/OD a 50% daquela verificada nos ani-
mais controles. Estes dados foram confirmados histologicameg
te (Figs. 4, 5 e 6), onde se verificou diminuic¢ao de edema e
do infiltrado inflamatdrio na orelha dos animais inoculados

com FAd.



Da mesma maneilra as Unidades Formadoras de Colonlas
(UFC), obtidas em camundongos CBA/J irradiados gue receberam
celulas de animais singenicos, apresentaram significativa de
pressao tante nos animals que receberam FAG no dia da trans-
ferencia das celulas, gquanto naqueles gue receberam o extra-
to durante 3 dias seguldos apds a transferencia (Tabela 8 &
Pig. 7). Assim sendo, verificamos uma diminuigao tanto no
numero de UFC/bago nos animais inoculados, quanto uma dimi-
nuigdo do tamanho dos nodulos.  Estes resultados foram mais
evidenciados naqueles animais inoculados com FAd durante 3
dias consecutivos apos a transferencia das células singeni-

cas.

Por outro lado, a inoculagao de FAd em diversas do-
ses (1 pg., 10 ug, 50 ug, 100 pg e 00 ug) nao determinou au-
mento do nimero de celulas esplenicas e aumento do nume ro
de CFP contra HC nos animais incculados com esta fracao (re-
sultados nao mostrados) O que nos sugere a inexistencia de

atividade mitogenica nesta fracdo.

Resumindo, a fragac FAd obtida de lisados de epimas-
tigotas de I'. cruzi parece ser desprovida de atividade
mitogenica; suprime a resposta mediada por celulas aoc DNFBE;
diminui tanto o nUmero guanto o tamanho dos nddulos das UFC
no bago e suprime, guando inoculada até 6 horas antes do
antigeno, a respesta primdria a HC, em doses de até 35 pg/pro
tefna. A fracao FPAd tambem foi capaz de suprimir a respog-
ta secundaria tanto de IgM quanto de IgG, quando inoculada
antes da dose de reforgo, suprimindo no entanto apenas a res

posta de IgG quande inocculada antes da dose primdria.
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Por cutro lado, diferentemente da FAd o extrato bru
to de tripomastigotas (EBTri) aumentou significativamente o
nimero de CFP contra HC em todas as doses testadas, a partir
do 39 dia de inoculagaoc. Curicsamente, o tempo decorrido
para que houvesse aumento do numero de CFP em animais inocu-
lados com EBTpi foi praticamente igual aquele decorridc para
animais infectados, isto €, camundongos incculados com EBTri
apresentaram o pico para CIP no 49 dia e camundongos infecta

dos no 39 dia (Figs. 2 e 8).

A possibilidade da existencia de reacgac cruzada
entre possivels determinantes comuns gque poderiam exigstir
no tripancsoma e nas HC, € pouco provavel uma vez que detec-
tamos CFP contra flucresceina ligada a HC, o que segundo
Coutinho e M8ller (1975) seria uma medida eficiente de ativa
gdo policlonal de cé&lulas B, isto &, a resposta humoral con-
tra um haptenc ligado a HC. Assim, observamos que células
esplenicas de animals inoculados com vdrias doses de EBTri
apresentaram um signiflcativo aumento do numero de CFP con-
tra F1-HC, ocorrendo o pico no 49 dia apds a incculagdo (Ta-
beila 11). A especificldade da reagao fol confirmada quando
a fluoresceina adicionada as celulas esplénicas no  momento
do plaqueamento, determinou uma inibicao de 75% no numero de

CIFP (Tabela 12).

Lstes resultados sugerem fortemente a existencia de
atividade mitogenica no EBIri. A presenga deste mitogeno
foi ainda mais evidenclada com cs resultades obtidos nos ex-
perimentos elaborados para se estudar o efeito do EBTri so-

bre as UFC/bago.
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Assim sendo, embora nao tenha sido notado um aumento
do numero de nddulos nos bagos dos animais inoculados com
EBTri, o tamanho destes nddulos foi significativamente maior
nestes animais. Iste fato sugere que: a) na presenga do
EBTri as celulas multiplicam-se mais rapidamente; b)) mesmo
células indiferenciadas da medula Gssea sac ativadas pelo
EBTri. Portante,o EBTri exerceria atividade mitogenica tan
to sobre celulas diferenciadas dos Orgdocs linféides secunda-
rios, quanto sobre as células indiferenciadas dos Orgaos

linfdides primarios.

