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INTRODUGAQ

A doenga de Chagas, que tem por agente etioldogico o pro-

tozoario Trypanoscma cruzi descoberto em 1809 por' Carlos Chagas,
!
{ 12 }

acomete atualmente mais de 35 milhdes de pessoas nas Américas .

A principal forma de manutengdo desta endémia ainda é realizada pe

' . - . A 2 103
los triatominecs, embora ocorram transmissoes congenltas( ! )

, - 2 28,56 .
atraves de transfusoes sanguineas( ot ). Esta doenga, a prin-

£ ' N e 1 1 » . .
cipio de transmissao intradomiciliar em zonas Irurals, transformou-

-se em um problemas urbano com a migragao de doentes para o©s gran-

des centros{®3), constituindo um dos maiores problemas de saude
pibliga do nosso pais. Confirmando desta forma, o prognéstico fei-
to por Carles Chagas hd mais de 50 anos caracterizou a doenga "“co-
mo uma das infecgOes tropicais mais maleficas, quer como causa ime-
diata de grande letalidade especialmente das criangas em zonas con
taminadas, guer como determiﬁante de uma condicdo mérbida croni-
ca que inutiliza o individuo para a atividade vital, gquer finalmen
(74)

te. como um fator de degeneragac humana .

‘A doenga de Chagas ocorre naturalmente em mais de 100 es-

pécies de mamiferos, de diversas ordens, incluindo-se  entre es-
. . # . - - . 1

tes os animais domesticos alem do proprio homem( °), Os anfi-

bios e as aves sao refratarios a ela. 0s experimentos realizados

(a1,45)

por KIERSZENBAUM et alli sugerem gue a resistencia nas aves

estaria relacionada ao sistema complementc.



Estudos realizados em ratos e camundongos indicam que

caracteristicas intrinsecas do individuo como fatores genéticos

(26,49 }

16,99,104 ,108 . :
L1, 99, ' ) , idade , etc. interferem no grau

(6,36 }
, Sexo

de susceptibilidade do animal & infecgao pelo T.cruzi. Por outro
lado, no estabelcimento desta infecgao também influem caracteris-
ticas do protozoario. Os estudos realizados com diversas cepas do

T.cruzi demonstram que elas apresentam diferengas quanto aoc tro-

(1,62) (7)

pismo , susceptibilidade a agentes quimioterapicos , consti

(10,70, 71) {(1,5,70)

tuicdo antigénica e viruléncia . Pesguisas recentes
I

utilizando a clonagem do T. sruzi demonstram em uma cepa a presen@
. P (3,75 76 )

de clones com diferentes caracteristicas ! . Este  fato, su-

gere gue uma cepa possa ser constituida por subpopulagdes do pa-

(8)

rasito com diferentes atividades bioldgicas .

A despeito destes conhecimentos, naoc dispomos até o mo-

(9,94,98 ) ( 7,10 )

mento de métodos profilaticos ou terapeuticos que
possam ser considerados eficientes, bem como de dados para a per-
feitafcompreenséo dos mecanismos envolvidos na patogenia da doenga.

Esta infecgao caracteriza-se por uma fase aguda onde

observa-se altos niveis de parasitos circulantes, a superagao

desta, leva a fase crdnica na qual a detecgio do parasito s6 &

(10 )

possivel através de técnicas especializadas . A baixa parasite-

mia, observada nesta fase, esta relacionada ao desenvolvimento da
- -~ . ’ . b (6)

res isténcia especifica pelo hospedeiro . No entanto, esta re-
sisténcia nic consegue eliminar o parasito, visto que €& possivel

1

~ . . ~ (B8)

a detecgdo do mesmo ancs apos a infecgao .

Este fato sugere que o protozoario desenvolva mecanis-
mos de escape as defesas do organismo. Pesquisas realizadas nes-

te sentido indicam como mecanismos de evasao o “capping" fenome-

no no qual o parasito através de uma reorganizagao de seus anti-



L]

. . . 48 5
gencs retiraria os complexos ag-ac de sua superf£01e{ ’ 5'90).No

: 53 : :
entanto, resultados recentes( ) sugerem gue formas tripomastigo-

(29

tas a semelhanga de Tetraymena pyriformis podem desenvolver o
fenomeno da "Fabulagdoc" clivando desta maneira as Igs aderidas a
nembrana. Outros autores sugerem yue constituintes da membrana poderiam inati
- _ {ve) . _
var a agac ao sistema conplemento ou entac apresentar caracteristicas anti
_ {66,6H o - ] ] ..
fagocitarias Jue permitiriam a evasao do parasito do sistema fagocitico.
Constituintes do parasito poderiam ainda induzir um esg-
tado de supressao da resposta imune do hospedeiro, facilitando
assim, o escape do parasito. A supressdoc da resposta a antigenos

heterélogos (21 ' 22r23;24: 77, 73_,95}

foi descrita em animais experimentalmen
te infectados. O mecanismo pelo qual tal fendmenc ocorre nio en-

contra-se ainda esclarecido, tendo sido sugerido atividade de-

. » . 7 8 ~ .
presscora de linfocitos T( ), presenga de substancias supressoras
: . , (22,23,95) . ~ .
no soro de animais infectados ' € a ativagao policlo-
24
nal{ }.

Entretanto, se por um lado diferentes mecanismos de es—
cape vem sendo sugerido ac parasito, por outro a ocorréncia da
resisténcia especifica do hospedeiro a Trypanosomiase Americana,
foi demonstrada em 1938 por CULBERSTON & KOLODNY(25). Estes auto~
res infectando ratos com formas virulentas do T. cruzi, verifica-

ram a ndo recorréncia da infecgdo quando de um  desafic  com as

mesmas.

Este fato levou diversos pesquisadores a investigarem a

possibilidade da obtencao da vacina, sendo utilizado nestas pes-

. : . 25,27 3,689,903 64,37
quisas, parasitos vivos 25 ‘33’6’5’92,mort05( ! ),extratos an-
P oA, {33, 3a . e 81 11
tigenicos ' ) ou antigenos purlflcados( 1 }. Ne entanto, uma
protegao efetiva ndo foi ainda observada; os resultados indicam

apenas uma diminuigdc da parasitemia e aumento da sobrevida dos

animais imunizados, sugerindo a participagac do sistema imuno~



logico na reagdc do organismo ao parasito.
Maiores evidencias dessa participagao vem sendo demons-
_trada através de experimentos de transferéncia de imunidade ou

imunodepressao.

Os experimentos de imunodepressaoc foram realizados

utilizando-se animais deprimidos pela agac de raio X(aa) , timec-

(84,89)

tomia neonatal , administragao de drogas imunodepressoras

, .. - . 84 .
ou ainda administragao de soros: ant1~tlm001to{ ) ou anti-AL

& . . . _
(e }. Estes animais guando infectados pelo T. cruzi apresenta-

. i
ram niveis elevados de parasitemia e mortalidade. Resultados si-
milares foram obtidos em camundongos "Biozzi" "maus respondedo-

40 ;o 43 87 : .
s“( ) e camundongos atlmlcos( 87 naturalmente deficientes

re
na resposta imune.

A possibilidade de transferir imunidade vem sendo in-
vestigada em diferentes experimentos, constatando-se que tanto a

- , . . .. 13,17,42,79, 85,92 10
transferencia de celulas de animais chaga51cos( (100 )

(35,52,59,986) .
propiciam a

quanto a transferéncia de soros imunes
diminﬂiqéo do numero de parasitos circulantes e aumento da sobre-
vida dos animais infectados pelo T. cruzi.

Se por um lado, nao existem dividas guanto a participa-
g¢do do sistema imune no controle da infecgiao, por outro ainda sac
desconhecidos os determinantes antigénicos que estimulam assa
resisténcia. \

- ' A infecgdo experimental de camundongos vem sendo utili-

zada comoimodelo no estudo da Doenga de Chagas. Resultados obti-

dog com diferentes linhagens destes animais, demonstraram haverx
diferengas quanto a suscetibilidade a esta infecg§0(16’ggx CORSINI
et alli{18) estudando camundongos (CBA x Cso B1/10)F1 sugeren

que a resisténcia apresentada por essa linhagem, esteja associa-

{91)

da a rapida resposta humoral ac parasito. SCOTT trabalhando



com a mesma linhagem de camundongos, verificou que a protegao
oferecida pela transferéncia de células esplénicas, era abolida
_quando estas celulas era(g;pletadas de linfécitos B, 0 mesmo
ndo ocorrendo quando os linfocitos T eram removidos. Estes resul
tados, levam o autor a sugerir que a protegdo oferecida por camun
dongos convalescentes da infecgao por T. cruzi € mediada predomi-
nantemente por células B, sendo o envolvimento de células T res-
trite a fungac auxiliadora.

