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INTRODUCAD

I

Estd descrito na literatura, que por volta de 2@ milhies de pes-
soas na América Latina apresentam reagoes soroldgicas positivas para o
parasita Trypanosoma cruzi, que € o agente etiolrngico responsavel pela
doenga de Chagas (Carlos Chagas, 1909). Além disso, tem sido estimado
uma Incidéncia desta doencga em 800.000 novos casos por ano  (Kierszen-
baum, i98%). 0 Trypanosoma cruzi € um protozoario, que se acha distri-
buido desde = reaifo centro-sul dos Estados Unidos ate as AMEr 1CAS
Central & do Sul.

Ewiste um ciclo de transmissio natural do parasita entre os ani-—
mais silvestre, o qual & transmitido acidentalmente ao homem, aty aves
da picada de insetos do género Triatoma portadores do parasita no tra-
to digestivo. Quando inoculado no homen desenvolve praincipalmente sin-
tomas cranicos na chamada Tripanosomiase Sul Americana, tambem conhe-
cida como doenga de Chagas. Na fase crionica a doenga se manifesta  por
miocardites e sindrome dos megas em esofago, colon e outras regines do
sistema gastro—intestinal. Programas de profilaxia da doenga de Chagas
tem-se tundamentado basicamente no interesse de controlar o vetor des—

ta infeccio (Brener, 1i98465. Ds programas politicos-socials de elimina-

cao dos Triatomideos Lém ocasionado operagnes desastrosas com O uso de
inaseticidtas, e o0 one oo ECimento de cepas do parasiita mais eunistentes,
além o140 ocasionam o desequilibrio ecoldgico & =& migragan territo-

Fial destes insetos para outras areas onde a infeceao se manifesta com

alta viruléncra.



Diante de tais fatos, podemos enfatizar a idéia que existem inume-
ras razoes em se valorizar as pesquisas, que envolvem os mecanismos da
resposta imune ao T.cruzi, os meios de escape desenvolvido pelo para-
sita, bem como o0s processos gerais de imunizacao contra o parasita,
como uma importante alternativa no controle da doenga de Chagas (Bre-
ner, 1986).

Entretanto, sabe-se que numerosos pesquisadores tém encontrado
obstaculos, para o desenvolvimento de esquemas de vacinagao, pPara pro-
teger da doengca de Chagas milhares de pessoas, gque atualmente habitam
areas endémicas € sio portanto tidas como populagies de risco. Estas
dificuldades estio fundamentadas inicialmente pela presenga de um
grande mosaico antigénico, que o parasita apresenta ao sistema imuno-
legico do seu hospedeiro. As diferengas funcionais, o polimorfismo e
as caracteristica isoenzimaticas de varias cepas de T.cruzi, eviden-
ciam a complexidade das populagies deste parasita. 0 encontro destas
grandes ditferencas sugeriu a autores ser o T.cruzi um grande complexo
de colegao de_organismos, os quais frequentemente existem como popula-
¢coes heterogénias, dentro de um equilibrio dinamico (Morel et alii,
1986). Dutras dificuldades estfo relacionadas aos diferentes mecanis-
mos imunopatoldgicos desenvolvidos durante as varias fases da infec-
Ca0.

Inicialmente, pos a forma tripomastigota penetrar em um individuo,
ocorre um periodo de incubagio geralmente assintomatico. Nesta fase, o
parasita penetra e se multiplica em células do sistema fagocitico mo-

nonuclear, e outras células apresentadoras de antigenos nao pertencen-

tes a este sistema.



A fase aguda, que precede a primeira fase geralmente € sintomatica
e algumas vezes acompanhada por um pequeno numero de dbitos, sendo
principalmete atribuidos a deficiéncias cardiacas. Pode também ocorrer
neste periodo, complicagies bronco-pulmonares ou neuroldgicas.

0 periodo que precede a dissiminac8o do parasita, apresenta-se com
manifestagtbes locais, devido a penetragfo do T.cruzi na conjuntiva,
ocorrendo o sinal Romafa, ou na pele formando o Chagoma de Inoculagfo.
Neste local de penetragao € desenvolvido um processo inflamatdrio agu-
do

A fase aguda da infecgio € caracterizada por uma alta parasitemia,
onde as formas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas no inte-
rior das celulas do sistema fagocitico, e caem na circulagio sangui-
nea. Esta interiorizagdo do tripanossoma na célula fagocitica, ainda €
un  assunto discutivel, necessitando maiores esclarecimentos (Brener
~-Rewv, 1980). Entretanto, conhece-se que o0 tripanossoma escapa a agio
dos fagossomas, multiplicando~se e ocasionando uma ruptura na membrana
celular, dando origem a uma rapida disseminagio da infec¢io. & predo-
minancia de macrofagos em grandes quantidades em orgdos tais como: ba-
go, medula e etc., tem sido relacionada ao tropismo das diferentes ce-
pas estudadas (Melo et al, 1978).

Apiis 0 periodo da fase aguda surge um periodo, que se caracteriza
predominantemente em uma diminuicio da parasitemia na circulagio peri-
fer ica designado como fase indeterminada. Assim os individuos que so-
brevivem a estas fases iniciais, evoluem para uma fase cronica,, a qual
pode manter—-se assintomatica indefinidamente.

Atualmente, apesar dos conhecimentos advindos das pesquisas  €n

doenga  de Chagas persiste a idéia, segundo Almeida Prado (19597, que



eviste um "elo perdido’ entre a fase aguda e a fase cronica dentro  da
histdria natural da doenca. A vasta literatura, que se desenvolveu nos
ilt imos tempos sobre a doenca, em todo seu conjunto mostra que os re-
sultados descritos s3o por muitas vezes contraditdrios, desconhecendo-
se os diversos mecanismos bioldgicos associados a infecgdo e a patoge-
nia da doenga.

Foi inicialmente no periodo da fase crdnica da infec¢lo, que s€
fizeram as primeiras descrigoes histopatoldgicas, atraveés dos traba-
lhos de Vianna (1911), onde se mostravam degeneracoes de células ndo
infectadas, apods ruptura de células vizinhas infectadas. Trabalhos re-
centes revelam, atraves de analises histopatoldgicas, que a fase cr -
nica estd associada a frequentes processos inflamatarios, acompanhados
por completa destruicio miocardial, com presenca de fibroses (Tafuri,
19855

£ portanto na fase crénica, que vAo se desenvolver as miocardites
chagdsicas, megaesnfago € megacolon com presenga de infiltrados infla-
matdrios cronicos e fibrose intersticial, seguidos de processos dege-
nerativos de células musculares com grande frequéncia. E preferencial-
mente na fase créanica, que os processos inflamatdrios tornam—se alta-
mente progressivos. Em geral, sio descritos que os focos inflamatarios
estao inicialmente confinados aos focos com presenca de parasitas, mas
observou-se em outras fases da infecgho, que estes focos estao disse-
minados envolvendo fibras musculares nao parasitadas. Mais recentemen-—
te tem sido observado também, que ocorrem processos inflamatorios em
alaumas regines de tecidos, com desenvolvimento de fibroses na ausen-—

cia completa de parasitas (Andrade, 1983).



0 fenfmeno da disseminagho de infiltrados na auséncia de parasi-—
tas, tem sido relacionado com a resposta imune as celulas do hospedei-
ro, modificadas pela adsor¢io passiva de antigenos (Hudson et al ,
i982y. Por outro lado, poderia estar ocorrendo uma manifestagao do
sistema imunoldgico, através do fendmeno de autoimunidade, ou seja &
inducio de anticorpos especificos antigenos das proprias células do
hospedeiro. Entretanto, a autoimunidade € um aspecto muito polémico na
doenca de Chagas, pois sabe-se que individuos chagasicos desenvolven
ant icorpos especificos a laminina (Szarfman, 1982), € que a heteroge-
neidade antigénica do T.cruzi é responsavel por inmeras reagies Cru-
=adas com varias moléculas (Hudson, 198535).

Por inimeras razdes tem sido abordada a importd@ncia ou ndo da au-
toimunidade para antigenos de tecidos em Chagas (Kierszenbaum, 1986).
Discute-se quais seriam os verdadeiros fendmenos biologicos responsa-
veic pelas lesbes progressivas durante a evolugdao da doenga. varias
observacmes sugerem a possibilidade de existir uma autoreatividade da
imunidade mediada por células nos processos de miocardites.