Verificamos também que tanto a resposta imune prima-
ria quanto a resposta imune secundaria, foram suprimidas
quando o EBTri fol inoculado antes do antigeho. A resposta
imune primaria foi suprimida entre 30 e 40% quando o EBTri

foi inoculado entre 2 e & dias antes das HC (Tabela 14), Da

mesma forma, na resposta imune secundaria ocorreram ini
bicGes para IgM e para IgG quando o EBTyri foil inoculado
entre 3 e U4 dias,antes da dose de reforgo {(Tabela 15). Nao

foram realizados experimentos de resposta secundaria, inocu-

lando-se o EBTri somente antes da dose primaria.

Por outre lado, nenhuma alteracao fol notada na hi-
persensibilidade retardada ac DNFB, tanto nos camundongos
que receberam o EBTri durante 3 dias seguidos apds a gsensibi
lizagao ac DNFB quantc nos camundongos que receberam o ERTri

no dia da dose desencadeante (Tabela 16).

Resumidamente, o EBTri aumenta o nimerc de CFP con-

tra HC e Tl-HC no baco dos animals inoculados, aumenta o)



tamanho dos nddulos das UFC/bago, nac interfere com a hiper-
sensibilidade retardada ao DNFB e suprime a resposta prima-
ria a HC somente quando inoculado antes do antigeno. Da mes
ma forma,a resposta secundaria a HC foi suprimida quando o

EBTri fol inoculade antes da dose de reforgo.

Verificamos portantc, que os resultados obtidos com
os 2 extratos, FAd e ZBTri, indicam que ambog suprimem a res
pesta humeral a HC, Porém, algumas diferencas entre esses
extratos foram notadas: a) a fragao FAd determina  supree-
sao da hipersensibilidade retardada ao DNFB, contrariamente
ac EBTri que nac interfere com esta resposta; D) a fracao
FAd ndc determina aumento do numero de CFP contra HC, vporém
deprime o numerc de UPC/baco, enguanto que o EBTri além de
determinar um aumento do numero de CFP contra HC e Fl-HC,
nao exerce nenhuma acao sobre o numero de UFC, mas determina

aumento do tamanho dessas UFC.

Estes fatos sugerem fortemente que ¢ mecanismo de
acao destes extratos levando a supressdo da resposta humoral

gseriam diferentes,

Assim sendo, tem sido demonstrado que a producgac de

anticorpos pelos plasmdcitos ocorre "in vitro" apenas apos

extensa proliferacac das células precurscoras (Zauderer e
Askonas, 1976; Askonas e North, 1976:; Kenshead et al.,
18773, Resultade semelhantes haviam sido obtidos poT

Dutton (1975) demonstrando que a geragao de CFP "in vitro"
envolve extensa proliferagdo de celulas B, seguida pesterior

mente de uma fase de diferenciagao scob a influencia das célu



las T auxiliares. A fase de proliferacic de células B é
sensivel a irradiacdc (Dutton, 197F; Kenshead et al., 1977)
e, congsequentemente, uma eventual inibicdo da fase prolifera

tiva determinaria uma inibigac da resposta imune.

Desta maneira, com relagao a fragac FAd,visto que a
maior depressaoc ocorreu quande a fracdo fol administrada em
3 doses de 100 ug nos dias imediatos & administracdo de anti
geno, assim como nos dias subsequentes 4 sensibiliizacao ac DNFB
e também quando administrada no dia da dose  desencadeante,
sugerimos que a FAd atuaria blogueando a divisdo de células
precursoras das células formadoras de anticorpos e  também
daqueles mediadores da hipersensibilidade retardada. Dste
fato, parece ser confirmado com as experiencias de UFC, vis-
to que ccorreram significativas diminuigbes no nimero e no
tamanhe dessas UFC, quando a FTAQ fol administrada em varias
doses apés a transferencia das células ou ainda, em apenas

uma dose no dia dessa transfervencia.