Os estudos de imunoprotegdo realizados com soros obti-
dos atré;és de infecgac experimental em camundongos, demonstra-

ram que os anticorpos protetores estariam presentes na fase cro-

{51,59 ) (35)

nica da infecgao . HANSON pesguisando a atividade pro-
tetora de soros de camundongos CF1, verificou gue o soro obtido
na 6¢ semana de infecgio apresentava maior capacidade protetora,
assim como, maior concentragao de ¥ ~globulina. TAKEHARA et
alli(gs) demonstrou que esta capacidade estava presente nas sub-
-classes IgG2a e Ingb dos soros de camundongbs A/Sn.

/ Apesar do conhecimento da classe e sub-classe das imu-
noglobulinas envolvidas na prote¢ao, nao encontra-se esclarecida
a especificidade e a forma de agaoc das ﬁesmas.

Neste sentido, resultados de diferentes autores tem de-

monstrado que células humanas e/ou de camundongos como €osind-

{58)

(46,72 )

. 44 s . . .
fllos( ), neutrofilos ou ambos ’ seriam c¢citotoxi-

cos ao parasito na presenga de anticorpos.

2

' Resultados de KRETTLI e BRENER(5 ) mostraram que oS
soros da fase crénica exerciam uma atividade litica sobre as
formas tripomastigotas. Por outro lado, ZINGALEZ et alli(1°6) su-

gerem que estes soros atuariam inibindo determinantes antigéni-
cos envolvidos no processo de reconhecimento e interiorizagao

das mesmas formas. Estes resultados, sugerem gue provavelmente os



anticorpos protetores seriam dirigidos contra formas tripomasti-

gotas.

No entanto, pesquisas de imunizagac com extratos anti-
génicos de formas epimastigotas, demonstram que os anticorpos
protetores podem ser induzidos por determinantes antigénicos

. . - {s60,3
presentes nas formas eplmastlgotas( ! ?).
A demonstragao da existéncia de antigenos comuns as dife
. ., (a7,81 82 ) ~ .
rentes formas evolutivas do parasito ! ¢ hao permitem a

exclusdao da possibilidade dos mesmos serem dirigidos contra deter

] 1 . -~ x 3 3
minantes antigénicos presentes nas demais formas evolutivas do pa

rasito.

Portanto, para uma maior compreensao e por conseguinte
melhor manipulagdo do sistema imune, quer seja no sentido de imu-
noprofildxia ou de evitar fenOmenos imunopatolégicos“g*s"'97 },
torna-se necessaria a investigagido da especificidade dos anticor-
pos protetores.

Em vista dos conhecimentos expostos até o presente,
preteédemos investigar a atividade protetora e a especificidade
de soros de camundbngos, em fase cronica, infectados experimen-
talmente com baixo nimero de parasito (cepa Y).

(102) alteragdes bioldgicas de

Como foram descritas
formas tripomastigotas quando mantidas em culturas celulares, no
presente trabalho invéstigaremos a atividade protetora de soros
de- camundongos infectados com formas tripomastigotas mantidas em

culturas de células ou com formas mantidas por repiques sucessi-

vos em camundongos.

{ 18)

Baseados ma sugestao , de gue a resisténcia apresen-

tada pela linhagem (CBA X C57Bl1o/j)F1 estd associada & uma ra-
pida resposta humoral ao T. cruzi, utilizaremos esta linhagem na

obtencdo de soros. A atividade protetora destes soros, sera in-



vestigada através de experimentos de transferéncia passiva para
camundongos "sensiveis" (CBA) a esta cepa.
L4

Como parametros de avaliagdo serac verificados os ni-

veis parasitémicos e a mortalidade destes animais. A especificida

de dos soros protetores sera investigada através da absorgio
dos mesmos, com as diferentes formas evolutivas do parasito.
{



MATERIAL E METODOS

1. Animais - Foram utilizados camundongos({ § e d) das linhagens

Swiss-55, CBA e F1 (CBA x C Bllo/j) com 3 meses de idade, pro-

57
venientes do Biotério Central da UNICAMP - SP - Brasil.

[N

1

(73)

Trypanosoma cruzi - A cepa Y inicialmente cedida pelo Dr,

Zzigman Brener da Universidade Federal de Minas Gerais - M.G. -
Brasil, vem sendc mantida em nossos laboratdrios atraves de
passagens sucessivas em camundongos Swiss-55, em meio liquido

e/ou em cultura de tecido.

Células HelLa - Células de carcinoma uterino humano, cedidas

/ — -
pela Dra. Edda de Rizzo do Instituto Butanta - Sao Paulo, fo-
ram cultivadas a 37°C em meic R.P.M.I. 1640 adicionado de 10%
de soro de vitelo; sendo seu subcultivo realizado seguindo-

-se as indicagoes de TUCHYA et alli(1°1).

Cultura do T. cruzi em células HeLa - As culturas de células

. HeLa foram inicialmente infectadas com formas tripomastigotas
. . 5

sanguigolas, obtidas de camundongos infectados com 10 para-

sitas e sangrados assepticamente, através de pungao cardiaca,

no pico parasitémico. O sangue coletado foi deixado a coagu-

lar, em tubos mantidos inclinados, durante 1 hera a temperatu-
ra ambiente. O soro resultante, rico em formas tripomastigo-

tas, foi utilizado na infeccdo das culturas que em seguida, pas



5a)

5b)

savam a ser mantidas a temperatura de 32,5°C segundo indica-
¢oes de KREIER et alli(so). 0 meio R.P.M.I. 1640 adiciconado de
10% de éoro de vitelo, foi empregado na manutengao das célu-
las, processando-se a troca do mesmo-a cada 3 ou 4 dias. As in-
fecgdes posteriores, para novas culturas, foram realizadas atra

vés de repiques sucessivos do sobrenadante de culturas ricas em

formas tripomastigotas.

Obtencdo das diferentes formas evolutivas do T. cruzi.

Formas epimastigotas - Obtidas de culturas mantidas durante 7

dias & 28°C em meio Liver Infusion Tryptose (LIT) segundo in-

(30), apds este periodo

dicagdes de FERNANDES & CASTELLANT
eram lavadas 3x em solucdo fisiologica gelada a 1465g por 15

minutos & 4°C e tratadas segundo as necessidades.

Formas tripomastigotas sanguicolas (TS) - Camundongos CBA in-

feétados i.p. com 105 formas de T. cruzi foram sangrados atra-
vés do plexo vascular braguial 7 dias apos a infecgdae. O san-
gue colhido em solugdo estéril de Citratc de Sodio 3,8% e cen-
trifugado a 365 g a 4°C durante 15 minutos e a seguir mantido
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Apds este periodoc

o sobrenadante era cuidadosamente retirado e submetido a nova

. centrifugagido a 1465g, 15', 4°C. O sedimento obtido era lavado

5¢)

2% em NaCl 0,15M pH:7,0 durante 15' a 4°C tratado segundo as

necessidades.
Formas tripomastigotas de cultura (TC) - O sobrenadante de cul-
tura de células Hela, infectados ao menos ha duas semanas,

era colhido em tubos conicos e centrifugado durante 10' a 3659



na temperatura de 4°C seguindo-se um periodo de repouso de 30'
a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante era colhido
e centrifugado por 10' a 1465 g o sedimento resultante, rico em
formas tripomastigotas, era entdo, lavado 2x em NaCl 0,15M
pH:7,0 por 153' a temperatura de 4°C e tratado conforme as ne-

cessidades.

5d) Formas amastigotas - Eram provenientes de culturas de células

Ga)

Hela infectadas com formas tripomastigotas e mantidas a atmos-
fera.dé 5% COZ’ 0 processo de obtengdo das formas era similar
ao utilizado para as formas tripomastigotas ate o© repouso de
30" a temperatura ambiente. Apds este periodo dispensava-se O
sobrenadante, sendo o sedimento constituido principalmente por
formas amastigotas, lavados 2x em NaCl 0,15M pH:7,0 a 1465 g

por 10" a 4°C.

As diferentes formas do parasito guando necessario,
efgm tratadas com formol a 2% (V/V) por 10' a temperatura am-
biente. Apds o tratamento o excesso de formol era retirado

através de lavagens em NaCl 0,15M pH:7,0 (3x, 1020 g, 15' a

400) L)
Soros
Soros anti-T. ecruzi - Os soros anti-T. cruzi foram obtidos de
diferentes lotes de camundongos (CBA X C57B110/j)F1 infecta-

dos intra-peritonealmente com 102 formas tripomastigotas sangui
cola (520 animais) ou com formas tripomastigotas provenientes
de cultura de tecido (300 animais). A infecgdc nos animals foi

constatada através de pesquisa de parasitos no sangue perifé-

i0



65)

7a)

rico. Apds 4, 6 e 8 semanas de infecgao lotes destes camundon-
gos foram sangrados através do plexo vascular braquial e o
sangue deixado a coagular por 30 minutos a 37°¢C, em seguida
centrifugade durante 15 minutos a 1465 g temperatura de 4°C.
Os soros obtidos foram divididos em aliquotas de * 5ml, rotu-
lados como soro anti-TS {(formas tripomastigotas sanguicolas)
ou soro anti-TC (tripomastigotas de cultura), licfilizados e
armazenados a 4°C até o momento do uso.