Estudos mostraram que linfdcitos de pacientes chagdsicos em cultu-
ra, apresentam citotoxicidade contra células alogeneicas do coragao
(Teixeira et al , 1i978), e ao lado destas observachies, animais Imuni-
~ados com parasitas mortos também apresentam alteragies histopatoldgi-
cas semelhantes aos animais infectados, indicando a nao necessidade de
adguirir =a infecgio, para manifestar os sintomas da doenga (Teixeira
et al , i975).

Portanto, €& extremamente complexo se estabelecer metas definidas,
para que se possa utilizar medidas itmunoprofilaticas a infecgao por
T.cruzi, Ja que shao contraditarias as propostas dos mecanismos respon-

saveis pelos fencmenos patogenicos presentes.



Ha quase meio século foi levantada a primeira hipidtese de que a
patogenia miocardial poderia ser uma reagao alergica, causada por pro-
dutos do parasita (Magarinos, 1929), e mais tarde foi mencionado como
um provavel fendmeno aleérgico (Chagas, 1934).

Outras propostas tedricas surgiram na tentativa de explicar os me-
canismos lesivos na doenga de Chagas, associando-os ainda a fendmenos
alérgicos (Torres, 1941). Logo apds, surgiram na literatura publicagie
cientificas do mesmo grupo, quando extratos de T.cruzi eram inoculados
em macacos, usando um esquema tipo dose sensibilizante por via endove-
nosa € dose desencadeante, diretamente nos tecidos examinados; a‘pleu—
Fa e o miocardio. Estes autores obtiveram como resultado lesies infla-

mat Srias semelhantes as lesoes encontradas em chagasicos & foram reco-

nhecidas como lestes hiperérgicas (Muniz et al, 1947).
¢

Outros autores mostraram fensmenos durante a infecgdo, que em di-
ferentes aspectos eram associados aos fenfmenos alérgicos. Observaram
os tipos de reacgres, gque se desenvolviam na pele, quando injetavam ex-
tratos ou indculo de T.cruzi (Mazza et alii, 1936). Mais tarde, foram
analisadas a natureza histopatoldgica das reagies cutaneas provocadas
em chagasicos, injetando na pele lisados de T.cruzi. Estas reagoes fo-
ram sugeridas como reagoes alérgicas (Mazza et al, 1943).

Tambeém foram feitos estudos sobre o fenémeno do Sinal de Romafa, €
detectaram que tanto o T.cruzi, gquanto a saliva dos Triatomideos ti-
nham =acio sensibilizante e poderiam determinar edema palpebral de
iguais dimensaes tegumentares. Estas rea¢des no tecido poderiam favo-

FECEr a penetragao do pérasita, através do tegumento (Lumbreras et

alii, 199%9).



Atualmente, varios autores tem relacionado a patogenia das lesfes
chagasicas a fenomenos do tipo hipersensibilidade retardada (Santos-
Buch et al, 1974). Tem sido descrito que nas infecgfes crénicas onde &
escasso o parasitismo, a inflamagio local € responsavel pela destrii-
¢do das fibras cardiacas, com consequentes liberagées de auto-ant ige—-
nos, o0s quais provavelmente seriam responsaveis pela reacio de hiper-
sensibilidade retardada contra o miocardio (Ribeiro dos Santos et al,
1985) .

Além dos fendmenos de hipersensibilidade nas cardiopatias, ha tra-
balhos sugerindo gue o edema palpebral e os Chagomas de Inoculacio,
também possam estar envolvidos por estes mecanismos (Teiveira et al,
1978). Tambem, nas infecedes experimentais em camundongos ocorrem fe-
némenos do tipo hipersensibilidade em periodos tardios na infeccS0 in-
duzidos por adjuvantes e vacinas (Abrahamsohn et alii, 1983).

0 camundongo tem sido utilizado amplamente em pesquisa, por Ser um
modelo bioldgico que representa aspectos clinicos e patoldgicos, seme-
lhantes aos ocorridos nas infecedes humanas, desenvolvendo similarida-—
des na fase aguda e crinica da infec¢fo. Pode-se veriticar caracteris-
ticas bem marcantes na infec¢do, quando s8o utilizadas linhagens iso-
génicas de camundongos, com diferentes graus de resistencia e suscep-
tibilidade, como a linhagem do camundongo CBA/J a qual € altamente
suscept ivel guando infectadas com pequeno nimero de parasitas da cCepa
Ti ou seja 10¢ formas. Entretanto esta mesma Cepa, COm 0O MESMO NUMEFO
de formas inoculadas € pouco virulenta ﬁara a linhagem CS57B1/1¢ (Cor-
sini et alii, 198@). As variagdes da resisténcia a infeccio entre as
linhagens de camundongos 1sogénicos, tém sido correlacionadas a capa-

cidade do animal desenvolver uma adequada resposta imune ao parasita



(Kierszenbaum et al, 1976; Krettli et al, 1976; Trischman et alii,
1978) .

A participacadao do sistema imunoldgico na defesa do hospedeiro ao
parasita se faz inicialmente com um arsenal de células, que trabalham
dentro de um sistema fundamental de cooperagao. Nos hospedeiros verte-
brados sabemos que as células do sistema macrofagicos 30 as primeiras
populacies celulares a entrar em contato com o tripanossoma (Wirth et
al, 1984). Entretanto, os mecanismos de penetrag@o e a funglo exata
das celulas macrofagicas nio est3o bem elucidados (Brener, 198@; Piras
et alii, 1983; Carvalho et alii, 1985).

Uma segunda populaclo de células, gque tem um importante papel na
infeccio sfo os linfédcitos, os quais participam das interagies celula-
res com importantes papéis efetores (Reed, 198@).

Outras populaghes de células fagociticas tém sido indicadas como
importantes na vigilancia imunolagica durante a infecgRo, uma ver que
destroem formas infectantes nos hospedeiros vertebrados tanto “in  vi-
tro” (Kierszenbaum et alii, 1974). Recentes estudos mostraram evidén-—
cias da susceptibilidade de formas sanguineas de T.cruzi associadas 2
fentmenos tipo citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC),
med iados por diversos tipos celulares, inclusive o eosindfilo (Kiers-
senbaum, 1979 Kierszenbaum et al, 1980- Kipnis et alii, 198i; Kiers-
zenbaum et al, 1986). Tem sido sugerido, que o0s eosinofilos exercem
uma atividade citotdxica fundamental na infec¢lo chagasica, diferente
ao que se pensava ter esta atividade a célula T "Killer  (Sanderson, et

Il

alii, 1977%).

A informacres sobre o quadro eosinofilico na doenga de Chagas

ainda 30 limitadas. Um dos primeiros trabalhos sdbre este aspecto



mostrou presenga de eosinofilia no ultimo estagio da fase aguda da in-
tecgdo (Dias, 19412).

Foi analisada a eosinopdiese em linhagens de camundongos suscepti-
veis e resistentes 2 infeccio mostrando que ha diferencas entre as
duas 1inhagens infectadas. Em geral, o nivel de eosindfilos aumenta na
fase aguda e permanece pouco aumentado na fase cronica, entretanto
sendo maior este aumento na linhagem susceptivel (Rowland et al,

1983 .
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Apesar de atualmente nlRo serem mencionados niveis alterados de eo-
sindfilo no sangue periférico de chagasicos, ou em animais (Repka et
alii, 1i985), tem—se verificado em cortes histoldgicos do miocardio hu-
mano (originado de um dbito com miocardite chagasica aguda) um intenso
exsudato de células mononucleares repleto de granulccitos eosinofilo.
Neste caso, as células cardiacas sofrem fendmenos agressivos, obser-
vando-se fusies com as membranas dos eosindfilos, sugerindo um estado
de agressio destas células as cardiacas, nas fase aguda da doenga (Ta-
furi et alii, 1983).

Estudos "in vitro®” com modelo de eosindfilo de camundongo, sugerem
que os mecanismos de citotoxicidade desta célula seriam também respon-
saveis "in situ” pela destruiglo tecidual, através de interagies dos
ant icorpos com os antigenos de T.cruzi exibidos na superficie das cé-
lulas cardiacas (Lopes et al, 1983). ¢

Sabe~se perfeitamente que um dos principais fatores gquimiotaticos
do eosindfilo ¢ +ator guimiotatico para eosindfilo—anafilatico (EQF-
A), liberado pelo mastocito. € conhecido também, gque a concentracido de
histamina € um fator importante na atividade quimiotatica do eosinofi-
lo (Clark et alii, 1977).