Iste bloqueio ocorreria nas fases iniciais da proli-
feragao de células B, o que explicaria a supressio da respos
ta secunddria somente das placas indiretas (IgG) guando o8
animais receberam FAJd antes da dose primiria e SUpressac
tanto para IgM como IgG, quando inoculados antes da dose de

reforgo.

No entanto, a administragao de FAd depois do antige-

no numa unica dose de 100 ug de proteina ou em doses parcela
das de 20 ug nao interfere com o nimerc de CFP, sugerindo

portanto que o sistema imune pode superar o efeito supressor
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de FAd, visto que sua agao seria nac fases iniclais da pro-

liferacao das células B.

Além disto, o fato de obtermos também depressaoc da
resposta imune mediada por celulas ao DNFB, leva-nos a supor
que provavelmente o bloquelo da proliferacao celular feito
por FAd seja também ac nivel das céluias T. Assim  sendo,
embora 0 mecanismo imunossupressor determinado pela FAJd nao
tenha gido elucidado nestes experimentos, € possivel gque a
FAd inibindo a proliferacdo das celulas T auxiliares, que
proliferam intensamente apds o estimulo antigenico (revisto
por Katz, 1977), impediria a atuagdo destas celulas na fase
de diferenciacgao das células B. Portanto, nao somente 08
precursores das CIP seriam passiveis de bloqueio mediado pe-

la FAd, mas tambem as celulas 7 auxiliares, Experimentos

futuros poderdo eventualmente confirmar estas hipoteses.

No entanto, nao pedemos sxclulr uma possivel atuacgio
de FAd a nivel dos macrofagos, visto que essas células secre
tam um grande numerc de substancias imunclogicamente ativas

(Unanue, 1978) e estaoc também envolvidas na resposta imune.

Assim sendo, a fagocitose de HC nao foil alterada
quando avaliada por ingestao das hemacias sensibilizadas com
anticorpos (EA) em camundongos injetados 1.p. 1 hora antes
com 100 ug de proteina de TFAd. Entretanto, os niveis de
aminopeptidases sofreram alteragOes em macrofagos perito-
niais colhidos de camundongos injetados diariamente durante
3 dias, com 100 ug de proteina de FAG (Corsini e Guimaraes,

resultados nao publicados).
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Por outro lado, cos camundongos infectados ou inocu=
lados com EBTri, habitualmente apresentaram aumento do nime-

ro de CIP contra HC, seguido de supressac da resposta  humo-

ral a esse antﬂgeno. Estes resultados sugerem que uma ati-
vagao policlonal de células # ccorra durante a infecciao  de
camundongog bpor T, cruzi. Esta ativacao policlonal tem

sido observada por varios autores em camundengos infectados

-

por 7. brucei (Hudson et al., 1976; Corsini et al., 1977,

Kobayakawa ¢t al., 197%) e poderia estar relacionada com a

imunossupressao nas infecgoes por tripanosomas (Hudson et
al., 1976),
A possibilidade da existencia de um mitogeno no

EBTri foi evidenciadc pelco fato de obtermos também  aumento
do numero de CFP para IgM em camundongos que receberam este
extrato, semelhantemente acs vesultados obtidos com Camurn=
dongos infectados. A possivel existencia deste mitdgenc no
extrato evidencia-se também através do aumento do tamanho
dos nodulos de UFC nos animais que receberam o EBTri, suge-

rindo que mesmo as ceélulas imaturas da medula Ossea 540

susceptivels a agao mitogenica do extrato.

Varios autores (Esuruosoc, 1976; Mansfield et al.,
1876; Assoku e Tizard, 1878:; Assoku e Tizard, 1979) evi-
denciaram a mitogenicidade "in vitro" de lisados de 7. bru-—
cei sobre células esplenicas. Clayton et al. (1979a) mos-
traram que fragoes da membrana de T. brucei obtidas por 1i
se e centrifugacdc diferencial, além de elevarem os niveis
de CFP diretas (IgM) contra antigenos nao relacionados, su-

primem a resposta a HC diminuindo o nimero de CFP tanto



T4

diretas (IgM), quanto indiretas (Ig@).