[

Soro nbrmal - Provenientes de 400 camundongos (CBA x Cg-Bl,./J)F1,

mantidos e sangrados nas mesmas condigdes que os animais infec-
tados. Sendo o soro obtido e estocado por processo similar ao

utilizado para os soros anti-T. cruzi.

Absorgao de soros

0s soros anti-T. cruzi ressuspehsos no seu volume origi-
nal, apdés a inativag¢do a 56°C por 30 minutos, foram absorvi-
dos com ag diferentes formas evolutivas do T. cruzi obtidas co-
mo descrito anferiormente. Nas absorgoes foram empregadas
4 x 108 formas epimastigotas, 4 X 106 formas tripomastigotas
{TS ou TC) ou 22 x 106 formas amastigotas por ml de soro, to-
lerandc-se uma conFaminagéo maxima de 1 X 106 formas (tripo ou
amastigotas) nas suspensoes obtidas do sobrenadante de cultu-
ra.de tecido. Apds as absorgdes realizadas em condigoes des-
Critaé‘abaixo, os soros tiveram sua reatividade as diferentes

formas. testadas através da técnica de imunofluorescéncia e fo-

ram armazenados a -20°C até o momentc do uso.

Absorcdo com formas vivas do 7. cruzi - As absorgdoes com for-

mas epimastigotas, tripomastigotas (TC ou TS) ou amastigotas

11



processaram-se durante 1 hora em banho de gelc e 1 hora a tem-
peratura ambiente. Apos este periodo as supensoes foram centri-
fugadas durante 15' a 1465 g, o soro colhido, congeladc e des-
congelado por 3x consecutivas e a pesquisa de formas integras
realizada através de observagido microscdédpica. Estes soros fo-

ram armazenados nas mesmas condigoes gue os anteriores.-

7o) Absorcac com formas mortas do T. cruzi - Foram realizadas ab-

sorgées utilizando-se formas tripomastigotas sanguicolas tra-
tadas Eom formol a 2% ou congelada e descongeladas por 3xX con-
secutivas, sendo neste caso, a pesquisa de formas integras rea-
lizada por observacdo microscopi ca. As condigoes empregadas nas
absorgoes foram similares as utilizadas para as absorgoes com

formas vivas.

As absorgdes com formas epimastigotas lisadas {EBTC)

(80 ) foram reali-

obtidas segundo indicagoes de REPKA et alli
zé&as utilizando-se aliquotas de 20.4g (4 x H? parasitos) ou
100 g as quaié foram adicionadas a 1 ml de soro e deixadas du-

rante 1 hora a temperatura ambiente e 1 hora a 0°C. apds este

periodo a mistura foli centrifugada 15 minutos a 4080 g e o soro

colhido e armazenado.

8. Reégaes de Imunofluorescéncia - As reagdes de imunoflucres-
(15 )

cencia foram realizadas segundo CAMARGO utilizande-se como
antigeno as diferentes formas evolutivas do parasito tratadas
pelo formol como descrito anteriormente. Empregou-se COmo <Con-
jugado ¢ scoro de Coelho anti-Ig de camundongo, gentilmente ce-
dide pela Dra. Julia K. Sakurada, que foi conjugado a fluores-

(15)

ceina através da técnica de adigdo lenta de fluorocromo .

12



10.

11.

12.

" diferentes indculos (10 ,107,107,10

parasitemia - Foli acompanhada do 42 ao 9¢ dia de infecgao,

sendo a determinagao do nimero de parasitos circulantes rea-

{4)

1izada através do método indicado por BRENER .

Teste de susceptibilidade de camundongos CBA ao T. ctruzi - Lo-

tes de 10 camunddngos.CBA receberam por via intra-peritoneal,

1 2 3 4 5) de formas tripo-

ou 10

mastigotas sanguicolas ou provenientes de cultura de células.

A infecgdo destes animais foi detectada pela pesquisa de para-
|

sitos circulantes e a sobrevida acompanhada até o 302 dia

apés a infeccao.

Teste de virulencia das formas tripomastigotas de cultura

A viruléncia de formas tripomastigotas obtidas apos 1, 3 ou
5 semanas de manutengac em cultura de células, foi investiga-
da através da infeccdo de camundongos CBA (lotes de 10 ani-

. 5 . . . . .
mais) com 10° formas. A parasitemia dos animais foi acompa-

/

nhada do 42 ao 92 dia de infecgdo e a mortalidade durante 30
dias. Como controle deos experimentos, foram utilizados ani-
mais inoculados com formas tripomastigotas mantidas unicamen-

te por passagens em camundongos.

Investigagdo de alteragoes da viruléncia de formas TC pela
passagem "in vive" - Camundongos CBA (10 animais) infectados
comn 1D5 formas TC, foram sangrados no. pico parasitémico (7e

dia} através do plexo vascular braguial e o sangue coletado
em solugio estéril de citrato de sédio 3,8%. Apds a contagem
de parasitos, inoculos de 10° formas tripomastigotas foram
utilizados na infecgao de camundongés CBA (lotes de 10 ani-

mais). A parasitemia destes animais foi acompanhada do 4¢ ao

13



13.

14.

92 dia e a mortalidade verificada diariamente até 30 dias apos

a infecgao.

Como controle nestes experimentos foram utilizados:

- camundongos inoculados com formas tripomastigotas man;
tidas unicamente por passagem em camundongos;

-~ camundongos incculades com formas mantidas em  cultu-
ra de células Hela.

[N

)
Imunizagdo passiva -~ Lotes de camundongos CBA (5 animais) fo-

ram inoculados com 0,25ml de soro anti-T. cruzi ou Normal atra-
vés do plexo retro orbital. Decorrida uma hora os animais foram
infectados i.p. com 10° formas sanguicolas do T. cruzi. A para-
sitemia destes animais, foi acompanhada do 42 dia ao 92 dia e a
mortalidade, verificada diariamente durante 30 dias. Apos este

periocdo de observagao, os sobreviventes foram sacrificados.

Analise Estatistica -~ A andlise dos picos parasitémicos dos

animais infectados com T. cruzi fol realizada empregando-se o©

teste "Student t" como descrito por FISHER{31}.

14



RESULTADOS

1. Suscetibilidade de camundongos CBA a infecgdo com formas tripo-

mastigotas sanguicolas cu provenientes de cultura de tecido.

Com a finalidade de comparar a suscetibilidade dos camun-

dongos CBA as formas tripomastigotas sanguicolas (TS) e as prove-

nientes de cultura de células {TC), lotes de camundongos, dividi-
dos em 2 experimentos, receberam diferentes indculos do parasito
1 2 3 4 5). A infecgdo em todos os animais foi

{ig', 107, 107, 10" ou 10
detectada e a sobrevida acompanhada durante 30 dias.

Os resultados obtidos acham-se apresentados na Figura 1,
onde éerifica—se gue enquanto os animais infectados com 105 for-
mas TS (Fig. 1A) nio sobreviveram ao 12¢ dia, os infectados com
igual numero de formas provenientes de cultura de tecido apresen-
taram 70% de sobreviventes no 30° dia apds a infecgao.

0Os lotes de animais gue receberam inéculos inferiores
{101 ou 102) de TS apgesentaram no 302 dia respectivamente, 60 e 40%
de sobreviventes. Enquanto 100% dos animais gue receberam indculos

similares: de formas tripomastigotas provenientes de cultura sobre-

viveram ao 30¢ dia de infecgao,

15
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Figura 1 - Schrevida de camundongos CBA (lotes de 106 animais)
infectadas com formas tripomastigotas sanguicolas (A) ou prove
nientes de cultura de tecido (B).
Legenda:
1[31 (0se---0), 1|]2 {fo—0), 103 @-—~—a), '][I"'F (o —o)
ou 10° @---.-8) parasitos/animal.



. : i 5 .
A parasitemia dos animais inoculados com 107 formas tri-
pomastigotas sanguicolas ou de cultura, foi acompanhada do 4¢ ao

9¢ dia de infecgdo ndo observando-se entretanto, diferengas signi

ficativas quanto aos niveis de parasitos circulantes {Fig. 2).
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Figura 2 - Media dos niveis parssitemicos apresentadas
por canundongos CHA (lotes de 10 animais) infectados
com 10° formas tripomastigotas,
Legenda;
(0——@) tripomastigotas sanguicolas
(@=veur @ tripomastigotas de cultura de ceélulas

A partir destes resultadeos procurou-se investigar se for
mas TC m;ntidas por repiques sucessivos durante diferentes perio
dos de tempo apresentavam a mesma viruléncia {(indice mortalidade).
Para isso lotes de camundongos foram inoculados com 153 formas TC

obtidas apds 1, 3 ou 5 semanas de cultivo. Os resultados obtidos

nao indicaram diferengas significativas na viruléncia das for-
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mas TC obtidas nestes periodos. Os resultados obtidos foram simi-
lares aos apresentados na Fig. 1B.

0 acompanhamento dos niveis parasitémices nestes  ani-
mais, também ndo indicaram diferengas significativas em relagao
aos apresentados na Fig. 2.