Em exames histopatoldgicos na doenga de Chagas frequentemente in-
dicavam um aumento consideravel de mastdcitos. Em camundongos cranica-
mente infectados foram encontrados na pele, no local da reinotulacio,
um grande aglomerado de mastacitos (Menezes et al, 1985). Outros auto-
res estudando as lestes produzidas pelo T.cruzi nos plexos de Meissner
e Auerbach, no integtino de camundongo, observaram que durante a fase
crinica os fenfmenos.inflamatdrios dos tecidos parasitarios eram acom—

panhados por uma grande mastocitose, sendo verificado tambem um grancde
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numero de mastacitos na muscular do intestino destes animais (Tafuri
et al, 1967), e na muscular propria do esifago em pacientes chagasicos
cranicos (Tafuri et alii, 1971). Foi observado por estes autores, que
em geral a mastocitose se apresentava difusa, e portanto nio acompa-
nhavam os pontos inflamatarios em atividade na musculatura.

Verificou-se também um aumento de mastdcito na miocardites chaga-
sicas, constatando-se que quanto maior fosse a miocardite, havia uma
maior mastocitose. Embora a distribuigio dos mastidcitos no tecido car-
diaco niao apresentasse uniforme, foi encontrado um maior nimero desta
celula nos focos inflamatdrios do miocardio (Almeida et alii,i975).

A quantificacgio do numero de mastdcitos na musculatura do esffago-
de chagasicos cranicos, mostrou que 0% MEsSMOS se apresentavam aumenta-
dos (Pereira, 1972).

Os mastacitos est@o altamente nos tecidos das espécies mnamarias,
derivam do sistema de celulas indiferenciadas da medula ossea (Denburg
et alii, 1980), e sua diferenciagao ocorre sob a influéncia de um fa-
tor derivado do linfacito T; fator de crescimento do masticito ( MCGF)
(Kitamura et alii, 1i981). Se caracterizam por possuirem matriz cito-
plasmatica, granulos com uma grande variedade de mediadores farmacolo-
gicos neo ou pré-formados, com intensa atividade bioldgica, tais como;
histamina, serotonina, heparina, enzimas proteoliticas, fatores qui-
miotdt icos para neutrafilos € eosinagfilos, e etc.

Em geral, o teor desses mediadores variam com as diferentes sub-
populacioes destas células. Apesar do teor de histamina dos mastocitos
dentro de uma mesma espécie se variavel, e depender da maturagdo celu-
lar (Ishizaka et alii, 1i977), o mastocito apresenta o maior estoque de

histamina nos tecidos das especies mamarias. 0 sey citoplasma, geral-
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mente acomoda de 5001000 granulos, os quais em presenca de estimulos
apropriados liberam o seu conteddo para o meio extra-celular.

Na especie humana, os mastdcitos si8c encontrados principalmente
nos tecidos conectivos, e estdo presentes em grande niumero na pele,
nos orgaos linfdides, medula dssea € na sub-mucosa dos trato-respira-
tirios e gastro-intestinais. Estfo principalmente situados nos tecidos
que contornam os vasos sanguineos. Em geral, as popula¢ies de mastaci-
tos apresentam dentro de uma mesma espécie caracteristicas distintas,
sendo diferentes imunolagica, morfoldgica,e citoquimicamente. Apresen—
tam variados teores de subtancias nos diversos estagios de diferencia-
Gao, levando a caracteristicas diferentes dos seus granulos (Pretlow
et al, i970iLee et alii - Rev.i985; Pearce, Rev,i1986).Existem hipote-
ses  que estas diversibilidades poderiam ser responsaveis pelas dife~
rentes manifestagoes da patogenia, que seguem as respostas bioldgicas
dos mastocitos (Kaliner et al, 1i980).

Na pele humana existem aproximadamente 10.000 mastdcitos/mm3, o
que estd provavelmente associado ao seu papel protetor, como barreira
para maioria dos microoganismos que ganham acesso aons orgaos internos
atraves da pele. Assim, 0s mastdcitos presentes na derme € Nas MUCOSAs
estdo presentes nesta primeira fase de detfesa, induzindo uma resposta
inflamataria junto ao sitio de penetracio do microorganismo.

Nos animais que ainda n3o tiveram um contato prévio com o parasi-
ta, e portanto nao desenvolveram um padr3o Imune de respostas especi-
ficas, a penetraglo do parasita na pele pode acionar mecanismos nao
imunologicos, ativando a via alternativa do complemento, gerando fra-
¢oes C3A, C4A e C5A (anafilatoxinas), as quais se fixam em receptores

dos mastdcitos, iniciando assim um processo de exocitose inespecifica.
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Entretanto, quando o animal teve um contato previo e em um segundo
contato com o parasita ou com seus antigenos, ao penetrar na pele es-—
tes antigenos interagem especificamente com determinados isotipos de
imunoglobulinas, presentes na superficie do mastdacito. Assim sera pro-
movida uma exocitose ou degranulagio desta célula & teremos umna reagao
anafilatica local.

Por outro lado sabe-se que os antigenos do parasita podem intera-
gir especificamente com algumas imunoglobulinas: lgG2, IgG4 e Igh, pa-
ra formarem imune—complexos, os quais ativam a via classica do comple-
mento e consequentemente promovem a formagao de anafilatoxinas.
Inicia~se ent8o um processo dindmico de reposi¢cao de células, estrutu-
ras moleculares e também o nimero de mastdcito na pele e nas mucosa €
aumentado, pela frequéncia de exposicao ao parasita e consequentemente
ampliacao dos processos inflamatorios.

A inflamagio € a imunidade sfo dois fendmenos que estao inter—-re-
lacionados. De fato, na maioria dos vertebrados os componentes imuno-
ldgicos sao elementos efetores no processo inflamatario. A participa=
¢ao da imunidade no fendmeno bioldgico da inflamagao representa uma
eficiente e efetiva resposta de defesa de um hospedeiro (Oppenheim,
198417 .

Tambem, fatores nao-imunologicos podem agir como adjuvantes dentro
de um processo inflamatdrio, podendo assim ampliar as reagoes imunolo—
gicas do hospedeiro.Entretanto, os efeitos dos mastacitos por exemplo;
na inflamacao estao associados a exocitose de seus granulos. A hista-
mina liberada por estas células participa efetivamente na inflamaglo.

Pesquisadores tém demonstrado o papel benéfico das reacoes anafi-

lat icas cuténeas passivas na neutralizacio de toxinas diftérias em si-
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tios da pele de animais infectados (Ishizaka et alii, 197@). Sabemos
também, que ocorrem processos de neutralizacio de toxinas bacterianas
em sitios da pele, € que o grau de neutralizagio estd associada ao
trabalho das intera¢ioes dos mastdcitos com a IgE(Steinberg et alii,
19745 .

Nos modelos experimentais descritos € possivel que certos antige-
nos microbianos sejam capazes de estimular a formagao de IgE no teci-
do, e portanto sensibilizar os mastdcitos da regido. Neste caso, o0s
ant igenos depositados na superficie das mucosas levam a processos de
degranulagao, liberando mediadores farmacoldgicos € proporcionando um
aumento da permeabilidade vascular, permitindo portanto a translocagio
de anticorpos do soro para o local, como também permitindo a passagem
de células que viBo participar efetivamente no processo inflamatadrio.
Sao portanto estas sequéncias de eventos, que produzem as Feagoes ana-
filaticas, as quais contribuem com um papel benéfico nos mecanismos de

defesa a varios patdgenos (Kay et alii, 1971).
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Sabemos que a produgfo de anticorpos especificos € um importante
fator na defesa do hospedeiro contra a infecgio a T.cruzi (Krettli,
Rev, 1983). Autores que analisam 0s padroes de respostas humorais de

camundongos durante a infecgfo0, concluiram que existe uma correlacio
inversa entre a habilidade do animal em produzir anticorpos € a sua
susceptibilidade a infecgao (Kierszenbaum et al, 1976).

fipesar de na fase aguda nao ser observado por alguns autores  um
aumento de IgGi (Scott et al, 1984), sabe-se que a classe lgl mantem-
se elevada durante toda a infeccfo em animais e também em humanos
(Brener, Rev,i1980). Tem sido desenvolvido estudos com 0 objetivo de
detectar a classe de anticorpo, a qual seria a responsavel pela prote-
c¢ao da infeccd8o no hospedeiro, e tendo-se verificado que em camundongo
a IgG2b confere uma prote¢lo parcial & infecglo(Takehara et alii,
i981) .