Dstes autores verificaram tambem que a atividade mi-
togenica e/ou supressora exercida por essas fragdes de mem-
brana, ocorre independentemente da presenga de celulas T.
Este fato, sugere gue estaria excluida do mecanismo de su-
pressac exercide pelos extratos a participagido de células
T supressoras (Clayton et al., 1979b). No entanto, a parti-
cipagac de macrdfagos ativados atuando como células de ativi

dade supressora nao estaria exclulda. Este fato & importan

te e nao fol analisade em nosscs experimentos. Contudo, a
participagao de macrdfagos de atividade supressora foi  de-
monstrada por Corsini et al. (1977) nas infecgoes por T.

brucet,

Estes fatos demonstram que aleém de haver estimulo
mitogenico sem uma infecgdo ativa, visto que os animais rece
beram apenas o extrato preparado a partir das formas tripo-
mastigotas, apos esse estimulo ocorre também imuncssupres-
sac. Talvez possamos admitir que os mesmos ativadores poli
clonais de células B existentes no tripancsoma infectante
estejam presentes no EBTri e que esses ativadores mediariam
a supressac da resposta imune tanto em camundongos infecta-

dos como em camundongos que rveceberam o extrato.

Sugerimos que © mecanismo através do qual o EBTri
determinaria a ilmunossupressac a HC, seja semelhante Aaquele
descrito para o LPS (Dlamantstein et al., 197B), visto  que
a supressao somente fol verificada quando o EBTri foi inocu-

lado antes do antigeno. Assim, o EBTri promovendc a expan-
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sao clonal das células B, seguida da producac de imunoglobu-
linas inespecificas em virtude do estimule blastogenico, de-
terminaria a exaustdo desses clones a semelhanga da tripano-
somiase africana (Corsini et al., 1977: Askonas et al.,

1979).

Assim, tem sido demonstrado que as celulas produto-
ras de anticorpos necessitam de varias fases de proliferacao
e diferenciacgido antes de se tornarem células maduras, secre-

toras e produtoras de imunoglobulinas, principalmente do

tipo IgG@ (Askonas e North, 1976; Zauderer e Askonas, 1976}.
A inducdo das células linféides a proliferagaoc, diferencia-
cac e maturagao seria através de sinais provindos do antige-
nos e/ou por interagoes celulares ou ainda por substancias
mitogenicas ou ativadores pollclonais de linfdcitos, como o

LPS (Coutinho e MBller, 1975).

Corsini et al.(l977) sugerem que as celulas B que
ainda estac em estdgic primario de seu desenvolvimento Sao
também imediatamente estimuladas a proliferagao nas  infec-
coes por tripanosomas, de tal forma que toda a populagac de

células B de camundongos infectados saoc levadas, através do

estimulo blastogenico a exaustac clonal. Baseades no fato
que © potencial de proliferagac e diferencilagao dos clones
de celulas B é limitado (Williamsom e Askonas, 1972), os

autores sugerem que os camundongos infectados ou inoculados

com estimuladores de células B, tornam estas células incapa-

zes de responder ao estimulo antigenico.

A frequencia destas células reativas aos ativadores
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policlonais, como LPS, no bage dos camundongos €  relativa-
mente alta. Assim, Anderson et al. (1373) demonstraram
que 1 em cada 3 células esplenicas reagem aco LPS, multipli-
cando-se e em seguida maturando-se em células secretoras de
IgM. Frequéncias similares foram encontradas bPara celulas
reativas do mitdgenc do fungo Nocardia e as substancias
encontradas no soro fetal de bovines, normalmente empregados
em cultura de tecido. Além do mais, estes autores verifica
ram que uma vez ativadas as ceélulas esplenicas, estas passam
a apresentar outros receptores a diferentes mitogenos, aumen
tando assim a possibilidade de ativagdo policlonal aos mito-

genos normalmente encontrados na natureza.