Com a finalidade de investigar se a baixa viruléncia das
formas TC era alterada pela passagem "in vivo", lotes de 10 camun-
dongos CBA foram incculados com 105 7C, sangrados no pico parasi-
témico e o sangue (105 formas) utilizado na infecgac de 10 novos
animais. Como controle foram utilizados lotes de 10 camundongos
inoculados com © mesmo numero de formas sanguicolas obtidas uni-
camente por passagem em camundongos. Os resultados mostraram

niveis parasitemicos e mortalidade semelhantes aos obtidos no gru-

po controle, onde nenhum animal socbreviveu aoc 122 dia de infeccgao.

A partir destes resultados foli padronizadoc como 105 for-
mas tripomastigotas sanguicolas, mantidas unicamente por passa-
/

/ . -
gens em camundongos como o inoculo a ser utilizado nos testes sub-

sequentes de protegao.
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2. Testes de protegdo com soros anti - TS ou TC

A investigaqéo da capacidade protetora dos soros anti-
-TS ou anti-TC da 49, 62 e 82 semana provenientes de camundongos
F1, foi realizada através da transfereéncia passiva destes soros
a lotes de camundongos CBA divididos em 3 experimentos. A capa-
cidade protetora, foi avaliada pela proporgao de’ sobreviventes.

Como contrele foram utilizados animais transfundidos com soro nor-

mal. '

A sobrevida dos animais tratados com os diferentes soros
acha-se expressa na Fig. 3, onde pode-se verifiqar que os animais
controles ndo sobreviveram além do 112 dia de infecgao (Fig. 3
A, Be C).

Os lotes de animais que receberam ©s soros anti-TS e

anti-TC da 42 semana de infecgao (Fig. 3C) apresentaram % de so-

brevida similares entre si, exibindo indice$ em torno de 10% ao
finalfde 30 dias de observacac. Também foram observados resulta-
dos similares entre og soros anti-TS e TC da 82 semana, porém os
animais tratados com estes soros ndao scbreviveram ao 252 dia de
infecgao (Fig. 3A}.

Diferencgas significativas entre os soros anti-TS e anti-
TC foram encontradas ﬁos soros obtidos na 62 semana de infecgao
(Fig.'3B). Enquanto 40% dos animais tratados com anti-TS sobrevi-
veram ao final dos experimentos, nenhum animal tratado com © soro

anti-TC sobreviveu ao 152 dia.
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Figura 3:

Sobrevida de camundongos CBA {lotes de 15
animaig) tratades com 0,25 ml de sgro normal, anti-T5

ou anti-TC de diferentes perindas, 82 (A), 62 (B) ou
42 (C) semana de infeccao.-Apds 1 hora, infectados com
1U5 formas sanguicelas.

Legenda:

® Soro normal
(#——®) Spro anti-T5
(0-———0) Sorn anti-TC
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Os animais em experimentagao tiveram sua parasitemia
acompanhada do 42 ao 92 dia de infecgio (Fig. 4). Diferengas signi
ficativas (< 0,001) foram verificadas nos picos de parasitemia
dos lotes de animais tratados com os soros anti-TS e anti-TC. En-

[ 1 ) . L) L4 . . .
quanto os primeiros exibiam baixos niveis de parasitos c¢irculan-
tes, os tratados com os soros anti-TC da 42, 62 e 82 semanas apre-

' ' . 1
sentaram indices similares aos encontrados nos grupos controles

(Fig. 4 A; B e C).
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Figura &: MEdia Parasitémica de camundongos CBA (lotes de 15 animais)
transfundides com 0,25 ml de soro normal, anti~TS ou anti-TC da 42 (A),
62 (8) ou 82 (C) semana e infectados 1 hora apos com 105 formas TS.
Legenda:
(@----® Spro normal
(8——e) Soro anti-15
{o~—0) Soro anti-TC
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0s resultados apresentados na Figura 4, indicam que Os
soros anti-TS da 42, 62 e 8¢ semana controlam de maneira similar
os niveis de parasitos circulantes.

Nas figuras 3 e 4 verificamos que os camundongos trata-
dos com soro anti-TS da 6° semana.além de apresentarem baixos ni-
velis de parasitos, apresentavam indices de sobrevida superiores
aos observados nos lotes tratados com os demais soros. Testes de
protecdo variando-se a dose deste Soro nao indicaram diferencgas
signifiq@tivas entre 0,2 e 0,25 ml. Com a dose de 0,1 ml nenhum

.

animal sobreviveu ao 152 dia de infecgao, padronizando-se 0,25 ml

a dose a ser utilizada nos testes subsequentes.
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3. Atividade protetora do soro anti -~ TS da 62 semana.

0s resultados acumulados ao longo dos experimentos de

protegdo com ¢ soro anti-TS da 62 semana (180 animais) e com o soro
normal (170 animais) encontram-se expressos na Figura 5. Nesta
figura, verificamos que os animais controles nio sobrevivem além
do 132 dia ocorrendo um maior numero de mortes no 102 dia de infec
gao. Os‘ﬁnimais tratados com soroc anti-TS da 62 semana  apresen-
taram umaldistribuigéo de mortalidade entre o 92 e 269 dia apds a

infeccgdo, havendo ao final do periodo de observagio um indice de

50% de mertalidade.

70 7 | [janti - TS 6% semana
[ soro normal
ra
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Figura 5 - Distribuigas da mortalidade de camundongos CBA tratacos
como sorc anti-TS da 69 semana (180 animais) ou com soro normal

{170 animais) e infectadns com 105 formas TS.
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0 indice de mortalidade apresentado pelos animais trata

. . 5
dos como soro anti-TS da 62 semana e infectados com . 10 formas

TS foi no 30¢ dia, similar ao observado nos lotes de animais nao

tratados e inoculados com 102 formas TS (Fig. 1A).
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Figura 6: Sobrevida (A) e Média Parasitemica (B) de camundongos CBA
(1otes de 15 animais) infectados com 10° tripomastigotas sanguicola
ou tratados coms soro normal ou sOro anti-TS da 6°

semana e apos
hora infectados com 10° TS. )
Legenda:
(e-----8) Soro normal
{§— = Spro anti-T5

{o——0) Tnoculades com 10 TS
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Lotes de camundongos inoculados nas mesmas condigoes
tiveram sua parasitemia acompanhada. Os resultados apresentados
na Figura 6B mostram diferengas significativas na parasitemia
dos animais ndo tratados e inoculados com 102 formas sanguicolas

e os tratados e infectados com 105 formas TS. Enquanto os primei-

ros apresentaram altos niveis de parasitos circulantes e um pico
ﬁarasitémico no 112 dia, os tratados com soro anti-TS8 da 6° sema-
na apresentaram baixa parasitemia e o pico no 82 dia apos a infec
¢do. A mortalidade destes animals foi acompanhada e oS resulta-
dos achamLse expressos na Figura 6A, onde pode—se cbhservar due
no 302 dia de infecgdc a porcentagem de sobreviventes nos dois

lotes era similar, embora a distribuigao da mortalidade ao longo

do periodo de observagac fosse diferente.
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4. Especificidade dos anticorpos protetores

A especificidade dos anticorpos protetores foi inves-
tigada através da transferéncia passiva de sorc anti-TS da 6¢
semana absorvidos com as diferentes formas evolutivas do parasi-

to. A reatividade dos soros absorvidos para as diferentes formas

foi testado através da técnica de Imunofluorescéncia Indireta.

. Os resultados expressos na Tabela I indicaram que ©
S0ro antiLTS nic absorvido reagia com as 3 formas do parasito,
apresentando maiores titulos para as formas amastigotas e oS me-
nores para as formas epimastigotas. Apds a absorgao com formas
epimastigotas vivas ou lisadas nao houve uma alteragao significa-
tiva dos titulos para formas tripo e amastigotas. Absorgoes com
formas tripomastigotas apresentaram reagoes negativas para formas
epimastigotas, porém, ndo alteraram ©s titulos para as formas
amastigotas. Os soros absorvidos com formas amastigotas mostraram

/.

diminuicdo no titulo para as formas tripo e reagoes negativas

para as formas epimastigotas.

Ds testes de protegidoc com os soros absorvides foram
realizados em lotes de 10 ou 15 animais divididos em 2 ou 3 expe-
rimentos. Como controle destes, foram empregados igual numero de
animais tratados com soro normal {CN) e tratados com soroc anti-
-TS da 69 semana ndo absorvido (CI}.

\A Figura 7 corresponde a percentagem de animais sobre-
viventes nos testes de protecido realizados com o© soro absorvido
com formas epimastigotas vivas e lisadas. Pode-se ohservar nesta
figura, que a absorgao com formas integras ou lisadas (20Mg/ml)

apresentaram resultados similares. Menor protegde no entanto, foi
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TABELA 1

Reagoes de Imunofluorescéncia Indireta com

o soro anti-

~TS da 62 semana absorvide com as diferentes formas evolutivas do

T. cruzi.

Soro anti-TS Antigeno

62 semaﬁa epimastigotas amastigotas| tripomastigotas
nao absorvido 1:40 1:640 1:80

abs. epimastigotas - 1:320 1:40

abs. EBTC - 1:320 1:40

abs. amastigotas - - 1:20

abs. tripomastigotas - 1:320 -
Controle

5.N /

Utilizou-se diluigao

do soro acima de 1:10.




observada nos lotes de animais tratados com soros absorvidos com

100 40g de EBTC.