Apesar do propalado aumento de anticorpos anafilaticos em animais
& humanos infectados por helmintos, raramente encontramos um aumento
desges anticorpos, principalmente de IgE no soro de pacientes infecta-
dos por protozoarios parasitas (Radermecker et alii, i974). Em geral,
ns parasitas apresentam diferentes habilidades em potenciar a sintese-
de TgE e 0s mecanismos responsaveis por estas diferengas ainda sfo mal
elucidados. Pelo estudo das respostas em parasitas helminticos, tem-se
entendido que a indugio da resposta imunitaria do hospedeiro esta re-
lac ionada ao ciclo de vida do parasita, sendo a migragdo para os teci-
dos o principal fator para gque seja induzida uma bio-sintese de IgE.
Esta diferenga ocorre em helmintos que apresentam um ciclo de vida in-
teiramente confinado 2 luz intestinal (Dessaint, 1982).

Podemos dizer que sao inumeros € complexos os aspectos indutores

de respostas anafilaticas durante as interacres parasita—-hospedeiro.



16

830 conhecidos através da literatura duas classes principais de
anticorpos anafilaticos em diversas espécies: No homem os anticorpos
da classe IgE ou anticorpo reaginico, isolado por Ishizaka, € Ishizaka
e Johansson e Bennich independentemente em 19467, € parece ser comum a
todas as especies mamdarias, e representario dentro das reacghes anafi-
laticas um destaque especial, € o anticorpo da classe IgG, que depen-
dendo da especie apresenta atividades anafildaticas em suas diferentes
sub—-classes.

Em camundongos s3o produzidos tanto a IgG, como a IgE, sendo que a
7681 (lgGi)., € normalmente sintetizada em grandes quant idades, na or-
dem de mg/ml-especialmente apos um esquema de hiperimunizacao. Essa
imunoglobulina é termo estavel e induz reacio de PCA em pele homdloga,
apins um periodo de 2 horas de lat&ncia (Nussensweig et alii, 1964).

A IgE em geral & produzida em pequenas quantidades, sendo uma imo-
naglobulina termo-1abil persistindo na pele homdloga por dias, & indu-—
zindo reagao de PCA com um periodo de 72hs de laténcia (Mota et al,
1?2466 McCamish, 1967: Prouvost-Danon et al, 1967).

Estas duas classes de imunoglubulina tém a propriedade em comum de
se fixarem atraves da porg¢ao Fc em receptores especificos de células
como: mastacito, basdfilo, mondcito, macrdfago, eosindfilo, neutrafilo
e etc., & desempenham uma grande atividade bicoloaica, cooperando efe-
tivamente nas respostas imundgicas dos organismos no combate a i1nvasio
ou na manutengio da sua integridade organica. |

0 papel do baséfilo e do mastécito nas reagiies de hipersensibili-
dade imediata foi estabelecido no século XIX por Kanthact e Handy em
1834 e por Ehrlich em 1879, respectivamente. Em experiéncias "i1n wvi-

tro”, verificou—-se que o0s mecanismos de sensibilizacio dos mastdcitos,
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para 0% dois tipos de imunoglobulinas sao consideravelmente diferen-
tes. A IgE tem uma maior afinidade pelo receptor do mastdcito, € n3o &
removida por lavagem técnica (Prouvost-Danon, 1966), enquanto =a
IgGi(¥y se fimxa fracamente no receptor da célula, e pode ser removida
com lavagens. A IgGi induz degranulagfo através da formagEo prévia de
complexxos soluveis com o antigeno especifico (Prouvost-Danon, 1972) .
Estes fenomenos independem da presenca do complemento(Prouvost-Danon,
19685 .

No homem o papel da IgBG na liberacio de mediadores anafilaticos,
ainda s3o fenomenos que nao estiao bem elucidados. Sabe—-se que a IgG4
apresenta um papel no reconhecimento de alérgenos, mas a sua capacida-
de de induzir a liberaglo de histamina ainda € contestada. ,

Em animais de laboratdrio, em geral verifica-se que as respostas
de lgE & IgG nao sao paralelas. A dissociagdao entre estas duas respos-
tas € frequentemente observada, quando s8o utilizados determinados ad-
Juvantes, que oo favorecem a resposta para IgE, enquanto gque outros
sao excelentes indutores para as respostas de IgB. Estas dissociagoes
de respostas entre IghE e IgG, estlo relacionadas aos diferentes siste-
mas de cooperaghao, reguladas por linfdcitos T, que atuam atraveés de
fatores potenciadores ou supressivos das respostas de biossintese des-
tas imunoglobul inas (Ishizaka, 1985).

Em geral, os programas de pesquisas em imunoparasitologia nos 1l-
timos anos, tém—se concentrado com Qrande empenho nos estudos das es-
truturas derivadas dos parasitaﬁi visando o isolamento & caracteriza-
¢30 de antigenos, fato que tém contribuido para um maior desenvolvi-
mento da biologia das doengas parasitarias. Contudo, muitas vézes es-

tas invest igagoes ficam demasiadamente envolvidas nas atividades de
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moleéculas € dissociam-se um pouco do quadro anatomopatoldgico das in-
tecgdes. Diante de tal aspecto, a histdria natural da doenca de Chagas
tem—-se revelado como um modelo de estudo extremamente complexo,no qual
a compreensao mais global das interagdes hospedeiro-parasita. E, prin-
cipalmente nas infeceres Chagdsicas estas complexidades de interagies
tém atastado de certa forma as associagres dos mecanismos invest igados
com a patogénia da doenga. Baseados nestes fatos perduram os questio-
namentos de certos autores sobre quais seriam 0% mecanismos exatos
responsaveis pelo rompimento do equilfbrio.entre hospedeiro/parasita,
o qual ocorre principalmente na fase cronica, € qUEe SUFge com O apare-
cimento das cardiopatias graves e das peristalse (Tafuri, 1987).

Baseando—-se nos relatos que evideneiam os fendimenos alérgicos da
doen¢ga de Chagas (Magarinos, 1929), nota-se uma tendéncia especial nas
publicagidies cientificas, que o0s processos inflamatdrios e as lestes,
estariam associados a fendmenos de hipersensibilidade. Apesar de serem
desenvolvidas estas idéias no decorrer dos anos, complementando mais
evidéncias relacionadas a este fendmeno, nio foi possivel ter uma vi-
sao global dos fendmenos bioldgicos obtidos, 0s quais explicassem sa-
tisfatoriamente a maioria dos eventos bioldgicos.

# hipersensibilidade tipo retardada foi um evento inumeras vezes
citado como um dos Principails mecanismos responsaveis pelas lesoes
miocardiais. Complementando esta idéia sabemos que o mastocito € uma
célula.e¥etora essencial dentro do processo de hipersensibilidade re-
tardada (Askenase et al, 1983). Assim, constitui-se a reflexdo, que
estes sistemas de hipersensibilidade detectados na infecgao chagasica,
poder iam estar associados aos processos patologicos gerais, principal-
mente sabendo-se gque na realidade as reagoes de hipersensibilidade na

maioria das veres estlo inter-relacionadas e se complementam entre ©i.
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A grande quantidade de I9E nas parasitoses helminticas, apresenta-
se na maioria das vezes uma limitada especificidade aos antigenos des-
tes parasitas (Dessaint et alii, 1975; Rousseaux—-Prevost et alii,
i278; Ottesin et alii, 1i981i).

Tendo em vista o exposto acima, interessa-nos questionar se os ti-
tulos baixos deste isotipo de imunoglobulina (IgE), gque parecem ser
mantidos durante todo o processo infeccioso, poderiam portar uma alta
especificidade, suficientemente capaz de exercer atividades anafilati-
cas durante a infecclo.

Por outro lado tem—se observado na literatura pouca atenglo as
pesauisas das sub-classes de IgG com atividades anafilaticas talvez em
decorréncia ao maior enfoque dado pelos trabalhos dientificos no estu-
do da IgE. 0 estudo desse aspecto da IgG seria Justificavel conside-
rando~se principalmente que na espécie humana tem—-se indicios de que a
lab participa com duas sub-classes dentro do processo anafilatico.
Alem da IgG4 existe uma outra sub-classe, que € capaz de sensibilizar
a pele humana € sobretudo de primatas a (short-time-sensitizing
ant ibody) $.T.5.A., a qual apresenta esta atividade para muitos anti-
genos bacterianos (David, 1985).

Em sequénc{a a estas colocactes ficaria uma outra questio na in-
feccio de Chagas: Qual seria o verdadeiro papel do masticito diante de
todo o exposto acima?