Nossos resultados encontram apoio nestes dados, vis-
to que o estimulo blastogenico ocorrido durante o periodo
pré-patente exaure de tal forma os clones de células B, que
o numerc de células reativas ao antigeno (CRA) (Nossal e Ada,
1971) diminudi drasticamente apos o periodo pré-patente.,  Em
consequencia, a imunizagdo apds a primeira semana de infec-
cao resulta numa severa supressac. Estes fatos assumem
maiocr importancia, quando verificamos que o ERTri ativa tam-
bém as celulas da medula Ossea, o que poderia acarretar tam-

bém exaustdao clonal a nivel dos orgaocs primarios.

No entanto, nao conseguimos demonstrar efeito adju-

vante de EBTri gquande inoculado simultaneamente com o antige

no ou nes dias 1 e 2 apbs a imunizagdo com HC, contrariamen
te ao efeito adjuvante exercido pelo LPS (Diamantstein et
al., 1976).

Contudo, Corsini et gl. (1980a) utilizando camundon-
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gos (CBA x C57BL/10)F., , mostraram efelite adjuvante guando a
ke

infec¢do com 100 formas de 7. cruzi se dava simultanea-

mente com a inoculagac de HC ou quando este antigeno foil ino

culado 24 e 48 horas antes ou 24 horas apds a infecgao.

E possivel tambem que a{s) substancia(s) mitogénica
verificada no EBTri esteja presente na circulagac dos ani-
mais infectados. Asgim, sxperimentos preliminares (Costa

e Corgini, resultados nac publicados) demonstraram atividade

supressora no soro de animais infectados. Da mesma forma,
Cunningham et gql., 1978, 1980) demonstraram & presenca de
uma substancia, oor eles denominada supressora, No SOro de
animais infectados. Visto que o EBTri fol preparado a par-
tir de tripomastigotas circulantes & possivel que proteinas

do soro estejam presentes no extrato.

0s resultados mostrando estimulo blastogenico segui-
do de imunossupressac reforgam ainda mais a hipdtese de
Hudson et al. (1878), os guais afirmam que a alta produgio de
IgM detectada por CIP e a imunossupressac estao relacionadas
e que ambas sao consequéncias do estimulo blastogénico da

infeccao.

Nossos resultados mostram, portante, um efeito mito-
genico determinado pela infecgdo do 7. eruzi ou do extra-
to de sua forma circulante (EBTri), ativando a expansao clo-

nal de células B e sintese de anticorpos inespecificos. Co
mo consequencia deste efeito, verificamos a ocorréncia de
depressac da resposta humoral, provavelmente por mecanismo

de exaustaoc clonal.
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Por cutro lade, na fragao obtida das formas epimas-

tigotas de cultivo de T. eruzi (TFAd), ndo detectamos a
presenga de substancias mitogenicas. No entanto, esta fra-
¢do determina supressac tanto da resposta humoral como da

resposta lmune mediada por celulas, provavelmente através de
um bloqueic celular determinado por esta fragac ao nivel das
células B e/ou T. Todavia, outros mecanismos poderao estar
envolvidos na imuncssupressac exercida pelos parasitos ou

seus extratos (Mitchell, 187%, 1980; Corsini, in press) .

Trabalhos futuros deverao ser pealizados na tentati-
va de isolamento e caracterizagao bioquimica das substancias
envolvidas na imunossupressao experimental mediada pelo

T. erust.
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RESUMO E CONCLUSOES

Verificamos no presente trabalho, gque camundongos
BALB/c infectados com 100 formas de T. cruzi cepa Y  sao
muito susceptiveis 3 infecgdo por esta cepa. Os animais in
fectados apresentaram aumento do nimero de células formado-
ras de placas (CFP) contra hemacias de carneiro (HC) somen-
te durante o periodo pré-patente demonstrando portanto a e-
xisténcia de ativagao policlonal na infecgdo pelo T. cruzd
A supressao da resposta humoral ocorreu somente apds o 79
dia de infecgao, guando a parasitemia era positiva. Esta su
pressac foi tanto maior gquanto mais intensa era a parasite
mia e mais se acentuou guando os animais foram imunizadosno
pico parasitémico. No entanto, durante a infeccao nao se de
tectou nenhuma alteragao da hipersensibilidade retardada ao

dinitrofluorobenzeno (DNFR).