100p——0— o -o.9

#

% de Scbreviventes

3

2%

Dias appcs a infecgao.

Figura 7: Sobrevida de camundongos CBA {(lotes de 10 ou 15 animais)
transfundidos com soro normal, soro anti~TS 62 semana nac absorvi-
do, ou absorvido com formas epimastigotas {ntegras ou lis alas
infectados apos 1 hora com 10° formas TS.
Legenda: '

{----¢) soro normal :

(—-@) soro anti-TS nac absorvido

(6——8 soro anti-TS abscrvido epimastigotas integro.

(6~—~® snro anti-T5 absorvido epimastigotas (20 .mg/ml)

(©——0} soro anti-TS absorvido epimastigotas {100 »g/ml)

=]

Os resultados obtidos na transferéncia passiva de soros

. . . ’ . .
absorvidos com formas tripomastigotas sanguilcolas ou provenien

tes de cultura de tecido acham-se apresentados na Filig. 8. Pode-
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se observar nesta figura que os animais tratados com soro absor-
vido com formas sanguicolas vivas nao sobreviveram ao 152 dia de
infeccdo, no entanto, 20% dos animais tratados com o soro absor-

vido com TC vivos sobreviveram ao 309 dia.

A utilizacdoc de soros absorvidos com TS lisados ou trata-
com formol apresentaram reSLlltadOS similares aos obtidos

com TS
vivos. A absorcao com formas TC lisadas no entanto,

apresentaxam
resultados similares aos obtidos com TS vivos.
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Figura 8: Sobrevida de camundongos CBA® (lotes de 10 ou 15 animais)
transfundidos com 0,25 ml de sora normal, SOrS anti~TS da 62 semana

nao abaorvido ou ahsorvide com formas tripomastigotas sanguicolas
pu de cultura. Apos 1 hora, os animais feram infectados com 10
formas T3.
Legenda:
(@-weee e} Spro normal
@®—8) Soro anti-TS nan absorvide
{@——@) Spro anti-T5

absarvido tripo sanguicola
{0——-0) Sorn anti-TS

absorvido tripo culiura
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A Pigura 9 mostra os resultados obtidos caom o

tratamento
dos animais com soros anti-TS absorvide com formas

amastigotas
integras. Pode-se observar que até o 232 dia os lotes tratados com
soro absorvido comportaram-se similarmente aos tratados com soro

imune. Entretanto, no 309 dia somente 10% dos animais

encontra-
vam-se vivos enquanto a sobrevida do controle imune era de

40% .
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Figura 9: Sobrevida de camundongos CBA (lotes de 10 animais)
traﬂsfungidos com 0,25 ml de soro normal, sorc anti-TS 62
semana nap absorvido ou absorvido com formas amastigotas.
. Legenda: .
Y
(®-----®) Spro pormal

{f@——o) Soro anti-T5 nao absorvide

{©——0) apro anti-T5 abscrvido amastigotas
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Paralelamente a observacao da sobrevida, os animais em
experimentagdac tiveram sua parasitemia acompanhada do 42 ao 2
dia de infecgaco. |

Os resultados apresentados pelos animais tratados com
soro absorvide com formas epimastigotas integras ou lisadas, acham
-se expressas na Figura 10, onde verifica-se que os lotes de ani-

mais tratados com os soros absorvidos apresentam indices parasi-

150

1004

&

3

3 % TDh parasitos/ml

- ' Dias apds a infecgan.

Figura 10: Medias Parasitémicas de camundongos CBA
(lotes de 10 ou 15 animais)} transfundides com 0,25
ml de scro narmal, soroO anti-T5 692 semana nan ahsnr
' vide ou abasnrgac com formas epimastigotas integras

ou lisadas.
Legrnda:

?"“’% Soro normal

@#——@) Sgrp anti-T9 nAac absnrvldn
(@@ Soro anti-TS abs. integras,
]

8} Soro anti-TS abs. lisadas {(20kg/ml)

fo—=0) Sorp anti-TS abs. lisadas {(100ag/ml)
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témicos proximos entre si. A analise estatistica realizada nos
picos parasitémicos destes animais mostraram diferengas signifi-

cativas (< 0,007) em relagao aos controles normais e imunes.
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Figura 11: Média Parasitemica de camundongos CBA
(10 ou 15 animais) transfundidos com 0,25 ml de
sora nacmal, soro anti-TS 69 semana nao absorvido
ou absorvido com formas tripomastigotas de cultu
ra ou sanguicola. -

Legenda:
- (@-----e) Spreo normal
(8——®) Spro anti-TS nan ahsorvido
f@——a) Soro anti-TS absorvido 19
(0~—0) Soro anti-TS absorvidae TC

As parasitemias dos animais tratados com sSoros absorvidos
com formas tripomastigotas sanguicolas e as provenientes de cultu-

ra acham-se expressas na Figura 11. Nesta figura, verificamcs que

32



os animais tratados com soro absorvido com formas TS  apresentam
pico de parasitemia préximos ao de controle normal, enquanto os
+ratados com soro absorvide com TC, exibiram niveis parasitemi
cos intermedidrios aos observados nos CN e CI, O Test t nao indi-
cou diferengas significativas nos niveis de parasitos apresenta-—
dos no pico parasitémico dos animais tratados com soro absorvido
com TS e o econtrole normal. Porém, os tratados com s0ro absorvido
com formas TC apresentaram picos de parasitemia siginificativamen-
te inferiores (< 0,001) aos do CN embora fossem superiores (<0,001)
aos do éiL Diferencgas significativas (< 0,001%) também foram ob-
servadas entre 0S picos parasitémicos dos animais tratados Ccom
soro absorvido com formas TS e os absorvidos com formas TC.

Os animais tratados com soros absorvidos com formas tripo
mastigotas sanguicolas lisadas ou formoladas, ou com formas tripo-
mastigotas de cultura lisadas apresentaram niveis parasitéemicos
similares aos observados nos animais tratados com soro absorvido
com formas TS integras.

/ Na Figura 12, acha-se apresentada a curva de parasitemia
dos animais tratados com sorc anti-TS da 62 semana absorvido com
formas amastigotas integras. A realizacgdo de Test-t, indicou difeﬁ
rencas significativas entre os picos parasitémicos apresentados
pelos animais tratados com ¢ SOro absorvido com formas amastigo-
tas e os tratados com\soro nio absorvido. Diferencas também signi-
ficativas ( < 0,001), foram observadas nos picos parasitémicos dos

~animais tratados com Soro absorvido e os tratados com soro normal,
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(®—) Soro anti-TS nap absorvido
(0o——-0 Spro anti-TS absorvide amastigotas
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DISCUSSAO

Entre os fatores que determinam a severidade de infec-
gao chagasica encontram-se: a resisténcia do hospedeiro e a viru-
léncia da cepa responsavel pela infecgdo. A maior ou menor suscep-
tibilidade de um animal 3 esta, tem sido atribuida principalmente
a constituicgido genetica dos mesmos.

Os resultados obtidos no presente trabalho, a semelhan-

(16 ) .
indicam gue o0s camun-

Ga dos apresentados por CORSINI et alli
dongos CBA sao susceptiveis a infecgao com formas TS da cepa Y,
sendo que ¢ indculo de 105 formas ocasionou a morte de 100% dos
animais afé o 132 dia de infecgao., No entanto, gquando realizamos
a infecgdo utilizando igual indculo de formas (TC) provenientes de
cultuga de tecido, 70% dos animais infectados scobreviveram ac 302
dia. |

Tais resultados indicam, que apesar das formas TC mante-
rem a capacidade de infectar os animais, sua viruléncia foi alte-
rada pela manutengdc em cultura de tecido, visto que, animais con-
siderados "susceptiveis" a infecgao pela cepa Y apresentaram-
-se "resistentes" a mesma.

Observagido similar foi realizada por URDANETA~MORALES(10H
em camundcongos C3H com relagao a cepa Brazil. Este autor, correla-
ciona a atenuacdo da viruléncia com o tempo de manutencae em cul-
tura de tecido e sugere que a atenuagao seja decorrente da tempe-

ratura empregada no cultivo do parasito.

Em nossos experimentos realizados a 32,59C, a atenuacgao
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da viruléncia (mortalidade) fez-se notar apds a primeira passagem
por cultura de tecido, permanecendo constante apdés 3 e 5 semanas
de cultivo. Experimentos realizados em camundongos  Swiss (dados
nioc apresentados), indicaram que a mortalidade dos animais infec-—
tados com formas TC mantidas por 24 semanas em cultura de tecido,
era similar agquela ocasionada por formas obtidas apdés uma semana
de cultivo.