Apesar das varias evidéncias dos possiveis mecanismos anafildaticos
associados a jnfeccﬁo chagasica, nunca foi comprovada experimentalmen-
te, de uma maneira efetiva, onde se pudesse correlacionar as celulas,

e sens produtos secretados nos eventos investigados.
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A proposta deste trabalho € sugerir a possibilidade que, entre os
varios tipos de hipersensibilidade que possam estar ocorrendo na in-
fecgio, haja uma participagio das reagfes anafildticas em algum perio-
do da fase aguda os quais poderiam ser responsaveis por diversos fend-
menos anatomo—patoldgicos.

Baseando—se nos fatos relatados sobre as reflexies do fenfmeno de
hipersensibilidade que foram descritos inicialmente a quase meio sécu-
lo passado, sera retomado o estudo do .fendmeno, apoide eEm uma inves-—
tigagio mais detalhada, com o auxilio de uma metodologia atualizada e
com o0s entendimentos modernos dos mecanismos basicos das reacoes de
hipersensibilidade. Assim, o presente trabalho tem como objetivo estu-
dar a cinética da producio de anticorpos anafilaticos em animais expe-
rimentais infectados por T.cruzi, através das reagies anafilaticas de
degranulacio ativas e passivas " in vitro® assim como também estudar a
participacio dos masticitos nos processos inflamatdrios desenvolvidos
em tecidos do mesentério, durante a fase aguda da infec¢do Chagasica.

Para este fim serfo investigadas paralelamente as respostas em ca-
mundongos isogénicos susceptiveis a infecglo (CBA/J) & moderadamente
resistentes (CS57BL/719), quando inoculados com baixas doses do parasi-

ta.
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MATERIAIS E METODOS

i. ANIMAIS

Foram wutilizados camundonaos isoaénicos. machos da linhagens
CBA/7J e C57B1/7160 , com 3 a 4 meses de 1dade.

Também foram utilizados camundonaos albinos (Swiss-55), femeas,
heterogenicos, com idades de 4 a 6 meses., sendo todos originados do
Biotério Central da UNICAMP & mantidos no biotério do Departamento de
Microbioloaia e LImunoloaira da UNICAMP.

Para o estudo da participacio do mastaocito e dos processos  In-—
fFlamatorios, $oram utilizados camundonaqos ftémeas das linhaaens CBA/J
e LY%/B1/1@ , com idades de 3 a 4 meses, originados do Biotério Central

da UNICAMP .

2. Trypanosoma cruzi — Infecciao experimental e obtencio de soros

Foram utilizadas cepa Y de Trypanosoma cruzi (Pereira da Silva
e Nussensweila. 19593)., altamente virulentas para camundondos e mantida
atraves de transterencia pPassiva SEemanals.

Lotes de camundongos CBA/J e CH%7B1/710 foram inoculados com 10@
formas do parasita subcutaneamente no dorso do animal € controlada a

parasitemia no He2 dia de infeccdo em analise de gota de sanque. Us so-
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ros de camundonaons CBA/J e CH7B1/1¢ 1noculados com T.cruzi, foram co-
letados em dias padronizados para todas as analises. Foram feitas pun-
coes do plexo retro-orbitral nos dias: 16, 15 e 20 apds a infeccio. €
foiu coletado na mesma reaifio o sangue de camundonao normal. aque cor-
reaspondey ao dia zero. Estes soros foram separados de acordo com  0s

respect 1vos grupos de animals e acondicionados em pool a -202 C
ate o momento do uso. Para as anal ises de laGi. aliquotas de soro fo-

ram préviamente inativadas pelo calor a 562C durante 4 horas de modo a

destruir a atividade relativa a lak.

3. ANTIGENOS - obtencio e andlises

Utilizaram-se antigenos obtidos das trés formas diferentes de

Tecruzi: epimastiaota. trirpomastigota ¢ amastiaota.

3.1 - Extrato de epimastigota

Os ant iaenos das formas epimastiqgotas foram obtidos através das
fracoes soluveis de extrato total originario de cultura de tormas epi-
mast igota em meio L1l (Liver Infusion lryptose), contendo um total de
5,0 x 100  tormas por ©.7%s do extrato. Este extrato foi tratﬁqo con
2—-mercaptoetanol 195mM, suspenso em solucao de salina ©,15M e preserva-

do a -2¢2(C até o momento de uso. Estes extratos apresentaram ativida-
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dee enzimatica sobre substratos sintéticos do tipo BANA (Benzoil L-~Ar-
ginitna Naftil Amida) e AFNE (acetil~-DL-Fenilalanina-2-Naftil.bkster)
segundo analise realizada de acordo com as indicacoes de Uriel (5975)

para determinacoes qualitativas.

d3.2 — Extrato de Tripomastlgota e de Amastigota

Formas sanauicolas do T.cruzi foram i1soladas de camundonaos €
transferidas assepticamente cultura em célula Hela. As duas formas:
tripomastiaota e amastiaota foram obtidas separadamente. atraves do
sobrenadante das culturas enriauecidas destas formas (¥ 90X de formas)
contendo 2.0 x 10? formas de tripo/ml & 5,0 3 1&’ formas de amast./ml.
APCs & separacao, 0s parasitas foram sonicados € suas rupturas foranm
controladas atraves da andalise microscopica. Estas aligquotas foranm
preservadas a —2¢ 0. Us extratos soluveis apresentaram atividades en-
zimatienaa anhre evbtratos sintéticos tipo BANA & AFNE.

U teor proteico dos extratos soluveis foi dosado empregando-se
o método de Lowry Modif.(Hartree, 1972) e os resultados obtidos se en-

contram no quadro abaixo:

Extratos solidveis | Al iquotas dos extratos | feor proteico/ug
—————————————————————— I e e e e i i s S s S P A b B S 5 B e e i e e l e . . s e e e e e e S e S e S
E = Epimastigota I img I 74 wugsprot.
T = Trirpomastigota I iml | r, 344 ug/prot.
A = Amastigota 1 iml | 344 ua/prot.
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4. IMUNESSOROS:

4.1 - Soro de rato anti- Fc de IgE de camundonao:

Fara estudar a concentracio de lak totais ao nivel da superfi-
cie dos mastocitos foir utilizado soro de rato anti-Fcg de camundonao
em uma diluicdo final 1/3.00¢, sendo utilizado como um controle técni-
co das reactoes anafildticas ativas.

kste imunessoro +oi especialmente doado por Annie Prouvost-al-
varez (lnstituto Pasteur - Paris), sendo obtido em ratos imunizados
COM SUCESSIVAsS InIecoes intra-peritoneals de 1.3 ua de lak monoclonal
ant 1~DNP (Liu et alii1, 41986) ¢ absorvido para obter anti-Fc. As anali-
ses previas, frente a mastdcitos de camundonaos normais deram indices
de dearanulacio em torno de 40% para diluicies de 1/5.060 (utilizando-

s¢ da reacao anatilatica ativa de mastacitos "in vitro™).

4.2 - Soro de camundongo anti-ovalbumina:

-Obtencdao de IqE e IgGi-

0 soro de camundongo contendo anticorpos da classe lak e iqui
ant i—ovalbumina +01 obtidordepartamento. utilizando-se o esauema de
imunIzacao em camundongo Swiss 55, 1soaénico (Collegae de France),
atraves de esquema de imunizacio, segundo recomendacio de Rnnie;Prau—

vost Alvarez — (comunicaciao pessoal ).
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Us camundonaos foram hiperimunizados com doses de 3¢ ug de
ovalbumina (Flein-Bochenica Heidelbera - Sx cristalizado Sewa). adsor-
vida em img de gel de Hidroxido de aluminio LAlI(DH)3D por animal, em
via subcutanea.

apcs 14 dias da dose imunizante inicial, foi  administrado um
reforeo do imundaeno. nas mesmas condicoes, € repetidas em um periodo
eauivalente de 1 mes. . (s animais foram sanarados em periodos varia-
vels., por puncoes do plexo retro-orbitral, € o soro coletado toi esto-
cado em aliquotas a -2¢ C. 0Os titulos dos i1munessoros foram obtidos
através das reacees de anafilaxia cuténea passiva (PLA) descrita por
Dvary € moditicada por Mota. L.e Wona (livary. 19%2;  Mota e Wona.
1969 )

Us imunessoros destinados & analise de lalGi foram aguecidos a
620 durante 4 horas antes de utilizados, obtendo-se reacnes de PCA em

titulo de 1/1.000 para laE e 1/10.00¢ para labi.