No estudo dos efeitos da fracao FAd obtida a par-

tir de lisados das formas epimastigotas sobre a resposta i-

mune do camundongo, verificamos nac haver aumento do nimero
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de CFP contra HC, nos animais que receberam esta fracao, o
gue sugere que a FAd nao possui atividade mitogénica demong

trada por estes experimentos,.

Esta fragao determinou no entanto, supressaoc da res
posta humoral primaria a HC quando inoculada antes do antigg
no ou durante 3 dias consecutivos apds a imunizacao. A res-~
posta secundaria também foi suprimida, visto que obtivemos
significativas diminuic¢oes do numero de placas diretas (IgM)
e de placas indiretas (IgG), gquandce a FAd foi inoculada an-
tes da dose de reforcgo do antigeno. Esta fracao dada antes
da dose primaria determinou supressao somente das placas in-

diretas (IgG).

Estes fatos levam-nos a supor que a fracao FAd agi-
ria bloqueando a divisao celular. Este blogueio ocorreria

nas fases iniciais da proliferacao de células B.

Além da supressao da resposta humoral, a FAd também
exerceu agao sobre a hipersensibilidade retardada ao DNFB,
visto que essa reacgac mostrou-se suprimida pela agao dessa
fragao, o gue nos sugere gue a FAd exerceria seu efeito de
blogueio da proliferacao celular também ac nivel de células

T.

Além do mais, a fragao FAd foi capaz de determinar

diminuigoes no tamanho e no nimero de nddulos das unidades
formadoras de coldnias (UFC), o que parece tornar mais evi-

dente o fato desta fragac agir nas fases iniciais da divisao

celular blogueando sua proliferacgao.
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Contrariamente, a essa fracao e semelhantemente ao
que ocorre durante a infecgao, o extrato bruto de tripomasti
gotas (EBTri), determinou aumento do nimerc de CFP contra HC
e hemdcias de carneiro conjugadas a fluoresceina (F1-HC), su
gerindo igualmente ao que ocorre na infecgac pelo T. chuzd,
uma ativagaoc policlonal do sistema imune mediada por este ex
trato. O EBTri parece evidencilar essa atividade mitogénica,
pelo fato de determinar aumento no tamanho dos nddulos das

UFC.

De maneira similar ao que ocorre na infecgao pelo
T. cruzi, apds a ativagaoc policlonal de células B, ocorre su
pressao das respostas humorais primdrias e secundarias a HC,
nos animais que receberam o EBTri, sugerindo que a ativacao
policlonal, provavelmente, exaure os clones de células B, ori

ginando consequentemente a supressao da resposta humoral.

Igualmente, ao que ocorre nas infecgoes experimen
tais, o EBTri nao alterou a hipersensibilidade retardada ao

DNEB.

Os resultados obtidos permitem sugerir as seguintes

conclusoes:

1. 0Os camundongos BALB/c sao muitc  susceptiveis

& infecgao pelo Taypancsoma cruzdi.

2. Durante a infeccgao pelo T. chuzi ocorre ativa-

gao policlonal de células B durante o periodo pré-patente

provavelmente devido a agao de substancia(s) mitogénica(s).
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3. A supresgssao da resposta humoral a HC parece

ter uma relacao direta com a elevagao do nivel parasitémico.

4. Os efeitos da ativagao policlonal levam prova-
velmente a uma exaustao dos clones de cé&lulas B, diminuindo
significativamente o nimero de CRA, ocorrendo por conseqﬁég

cia a supressao da resposta humoral,

5. Os dois extratos, FAd e EBTri, apresentam meca
nismos de agado diferentes ao determinarem supressao da res-

posta imune.
6. A fragao FAd é desprovida de agao mitogénica.

7. A fragaoc FAd exerceria efeito supressor atra-
vés de bloqueio da proliferacao celular, tanto a nivel das

células B, quanto das células T.

8. O EBTri mimetiza os efeitos da infecgao experi
mental pelo 7. ciuzd na resposta imune, visto que ambos pro-
movem a ativagao policlonal de células B, seguido de supres

sao da resposta humoral.
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