Ouanto a influéncia da temperatura neste fato, nao temos
dados que nos permitam uma conclusado, desde que, nao foram realiza

[

dos experimentos variando-se a temperatura de cultivo. Por outro

g §1,102 .
(39, 81, ) que demonstraram dife-

lado, a maioria dos pesquisadores
rengas em atividades bioldgicas entre as formas ~tripomastigotas,
nac citam a temperatura de cultivo das mesmas, © qgue dificulta a
correlacgdo temperatura - virﬁléncia.

Todavia, a atenuagao da viruléncia obtida por URDANETA-

morarEs 192

, manifesta-se em relagéo a parasitemia e mortalidade.
Nossos resultados demonstram alteragdes somente a nivel de mor-
talidéde; permanecendo a parasitemia dos animais inoculados com
formas TC similar a de seus grupos controles, inoculados com formas
TS (Fig. 4). Este fato, indica que a cepa Brazil e Y do T. cruzi
s ofreriam de maneira diversa a influéncia do micro ambiente de cul
tivo. A observagado sugere ainda, gue na cepa Y, parasitemia e mor-
talidade seriam fenaménos distintos, sob o0s guais o© micro ambien-
te-étuaria de forma diferente.

(39)

KANBARA et alli estudandc a cepa Tulahuen observou

que as formas provenientes de cultura eram mais facilmente fagoci-
tadas gue as sanguicolas. 0 mesmo autor verificou ainda, gue a pro
liferagao de parasitos no bago e figado dos animais infectados
com formas de cultura, era superior a apresentada pelos animais

infectados com formas sanguicolas. No entanto, o autor nao refe-
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re-se a mortalidade ou a parasitemia destes animais. ©Este fato,
dificulta a correlagac entre 08 nossos resultados e os do autor,
desde que este, nao estabelece uma relagao entre a proliferagac de para-
sitos no tecido, niveis parasitémicos e mortalidade dos animais.

(67)

NOGUEIRA et alli utilizando as cepas ¥ e CL tam-

bém demonstraram diferengas guanto a capacidade em infectar ma-
créfagos entre as formas provenientes de cultura de tecido e as
sanguicolas, observando que as primeiras eram mais infectantes,
Resultados da autora sugerem ainda, a presenga na membrana das for
mas sangufcolas de um componente sensivel a acao da tripsina e com

(66,67 )

caracteristicas anti-fagocitarias . A realizagidc de experi-

mentos utilizando um inibidor da sintese de proteinas, indicaram

ser este componente sintetizado pelo parasito(67l.

MRIRELLES et alli'®")

obtiveram resultados semelhantes
aos da autora e sugerem gue possivelmente, o contatd do parasito
com o sistema imune do hospedeiro induzisse a formagac desta subs-—
tancia anti-fagocitdria, o que explicaria, a presenga deste fator
someﬁée nas formas tripomastigotas sanguicolas.

C conjuﬁto destes resultaods, indica que possivelmente a
manutencdo de uma cepa em diferentes meio ambientes alteraria ca-

racteristicas bioldgicas do protozodrio. Contude, estudos reali-

zados recentemente utilizando a clonagem de T. cruzi, indicam gque

. ~ . . 75,76
uma cepa possa ser constituida por subpopulagoes do para51t0( &7)_

a demonstragao de gque clones isolados de uma mesma amostra podem

. . s C ( 8,75 , 76
apresentar caracteristicas biclogicas distintas; ' ' )

leva-
~-nos a supor gue o micro ambiente pudesse também atuar sobre o pa-
rasito, selecionando ou facilitando a expansao de determinados clo
nes. Baseados nesta hipdtese, poderiamos imaginar que a manutengao

da cepa Y em cultura de ceélulas, facilitasse a expansao ou selegao

de clones com baixa viruléncia a camundongos CBA. No entanto,
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nossos resultados mostram gue, as formas colhidas no pico parasi-
témico de animais infectados com formas tripomastigotas provenien-
tes de cultura; apresentam viruléncia (indice de mortalidade) si-
milar aquelas mantidas unicamente por passagens em camundongos.

Estes resultados indicam que ndo pode ser afastada a possibili-

dade do fator responsavel pela mortalidade dos camundongos infec-
tados com a cepa Y, ser induzido pelo contato do parasito com

o sistema imune, desde que, aparentemente, este encontra- se somente
presente nas formas obtidas por passagens "in vivo" podendo-se

talvez, estabelecer uma relagao entre esse fator e o anti-fagocitd

rio descrito por NOGUEIRA. Esta hipdtese é reforgada ainda, pelos
nossos resultados que indicam a possibilidade de reversac da viru-~

2

18ncia (indice d& mortalidade) das formas TC pela  passagem in

vivo". No entanto, nio sabemos se as alteragbes de atividades bio-

35 61,102 , .
(39,61, ), seriam tambem re

logicas descritas pelos demals autores

versiveis, visto que, os mesmos nac fazem referéncia a realizagao
/ )

de testes neste sentido.

Em virtude das diferencas constatadas entre as formas ob

tidas de cultura de tecido e as sanguicolas, procuramos investigar

também, a capacidade das mesmas em induzir a sintese de anticor-

pos protetores.

Para isso, os soros anti-T.cruzi foram obtidos em camun-

5?Bl10/j}F1 "resistentes" a cepa Y. A wutilizagao

dongos (CBA x C
i .
desta linhagem permitiu-nos a obtengdo de soros da fase cronica

da doenca, sem a administragao de guimioterapicos realizada por

{54, 95)

cutros autores , sendc que 95% dos animais infectados com

?02formas TS sobreviveram ao 602 dia de infecglo {dados nao apre-

sentados).
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Por outro lado, o emprego como receptor nos experimen-
tos de transferéncia passiva de uma linhagem de camundongos "sen-

5

sivel" a infecgdo (CBA) e a utilizagdo de um indculo (107 TS) ca-

paz de matar 100% dos animais em curto espage de tempo (Fig., 1A)
facilitou a observagdoc da atividade protetora dos soros testados.
A escolha deste indculo, acha-se de acordo com os resultados de
LOUREIRO(57') que verificou ser a dispersao dos dados em torno da
média, bem menor quando sao utilizados inoculos altos (1(f1 ou 105L
A autora sugere, através de seus resultados, que em experimentos
que visse% a verificagdo de protegdo, devam ser utilizados altas
doses de T.cruzi no desafio.

Diferenga quanto a capacidade de suscitar o aparecimen-
to de anticorpos protetores,. foram observadas entre as formas TS
e TC.

Os soros anti-TS da 49, 62 e 82 semana, quando passiva-
mente transfundidos, controlaram similarﬁente as parasitemias gue
apres§ntaram—se significativamente inferiores a dos controles
normé&s (FPig. 4 A{ B e C). A mortalidade no entanto, foi conﬁrola—
da de maneira diversa, sendo a protegdoc oferecida pelo sorc da 49
e 8¢ semana inferior aquela observada nos animais tratados com
soro da 62 semana (Fig. 3 A, B e C}.

Ja, os soros.anti-TC 49; 62 e 8¢ semana mostraram-se inca
pazes de controlar a parasitemia (Fig. 4 A, B e C), nao obstante,
a mortalidade ser parbialmente controlada pelos soros 42 e 82

‘\
semana.

Estes resultados indicam que as formas TS induziriam a
formagio de anticorpos protetores, gque independentemente do peric-
do de infecgdo atuariam sobre a parasitemia. Porém, as formas TC

nio foram capazes de induzir o aparecimento destes anticorpos.
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0 soro anti-T5 da 62 semana apresentou a maior atividade proteto-
ra em relacdoc a mortalidade, contrariamente ao anti-TC de igual
periocdo.

Tais observacdes reforgam nossa sugestac inicial, de que
na cepa Y, mortalidade e parasitemia seriam fatores distintos, pro
vavelmente, controlados por diferentes anticorpos. Isto leva-
nos a supor gue poderia haver uma soma de efeitos, mas nao ne-
cessariamente, uma correlagdo entre parasitemia e mortalidade.
Esta hipétese, acha-se de acordo com os resultados obtidos por

' 10
WRIGHTSMAN 104 108

que sugerem gue a mortalidade e parasitemia se-
riam independentes e controladas por genes distintos, presentes
respectivamente, dentro e fora da regiao H-2.

No entanto, o fato de utilizarmos nos experimentos, ani-
mais isogénicos e obtermos diferencas em reléqéo a mortalidadedos
mesmos quando da infeccao com formas TS ou TC da cepa Y, indica,

gue fatores do parasito também influiriam na mortalidade.

Ainda a favor da disvinculagao entre parasitemia e mor-

r
(16,57, 59 )

talid;de, temos os resultados de pesguisadores que naoc
encontram uma relacac direta entre o nimero de parasitos circu-
lantes e a ﬁorte dos animais.

Nossos resultados, encontram-se de acordo com tal .suges-
tao, desde que, anima}s infectados com formas TC que .apresenta-
ram altos niveis de parasitos circulantes {Fig. 2), exibiram bai-
xos indices de mortalidade (Fig. 1B}.