5. PREPARD DO EXTRATO DE CeELULA HELA:

Com a finalidade de servirem como controle dos extratos de tri-

po & amastigota, foram preparados extratos de cultura de celulas Hela.
-, ' s ’ . v

contendo em media 4,¢ x 1¢ celulas/ml. as quars foram sonicadas & sub-

met idas a analise do teor protéico. tendo sido verificado a presenca

de atividades enzimaticas seaundo as mesmas técnicas ia descritas an-

ter tormente. Us extratos foram preservados & 2=,
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6. ESTUDO DA PRODUCAD DE ANTICORPOS ANAFILATICOS ATRAVES DA REA-

CAO0 ANAFILATICA "IN VITRO" DE MASTOCITOS PERITONEAIS.

Obtencio de Mastocitos Peritoneais

Ubteve-se mastdcitos da cavidade peritoneal de camundonaos
Chasd e CE/B1/i¢ ., infectados com T.cruzi nos dias 10,45 e 20 apos @
infeccio e em camundonaos normais considerados como O dia zero. Masto-
citos peritoneals de camundonqos Sw]ss normais foram utglizados parsa
andlises de lak e laGl séricas das 1inhaaens CBA/J e cs7Bl1/16.

Utilizaram—se arupos de 1® animais por exper imento; 08 auals

foram sacrificados com éter sulfurico.

Nos camundongos normais ou infectados foram inoculados intra-
peritonealmente 2ml de meio RPMI - 1640 (Flow, Lab.Enaland) com aluta-
mina,sem antibidtico e sem bicarbonato de gadio, tamponado com Hepes
(Siama-USa) iemM/ml em pH 6.9. A0 serem 1noculados com O meio RPMI., os
camundongaos receberam uma leve massaqaemn abdominal. apads o gual o meio
(t 1,%ml) foi retiradb contendo células da cavidade peritoneal.

AS SUSPENSOEeSs gelulares foram lavadas duas vezes com 0 me 10
REPMT e centrifugadas durante 19 minutos a 1.500 rpm & temperatura am-
biente. U pool GE’cgJulaﬁ foi ressuspenso no mesmo meio. contendo  em
geral o correspondénte entre & ¥ 103 e O 105 mastocitos por camun-—

donao adulto. aue representam de 4 a HZ da populacao total das celulas

peritoneals.
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Para analise da Iak sérica foi acrescentado ao meio a partir
desta etapa, garamicina (0,94 ma/ml) e bicarbonato de sddio a ©.1% em
concentracio final. Yodo o procedimento teécnico para a analise de 1lgE

sérica foi fteito em condicoes estéereis sob fluxo laminar.

6.1 — Reacio Anafilatica Ativa de Mastocitos Peritoneais

"In Vitro®.

A reacio anatilatica ativa foi o método utilizado para wverifi-
cacfo da imunoalobulina lgE atravéz da dearanulacfo de mastacitos,

]

sensibilizados "in vivo , em camundonaos infectados por T.cruzi.

Foram realizados lavados peritoneais em lotes de camundongos
Ca/d e CS%7B1/10, nos dias 10, 1% e 20 apas a inoculacao. AS  SUSPeEn—
soes celulares contendo 2 x 1¢ células/ml foram distribuidas em pla-
cas de cultura de tecido (Cluster Castar — USA — 24 Wells), no volume

de 256 ul/poco e submetida a B.M.a 372C por 10 minutos, para estabili-

racgdo do sistema.
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Inducio da Degranulacdo

Com a finalidade de induzir a dearanulacio dos mastocitos. Fo-
ram adicionadns As suspensoes celulares, um total de 10 ug de erotei-
na/1® ul por poecn. correspondentes aos seauintes antlaenos: epimasti-
anta, tripomastigota e amastianta.

Para a solucio controle adicionou—-se a mesma concentracao de
proteina de extrato de célula Hela. Adicionou-se também 1@ ul de soro
ant i-Frg de camindonan a todas as suapenanes relinlares dn  testemunho
positivo em analise. Foi estabelecido um volume final de 300 uml a ca-
da solucao. Os sistemas foram incubados em B.M. a 3720 durante 1¢minu-

tos com uma leve agitacio.

Evidéncia da Dearanulacio

Para evidenciar a dearanulacio. os mastocitos peritoneails foram
corados especificamente com Azul de Urto. toluidina @.1% (solucio

aauosa), que foi adicionado ao sistema em volume de 30 ul a temperatu-

ra ambiente, de acordo com a formula seauinte:

@, 1% de Azul de Urto-toluidina (Merck)
19% de Formoldeido a 4@%
S0%  de Alcool Ftilicn

% de aAcido Acetico
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Contagem dos Mastocitos Degranulados:

0s pocos de reacio contendo as SUSPENSOES celulareslfOram exa-
minados ao microscopio invertido (Zeiss) onde foram contados os mastd-
citos normais & dearanulados. Foi calculada a percentagem de dearanu-
lacio apds estas células terem atingido a coloragio metacromatica, gue
as diferenciam dos demais tipos celulares. Contou-se um minimo de 100
e um maximo de 300 mastdcitos por exame.

A percentaaem de degranulacio espontanea. era no maximo 10% de
dearanulacio dentro dos padrioes normais técnicos. Estimou-se a deara-

nulacan espnntanea atraves das leituras dns testemunhos neraativos.

6.2 — Reacho Anafildtica Passiva de Mastocitos Peritoneais

“in vitro©.

Para analisar as imunoalobulinas anafilaticas, presentes no so-
Fo de animais infectados. e com especificidade a antiaenos de T.Ccruzi.

foi utilizada a reacfo anatilatica epassiva In vitro’.

6£.2.1 - Fstudo da Producio da IaE em Soro de Camandungos

Infectados:
Obtencio de mastacitos peritoneais normais:

Tode o procedimento exper imental foi feito sob condicoes esté-

1

Feis, em Fluxo laminar.
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Um arupn de 10 camundongos Swiss—55 pormais, fémeas., ftoram sa-
criticados com éter sulfirico e apds terem sido imersos em solucio al-
coanlica 70%. foram inoculados na cavidade peritonial 2ml de melo RP -
Ml~164¢® contendo glutamina & tamponado com snlucin.de Hepes 10mM/ml,
numa concentracdo final de @.5%Z. pH 6.9.

As suspensnes de celulas recolhidas da cavidade peritonial fo-
ram lavadas duas veres em meio RPM1 e centrifugadas a 1.590 rpm, du-
rante 1@ minutos. A seguir as células toram FESSUSPENSAS em meio RPMI
1640 contendo alutamina & aaramicina (©.04 ma/ml). € bicarbonato de

‘sddio, num pH &6,9. As suspensoes de células foram distribuidas em ali-

quotas de 250 ul em microtubos.
Sensibilizaci0 dos Mastocitos:

Sobre as suspensoes celulares foram adicionados 10 ul dos soros
anti~=T.cruzi, provenientes das linhaagens CBA/J e CH/7B1/71© . referentes
aons dias 10,15, 20 de infeccao € soros dos animars normats referentes
a0 dia zero. Foram adicionados 16 ul de soro anti-ovalbumina, sobre
suspensoes de células, que corresponderam aos testemunhos positivos.
Apns leve agitacio, as amostras foram levadas a uma estufa de incuba-

caA0 a 372 C com uma atmosfera de i@% de Cﬁd ., por um periodo de 4 a 5

-

horas.
Indugcio da Degranulacifo:

ApcSs a incubacfo as suspenscoes de celulas foram lavadas em melo

RPMI 164¢, livre de bicarbonato £ antibidtico & tamponado com Hepes
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1OmM, numa concentracio final de ©,59%,pH 6,9. As células foram ent&o
distribuidas em placas de cultura de tecido € mantidas durante 15 mi-

nutos a 378C em B.M., para estabilizacio da temperatura.
A reacio de degranulacio foi desencadeada pela adiclo de 10 ul
de ant (aenos das formas de T.cruzi contendo 1@ ua de proteina total.

a0 testemunho positivo adicionou~-se 1€ ul de solucao de ovalbumina co-

tendo 1¢ ug proteina total. Adicionou-se 1@ ug de proteina contidos em
190 ul de extrato de Hela, para os testemunhos neqat ivos da cultura.

As placas de cultura contendo as células, soros € 08 respecti-
vas ant iaenos. foram incubadas a 372C em B.M.. durante 2@ minutos € a
evidéncia da dearanulacio.. seauida da contaaem dos mastdcitos deara-

nulados e normails, seaundo descricao anterior.

b6.2.2 - Estudo da Producio da IgGi em Soro de Camundongos

Infectadns:

Para esta analise foram obtidos mastocitos peritoneais de camun-—

dongos normals, Swiss 5%, conforme descrito anteriormente (item 6.

Obtencio de Imune-Complexos:

Os imune—complexos foram preparados adicionando-se 1¢ ul de so-
ro anti-T.cruzi, previamente aquecidos, ou sorp anti-ovalbumina, e

1% ua de proteina de antigeno correspondendo a um liIgeiro EXCEss0. bEs—
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ta proporcio tem como modelo o padrio classico de reacao utilizado pe-

1o sistema Ovalbumina(Prouvost-Danon et alii, 1968). Esta solucao foi
colocada em B.M. a 372 durante 3 minutos. A mistura foi mantida a 372
C por mais um periodo de 3 minutos, quando se adicionou 1@ ul de soro

anti~-T.cruzi ao testemunho positivo. Us munessoros tiveram uma dilui-

cAn final de 1/3006.

Inducio da Dearanulacio:

Para aque ocorresse a reacan anatilstica foram loao apas adicio-
nados a cada experimento, aliauotas de células peritoneals de  Swiss
normais. permanecendo em contato durante um periodo de 3 minutos em
B.M. a 37e¢C. Terminado este periodo a reacao for interrompida com um
abaixamento da temperatura para @20, durante 10 minutos.

Para evidenciar os mastdcitos dearanulados ou n3o, e efetuar as
contagens dos dearanulados € normais, foi empregada a tecnica descrita

no item (6.1).

7. EXAME DO MESENTERIO

Para acompanhar a participacio do mastacito no processo  infla-

matdrio desenvolvido no mesentério durante a infeceao experimental por
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TeCcruzi. foram feitas analises histoloaicas do mesmo. colhendo—se o

material do seauinte modo:

Sacriticio do animal com €ter, abertura da cavidade abdominal e
retirado "in totum® do mesentério, o qual era lavado em solucdo
salina.

Estes animais correspondiam a camundongos das linhagens CBA/J e
CS7R1/10 . sacrificados nos dias 10, 15 e 20 apds a infeccdo € o ani-
mal normal correspondendo ao dia Z€ro.

Apds lavaaem, os mesentérios foram fixados em formol a 10X tam-
ponado em pH 7,2 por um periodo de 12 horas.

Apns este tempo, o mesentério for tratado em xilol, por um pe-
Fiodo de % minutos e em seauida passado por uma serie de alcoois de

¢
araus diferentes e retornados novamente para a solugao de xilol.

(s mesentér ios +oram colocados em imersio em solucdo de Azul de
Drto-toluidina a @,1% em um pH 4,6 durante 1 minuto.

Fraamentos de mesentério foram incluidos em paraftina, cortados
emn 5@} e corados em hematoxilina-eosina, para verificar presenca de
parasitas.

0s cartes foram colocados em montagens definittivas em Balsamo

do Canadza.

7.4 - Quantificacio dos mastacitos do mesentério de camundongos

normais e infectados por J.cruzi.
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7.i.1 - Quantificacio de Mastdcitos Situados no Tecido Conecti-

vo Peri-Vascular!:

0z mastacitos foram contados em 20 campos diferentes ao lonao
do tecido peri-vascular em arupos de & animais para cada dia de infec-
cho, correspondendo a uma area total de iémm*® /por animal. Foram con-
siderados dearanulados apenas os correspondentes a um ponto maximg de
dearanulacio, auando restou quase que somente o nudcleo integro da ce-

lula

7.4.2 — Quantificacio de Mastdcitos Situados no Tecido Conecti-

vo Inter-vascular:

Na regiio do tecido inter-vascular do mesentério, foi contada a
populacio de mastdcido nos camundongos CBA/J e C57B1/71@ , em um total

de 100 mastdcitos, e assim determinada a percentaaem de dearanulacio.

7.2 - Estudo do Infiltrado Inflamatdrio no Tecido Conectivo

Per i-vascular,e no Tecido Conectivo Inter-vascular.

Foi examinada ao longo da infec¢lo, a cinetica da evolugao dos

infiltrados celulares no mesentério das duas linhagens de camundongos
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CBAsJ e C57B1/10 , atraves da observacio de areas do tecido peri-vas-
cular e tecido conjuntivo inter-vascular em cortes corados pelo Azul

de Orto-toluidina a ©,1% em pH 4,6.

Foram atribuidos valores estimativos para a presenca de infil-
trados celulares nos tecidos, os quais representaram variacoes limites

de rero a 4 cruzes, contforme descrito a seauir:

=) ausente
(+) moderado
(++) alterado
(+++) aﬁmentado

(++++) intenso

Faram utilizados um total de seis animais diferentes para  cada

dia de infeccio.

8. ANALISES ESTATYSTICAS

Faoram Utilizadas anal ises comparativas entre os dados de ani-
mails de resisténcia moderada € animais susceptiveis a infeccdo para o
eatudo da producio dos anticorpos anafilaticos, atraves da aplicacao

L4 - - i J
da analise do auiaguadrado (X ) corrigido para a continuidade pela cor-

recin  de Yates. Sendo n=40@ e o numero de observacoes de cada arupo

jaual a 266.



a’ , -
X critico = 3,84 para p= 0,05

fic analises de cada experimento

isoladamente foram

ves de caleulos dos desvios padrfeas (1 ison, — 1968) .

36

feitas atra-



RESULTADOS
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i — Produc@3o de IgE total e especifica para antigenos de T.cruzi, dete
ctada ao nivel da superficie de mastdcitos, e sua comparacio entre

linhagens de camundongos:

A presenca de IgE na superficie de mastdcitos, foi estimada com
base nos dados da percentagem de degranulagio de mastdcitos perito-
neais de camundongos normais € infectados, tendo sido desencadeada a
degranulagio "in vitro® através da presen¢ga de antigenos isolados de
formas evolutivas de T.cruzi (Figuras 1, 2 ¢ 3 - 9953%35.

Quando observados 05 niveis percentuais de degranulacao dos masto-
citos dos testemunhos negativos espontidaneo) ou em presenca de antige-
nos de célula Hela nao infectadas, constatou-se que estas degranula-
¢oes atingiram indices basicos minimos, considerados portanto como es-
pontaneos. Esta observagdo foi verificada nas duas linhagens de camun-
dongos utilizadas. A degranulacgfio espontanea apresentou um limite de
10% de exocitose nas linhagens de camundongos (Tabela 1i).

Para caracterizar as imunoglobulinas do isotipo IgE, local izadas
nas superficie dos mastdcitos peritoneais normais € infectados, sensi-
bilizados "in vivo ™, foi utilizado o soro de rato anti_ Fc de IgE de
camundongo. P

Foi observado que de uma maneira geral os mastdcitos dos animais
normais € infectados, quando incubados com soro anti-Fc apresentaram
uma diminui¢ci0 no indice de exocitose ao longo da infecgiao (Figuré 3).
Isto veio sugerir a possibilidade de haver uma Supressao para,’sfntese
de IgE em geral, para 08 animais gue permaneceram normais no’ ambiente
do biotério, € para o0s animais infectados por T.cruzi, 0s quais apre-

sentaram em geral fendmeno com mais intensidade. (Tabela I) Entretan-
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FIGURA 1: MASIGCIID eeritoneal normal de camundongo CBA/J em meio RP-
MI-1940. Célula com superficie lisa e integra. Coloragio:
aruul de Orto-toluidina. (50@ x aumentado)
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FIGURA 2 @ Mastdécito eperitoneal dearanulado de camundongo CBA/J, em meio
RPMI-1940. Célula com =& superficie irregular. Coloragdo:

Azul de Orto-Toluidina. (5@ x aumentado).
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Figura 3 — Reag®o anafildatica ativa de mastdcitos "in vitro® a nivel
de IgE de superficie.

Legenda -

[WJ - Media aritmética de mastacitos de animais normais obtidos
concomitantemente aos animais dos dias 1@, 13, 20, apas a
infTecgio.

Bl - Mastdcitos de animais infectados.

TN = Testemunho negativo (espontaneo).

AE - Testemunho positivo (anti—-Fc de IgE)
E - Extrato soluvel de epimastigota.

T - Extrato solivel de tripamastigota.

& - Extrato soluvel de amastigota.

H - Extrato solivel de célula Hela.