Em fungdo destes resultados, podemos inferir a importan-
cia dos parametros utilizados para verificar protecao e/ou infec-
gaoc na Doenga de Chagas experimental, visto aue, a utilizagao de
um Gnico parametro pode dificultar a interpretacgac dos resultados.

Se assumirmos que, a diminuigac da parasitemia e aumento

da sobrevida sejam decorrentes da presenga de anticorpos protetoe-
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res, entre Os SOros por nos testados, o anti-TS da 62 semana era
o gue apresentava maior concentragac destes anticorpos. Tal obser-
vagao, quanto ao periodo, acha-se de acordo com os dados obtidos

. 35
por Hanson! %)

que utilizando camundongos CF1 verificou ser o soro
da 62 semana o que apresentava maior capacidade protetora entre oS
soros por ele testados. No entanto, este autor utilizou 4 doses de
0,4 ml de soro nos testes de protegao, dose esta, seis vezes su-
perior a por nos empregada.

_ Dose superior a nossa, foi também utilizada por KRETTLI

et alli( 1) gue demonstraram gue no periodo de 20 dias, * 50%
dos animais transfundidos com soro da fase cronica (cepa Y) sobre-
viveram a infecg¢ao com 5 x 104 formas tripomastigotas sanguicolas.
TAREHARA et alli( 9 ), utilizando diferentes doses de soro mos-
traram gque 0,4 ml, protegia 50% dos animais, no periodo de 60 dias
quandc infectados com 101 formas tripomastigotas.

Uma maior correlagdo entre estes resultados e 08 nosses
torna-se dificil pelas variagdes ocorridas em relagdaoc ao periodo
e a férma de obtengic dos soros, dose de soro transfundida e ino-
culo de tripomastigotas utilizadas nos testes de protegao.

Todavia, nossos resultados demonstram que enguanto os ani
mais tratados com soro normal e desafiados com 105 TS nac sobrevi-
vem alem do 132 dia de infecgao (Fig. 5) os tratados com 0,25 mlde
soro anti-TS da 62 seﬁana apresenta ao final do periodo de obser-
vagio, um indice de sobrevida em torno de 50% (Fig. 6B}.

A analise dos resultados apresentados; sugere que a ati-
vidade protetora presente no soro anti-TS$ da 62 semana seria su-
perior a observada ncs soros testados pelos demais autores.

Tal fato, poderia estar ocorrendo em virtude dos auto-

res utilizarem um "pool" de soros da fase cronica, obtidos em

diferentes semanas, o gue segundo nossos resultados (Fig. 3) oca-
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sionaria a diluigdo dos anticorpos protetores. Outro fator que po-
deria ser considerado é a linhagem de camundonges utilizados na
obtencdc dos imunessoros, visto que, no presente trabalho utiliza-
mos uma linhagem naturalmente "resistente" a infecgao . pele
T. eruzi.

A infecgao com 10 T8 (Fig 1A) mostrou iIndices similares
de sobrevida ao apresentado pelos animais transfundidos com o soro
anti-TS 62 semana e infectados com 105 TS, sugerindo gque os anti-
corpos presentes no soro da 62 semana atuassem de maneira a redu-
zir o iﬂééulo inicial em 100 vezes.

Estes resultados, sdo coincidentes com a teoria propos-

por KRETTLI et alli!®®’

a partir de resultados qbtiaos "in vitrec”,
de gue os anticorpos protetores apresentariam uma atividade 1iti-
ca contra formas tripomastigotas.

Por conseguinte, se realmente o indculo de 105 TS pela
acdo dos anticorpos fosse reduzido em 100 vezes, o pico parasi-
témico ocorreria em periodo similar ac dos lotes controles inocu-

4 2 —
lados’ com 10° TS. No entanto, ndo foram esses 0SS nossos resulta-
dos, © pico parasitémico dos animais passivamente imunizados e de-
safiados com 105 TS ocorreu em pericdo similar aos controles nor-
mais, inoculados com 10° TS, indicando a permanéncia do indculo
“inicial.

McHARDY ¢ 39

étravés de experimentos variando o) tempo
enﬁre a administracdo dos soros imunes e a inoculagac de parasi-
tos, sugere gue 0 SOrO passivamente'transfundido nao exerga efei-
to nos indculos iniciais de T. cruzi, desde que, a administragdo
do soro um dia apds a infecgao, exerceu um efeito protetor supe-
rior ao apresentado quando o sorc era ministrado um dia antes.

{ 57 )

Entretante, LOUREIRO utilizando condigoes simila-

res as nossas, demonstrou gue o scro anti-TS da 62 semana guando
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ministradd 3 dias antes da infecgao exercia atividade protetora
controlando a parasitemia e a mortalidade. Porém, a inoculagao
3 dias apds a infecgdo, controlou apenas a parasitemia.

A forma de acdo dos anticorpos protetores, provavelmente,
sera mais facilmente elucidada apés o conhecimento da especifici-
dade dos mesmos. Neste sentido a atividade protetora dos SOoros
anti-TS da 62 semana foi investigada apds a absorgao do mesmo
com as diferentes formas evolutivas do parasita.

A reatividade dos soros para as diferentes formas evolu-
tivas déuparasito foi testada por reagdes de imunofluorescéncia,
antes e apds a absorgdo, mostrando gue O SOro nao absorvide rea-
gia com as tres formas do protozdério, apresentando titulos maio-
res para as formas amastigotas e o0s menores paré as formas epi~
mastigotas. Resultados similares, foram obtidos por REPKA et

a11ildo)

utilizando soros de camundongos Swiss-—-bH5.

ApGs a absorgao do sofo com fbrmas epimastigotas | vivas
ou lisadas, ndo detectou-se alteragoes significativas nos titu-
los apresentados pelas formas tripo e amastigotas. No entanto, a
absorgao com formas tripomastigotas foil capaz de negativar as

reagoes com formas epimastigotas, porém, sem alterar os titulos

para as formas amastigotas. Apos a absorgado com formas amastigo-

tas, os testes indicaram gqueda no tituleo para as formas tripo
e fluorescéncia negativa para as formas epimastigotas. Resulta~
(a7 )

dos similares foram ohtidos por KLOETZEL et alli utilizando
"pools" dg soro da fase crdnica de camundongoes infectados com a
cepa ¥ do T cruzi. Estes resultados, indicam a presenga de anticor
pos capazés de reagir cruzadamente com as tres formas evolutivas
do parasito, assim como, a presenga de anticorpos especificos pa-
ra as formas tripo e amastigotas,

Nos experimentos de protegaco realizados com Soro anti-

-7 da 62 semana absorvido com formas epimastigotas integras,
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nio foram observadas alteracdes significativas a nivel de morta-
lidade dos animais. Entretanto, guando formas epimastigotas li-
sadas (100.4ng/ml) foram empregadas na absorgdo, verificou-se uma
diminuigdo da sobrevida dos animais passivamente transfundidos,
sugerindo que constituintes internos das formas ~epimastigotas
abhsorvessem os anticorpos protetbres, ou que, determinantes anti-
génicos presentes na superficie das formas e anteriormente ina-
cessiveis ao anticorpo, pudessem através da lise do parasito en-
trar em contato com OS MesSMOS. Estas hipoteses, justificariam a

(8,11 )

protegao ébtida por alguns pesquisadores utilizando extra-
tos antigénicos de formas epimastigotas na imunizagao dos animais.
guando realizou-se a absorcgao empregando-se uma menor quantida-
de de EBTC {20 mg/ml) a sobrevida dos animais transfundidos com
este soro fol similar a éos grupos controles, tratados <¢om soro

anti-TS nao absorvido.

Estes resultados, leva-nos a supor que determinantes an-

tigenicos capazes de absorver os anticorpos protetores estariam
/ _ . . .
presentes nas formas epimastigotas, porem, em baixa concentra-

gao. Ocorrendo, pdrtanto, a absorcgao somente guando fossem empre-
gados grande nimero de formas. Contudo, em virtude da grande quan-
tidade de antigenos aplicada, ndo podemos descartar a possibili-
dade da absorgac observada ser inespecifica ou ainda, decorrente
da.presenga de formas metaciclicas, que como sabe-se constituemn
10% das formas mantidas em meio de L.I.T..

As curvas de parasitemia dos animais tratades c¢om  soro
absorvido. com formas epimastigotas integras ou lisadas (20 e 100
Ag/ml), apresentaram-se préximas entre si, sendo estas signifi-
cativamente diferentes das apresentadas pelos CI e CN, o que evi-
dencia a possibilidade de absorgao parcial dos anticorpos gue con-

trolam a parasitemia.
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A proximidade entre a curva de parasitemia dos animais tra
tados com soro absorvido com formas integras e lisadas, sugere que
os anticorpos que controlam a parasitemia.seriam voltados contra
determinantes antigénicos, presentes na superficie das formas
epimastigotas. Por outro lado, o fato de nao haver diferengas nos
niveis parasitémicos apresentados pelos animais tratados com soro
absorvido com 20 ou 100 sg/ml de EBTC, indica que estes anticor-
pos nao foram totalmente absorvidos, n&o em virtude da utiliza-
gdo de dose insuficiente de antigeno, mas provavelmente, pela
auséncigxnas formas epimastigotas de determinantes antigénicos aos
quais eram voltados. Essa observagac leva-nos a teorizar gque o con
trole da parasitemia seria realizado por ao mencos dois tipos de
anticorpos, um dos quais, dirigido contra determinantes presen-
tes nas formas epimastigotas;

A mortalidade apresentada pelos animais transfundidos
com soros absorvidos com formas amastigotas foi similar a do CI
até o 23e dia de infeccdo (Fig. 9). Entretanto, ao final do pe-
riodo/ de observacao (30 dias), somente 10% dos animais encontra-
vam-se vivos, enguanto a sobrevida nos grupos controles (CI) era
de 40%. Diferengas significativas (< 0,001) foram observadas emn
relacao aos picos parasitémicos apresentados pelos animais tra-—
tados com soro absorvido e nSo absorvido (Fig. 12), sugerindo gque
0s anticorpos gue con&rolam a parasitemia reagem com determinan-
tes antigénicos presentes na superficie destas formas. Como nas
reagoes de imunofluorescéncia demonstrou-se que a absorgao com
formas amastigotas negativa as reagoes para as formas epimasti-
gotas, é de se supor que, os anticorpos que reagem cecm as formas
amastigotas e participam no controle da parasitemia, sejam agque-
les que reagem cruzadamente com as formas epimastigotas.

Alteracoes a nivel de parasitemia e mortalidade foram



observadas em animais tratédos com soro absorvido com formas
tripomastigotas sanguicolas integras (Fig. 8), lisadas ou formo-
1adas, sendo estas capazes de retirar tanto os anticorpos que
controlam a mortalidade, quanto os gue controlam a parasitemia

(Fig. 11). Este fato, indica a presenga na superficie de formas

tripomastigotas sanguicolas, de determinantes antigénicos esti~
veis a agdo do formol e capazes de absorver anticorpos proteto-
res.,

No entanto, guando nas absorgoes foram usadas formas

tripomastigotas integras provenientes de cultura de tecido, ob~
tivemos somente absorcio parcial dos anticorpos gue controlam a pa
rasitemia e a mortalidade. Porém, se as mesmas formas eram uti-
lizadas lisadas, a absorgao observada era correspondente a apre-
sentada pelas formas sanéuicolas; o que indica que os determinan-
tes antigénicos capazes de absorver os anticorpos protetores en-
contram—-se presentes também nas formas provenientes de cultura
de tecido. Todavia, estes estariam provavelmente, distribuidos
/

& —~ . .
em mener concentragao na superficie do parasito ou de forma menos

acessivel ao reconhecimento pelo anticorpo.

A andlise dos picos parasiteémicos obtidos dos animais
tratados com soro absorvido com formas epimastigota, tripomasti-
gota sanguicola ou amastigota, sugerem que diferentes ant icorpos
pederiam estar envolvidos no controle da parasitemia. Alguns

desses anticorpos reagiriam cruzadamente com estas 3 formas, en-
quanto gue outros, seriam especificamente dirigidos contra formas
tripomastigotas sanguicolas.

Durante a realizacdo dos testes de protegao com oOs Sores
anti-TS dos diferentes periodos, verificamos que a atividade pro-
tetora dos mesmos, era maxima na 62 semana, decaindo na 82 sema-

na de infecgdo. No entanto, testes de protegdo (dados nao apre-
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sentados) com soros obtidos apos 1, 2 ou 3 semanas da inoculagdo

de 103 TS formolados camundongos infectades a 62 semana (102

TS),
mostrou gue estes soros apresentavam atividade protetora supe-
rior a aquela exercida pelo soro anti-TS da 82 semana e similar
a do anti~-TS 62 semana.

Estes resultados sugerem que o tratamento com formol nao
alteraria a atividade imunogénica dos determinantes antigenicos
envolvidos no controle da parasitemia e mortalidade.

Contudo, nao podemos descartar a possibilidade de que a
manutenééb do titulo de anticorpos seja decorrente de um estimulo
inespecifico.

No presente trabalho, mostramos que a cepa ¥ quandc man-
tida em cultura de células ocasiona niveis parasitémicos simila-
res aos encontrados em camundongos inoculados com formas  tripo-
mastigotas sanguicolas, porém, a mortalidade dos animais inocu;
lados com TC € significativamente inferior a apresentada pelos ani
mais inoculados com TS. A pesguisa de anticorpoes protetores, in-
duzidbs pelas formas TC, indicou baixa protegac gquanto a morta-
lidade e auséncia de controle dos niveis parasitemicos gquande com-
parados com os resultados obtides com o sorc anti-TS da 62 semana
No entanto, nao podemos afirmar que as formas TC nao induzam a
formagdo de anticcrpos protetores; visto que, verificamos que
camundongos CBA e S_‘ﬂa\ri;':.s(?'2 ) inoculados com.iOS TC e reinfectados
apés 4 ou 6 semanas com 105 TS nd¢ apresentavam niveis parasité-
micos ou mortalidade no pericdo de 30 dias, Este fato, pode

sugerir gque a dose de 102 TC utilizada na obtencao dos anti-soros

induziria em camundongos F1, baixa concentracgao de anticorpos pro-
tetores nos periodos observados. Por outro lado, nao podemos di-
zer que a protegdo na Doenga de Chagas Experimental, deva-se ape-

nas a presenga de anticorpos, desde gue, experimentos com celu-
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1ag (1317, )

tem demonstrado a participagdo das mesmas.
A analise dos trabalhos qgue investigam a protegio nesta
doenca, sugerem gque ela seria dependente da interrelagac dos fa-

92
( ) demonstrou

tores humorais e celulares. Neste sentido, SCOTT
que células T interagem com células B, auxiliando a produgdo de
anticorpos anti-T. cruzi. No entanto, como a investigégéo ne pre-
sente trabalho nao foi dirigida neste sentido, nao dispomos de
dados gue nos permitam correlacionar e/ou discutir o enveolvimen-
to desses fatores na sintese de anticorpos protetores pela in-
fecgao poé formas TS ou TC.

Contudo, nosscs resultados demonstram dque ©s determi-~
nantes antigénicos envolvidos na produgdo de anticorpos. proteto-

res, na cepa Y, estariam presentes preferencialmente na superfi-

cie das formas tripomastigotas sanguicolas.
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CONCLUSOES

1. Diferencas significativas foram observadas em relagao a virulén
cia ((mortalidade ) ' das formas tripomastigotas san-

guicolas e as obtidas em cultura de tecido, para camundongos

IS
}

CBA.

1.1 - A mortalidade dos animais infectados com tripomastigotas
sanguicolas foi significativamente superior a observada pe-

la infecgdoc com tripomastigotas de cultura.

1.2 - 0s niveis parasitémicos dos animais inoculades com formas

TC e TS nao apresentaram diferencas significativas.

/
/

1.3 -~ Nao houve diferencgas significativas nos niveis parasitemi-
cos e mortalidade dos animais inoculados com forma TC ob-

tida apds 1, 3 ou 5 semanas de cultura em células Hela.

.

1.4 - A baixa viruléncia (mortalidade)apresentada pelas formas TC
"foi reversivel pela passagem destas em camundongos.
‘\
2. A atividade protetora (controle parasitemia e mortalidade)

dos sorcs anti-TS e anti-TC apresentaram-se significativamen-

te diferentes.
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2.2

2.3

Os soros anti-TS da 42, 62 e 82 semana foram capazes de con
trolar similarmente a parasitemia, sendo esta significativa-
mente inferior a apresentada pelos animais tratados com soro

normal.

Os soros anti-TC, 42, 62 e 82 semana, mostraram-se incapazes
de contreolar a parasitemia, apresentando niveis parasitémi-
cos similares aos encontrados nos animais tratados com soro

normatl.

Os soros anti-TS e anti-TC mostraram-se similares guanto a ca
pacidade de controlar a mortalidade guandc obtidos na @ 42

ou 82 semana de infecgao.

Diferengas significativas no controle da mortalidade foram
observadas nos animais tratados pelo sorc anti-TS e anti-

-TC da 692 semana.

2.5 - Maior atividade protetora, entre os soros por nds testados,

foi obtida pela transfusao do sorc anti-TS da 62 semana.

3. A andlise dos picos parasitémicos dos animais tratados com so-

.

ros absorvidecs com as diferentes formas do parasito, sugerem

gue os anticorpos especificos das formas tripomastigotas e an-

3.1

ticorpos que reagem cruzadamente com as demais formas evoluti-

vas, estariam envolvidos no controle da parasitemia,

Os animais tratados com soro absorvido com formas +tripomas-
- L4 -
tigotas sangulicolas, apresentaram porcentagem de mortalidade

similar aco do grupo tratadeo com sorc normal,

50



3.2 - Diferengas na capacidade de absorgao dos anticorpos protetores

foram observadas entre as formas TS e TC.

3.3 - Os anticorpos protetores (parasitemia e mortalidade) seriam

dirigidos preferencialmente contra determinantes antigénicos

presentes nas formas TS.
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