"Cada barra representa a média aritmética +- desvio padriec de 12 ani-

MAE[S .
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TABELA i: Percentagem de degranulacfo de mastdcitos de camundongos normais
€ infectados com T.cruzi sensibilizados "in vivo" com IgE.

o B e e . e S S S S et S s o S S S S B S S i S5 B e S S e e S A4 S S S S e St A A D S S —

i e e g 1S S A S S S —

Dias de *| Mastocitos das | Test.neg. aAnt i—IgE | E T A | H
infecc20 | linh. de camu. | (espont.) %% | |

| | CBA N | 8 88 | 13 @ 7 | 4
| 1@ | CBA INF | 5 91 | -5 4 7 | 2
i i i i i

[ | CBA N I 7 77 [ 16 10 i8 1 44
| i3 | CBé& INF | 2 58 | 4 2 9 | Q@
| | | | |

| I CBA N I 74 | Q@ 8 8 | &
| 20 | CBA INF | o &2 i 9 13 22 | Q
| | | | |

i | CS57B1 N | 3 78 i &b 3 7 | 4
i i@ | CS7B1 INF | 5 77 ¢ | iz 3 ia | 7
i | | i |

| | C57B1 N | 3 75 | g8 6 7 | &
| 15 | C57B1 INF i | 54 | 16 15 13 | 8
| | { | |

| I CS57B1 N | & Qb | £4 10 i3 | p 5
| 20 I CS7B1 INF | 3 56 | & i2 5 { &
* - Fase aguda da infecgio

*#* — (Anti.IgE) - sistema anti—Fc de IgE de camundongo

a -~ Extrato soliuvel de epimastigota

b =~ Extrato soliuvel de tripomastigota

€ - Extrato soliuvel de amastigota

d - Extrato soluvel de célula Hela

Controles = testemunho negativo - (espontaneo)

testemunho positivo - (Anti~-Fe IgE>
- Valores representativos da media aritmética 12 animais, de trés experi-—

mentos -
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to; quando se calculou a média das exocitoses desencadeadas por soro
anti-Fc dos mastdcitos de animais normais, ou seja a média dos dias
10-15-20 normais, verificou-se que o indice de exocitose médio das
duas linhagens se equivaliam. Isto veio sugerir que em geral as duas
linhagens apresentavam um niumero semelhante de IgE na superficie dos
mastdcitos peritoneais normais (Figura 3). Observando as reagoes com
ant i-Fez nesta figura, verificamos que o CBA/J no inicio da infecgdo
12 dia apresentou um leve aumento de exocitose, para em seguida ter
uma acentuada diminuicHo no 152 dia mantendo em geral neste nivel de
exocitose até o 202 dia. A linhagem C57B1/1@ apresentou um declinio de
exocitose no 102 dia e até o 152 dia, semelhantemente ao CBA/J quando
foi mantido este nivel de exocitose até o 202 dia.

Foram observados, que os mastdcitos de animais normais e infecta-
dos, guando incubados com antigenos das formas evolutivas de T.cruzi
apresentaram em geral indices de exocitose baixos, com excessao do
CBA/J no 202 dia +frente a antigenos de amastigota. Também a 1linhagem
do C57B1/4@ apresentou no 152 dia um leve aumento da exocitose para
ant fgenos de epimastigota e tripomastigota.(Figura 3).

Com o objetivo de analisar as diferengas das respostas entre os
animais normais e infectados, € as diferengas das respostas entre as
duas linhagens de camundongos estudadas, foi realizado um estudo com-
parativo entre os indices percentuais de degranulagdo dos mastdacitos.
Conforme a tabela 2 - I, em geral n3o houve diferengas em relagio a
exocitose espontinea entre os animais normais € infectados.

Guando os mas£ﬁcit05 dos animais normais foram comparados com 08§
animais infectados nos dias equivalentes, e tratados com anti—IgE foi
observado que existe uma diferenga significativa no i8¢ dia nas duas

linkagens, e no 202 dia essa diferenca foi significativa somente para

linhagem C57B1/16.
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TABELA 2: ,

I: Dados comparativos da percentagem de degranulacio de mastocitos de ca
mundongos normais/infectados sensibilizados "in vivo™ com IgE.

B T T e ——

S TS Sk S S S e e S e e S S R MR WSS ik Mo e St PR e ey e e St Sate Saan s e S Sead Sw St s SEew M S S s Soan S S S S Sh San e S S e o e S S S LSS S S S Fe S e S S o - Saan St Swes Sams S S

Dias dex* | Mastdcitos | Test.neg Anti- | E E E I E
infecgdo | de linhagens| (espont) IgE | E T a | H
I camundongos | | |
16 i cBAN - INF | 8-5  88-91 | (13-5) 9-4  7-7 1  a-2
i5 I CBAN — INF | (7-2) (77-58) | (ié6—-4) (10-2) (i8-9) | ii-9
20 I CBAN - INF | &-5 74-62 | 9~9 8-13 (8-22) | 659
10 1| CSTBIN-INF | a-5  78-77 | é-12  a-8  7-12 1 a7
i5 I CS7BIN-INF | 35 (75-54) | (B-146) (6—15) 7-1i3 | 6-8
20 I CE7BIN-INF | 6-3 (96-56) | 1i-6 ie—-12 (43-5) | ii-6

IT: Dados comparativos da percentagem de degranulagio de m?stécitas de
camundongos normais € infectados sensibilizados "in vivo com IgE en-
tre as linhagens CBaA/S e CS57BL/1€©.

Dias dex*l Mastacitos | Test.neg. Anti— | E E E i E
infecgaol de linhagens | (espont) ITaE %% | E T A i H
i  camundongos | | i
i0 | CBAN =CS7BIN | (8-3) (88-78) | (1i3-6) (2-3) 7-7 | 44
| " OINF- " INF | 5-9 (91-77) | (5-42% (4-8) 7-12 | (2=-7)
15 | CBAN -C3S7BIN | -3 LZ~I | (16-8) ie-6 (418-7) | 1ii-6
| "UINF- " INF | 2-5 S58-54 | (4-4) (2~-15) 9-4i3 1| -8
20 | CBAN ~CS7B1IN | ) A74-246) | 9-11 8-1@ 8-13 | &6-41
| " INF-= " INF | b | be—-56 | @—-46 3-12 (22-3) | Q-6
( ) - Significativos para p= 0,05
* - Fase aguda da infecgio
¥% -~ (anti—-IgE) - sistema anti—-F¢ IgE de camundongo

a - Extrato soliuvel epimastigotas
b - Extrato soluvel tripomastigota
C - Extrato soluvel amastigota
d - Extrato soluvel células Hela
Controles = Testemunho negativo (espontaneo)
Testemunho positivo (anti-Fc IgE)
- Valores representativos da média aritmetica de 12 animais, de trés experi

mentos.
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Com relagdo a exocitose frente a ant igenos de T.cruzi, observaram-
se diferengas, que estdo distribuidas entre os varios antigenos, e que
s30 consequéncias de fenfmenos diversos. Podemos observar o CBA/J no
iSe dia apresentando diferengas entre animal normal e infectado atra-
veés de exocitose inespecifica nos mastdcitos normais, entretanto o
C57B1/71¢ neste mesmo dia apresentou uma diferenga, provavelmente por
uma exocitose especifica nos mastdcitos de animais infectados. Possi-
velmente, o CBA/J no dia 2@ apresente uma diferenga entre o animal
normal/infectado relativo a uma exocitose especifica (22%).

Quando se comparou as duas linhagens foi observada uma diferenga
signitficativa de exocitose, obtida através da presenca de soro anti-Fc
, somente entre os animais normais no 102 e 202 dia e entre os infec-
tados sdmente no 1¢2 dia.(Tabela 2-II). A diferenca de exocitose ines-
pecifica para antigenos de T.cruzi entre as duas linhagens foi apre-

sentada nos animais normais do 152 dia, & uma diferenga de exocitose

especifica foi verificada em animais infectados no 15¢ e no 202 dia.
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2 — Produgio de IgE especifica para antigenos de T.cruzi ao nivel de
soro de animais infectados, e a sua comparagao entre as 1inhagens

de camundongos.

Para avaliar a produ¢ao da imunoglobulinas do isotipo E presentes
no soro de animais infectados, foram utilizadas reagoes de degranula-
¢ao de mastdcitos normais, sensibilizados passivamente com IgE presen-
tes no soro imune. Com o objetivo de adquirir um indice passivo de
sensibilizacdo mais efetivo para IgE, foi utilizado o recurso técnico
de uma cultura curta de mastdcitos (Daeron et alii, 1980), com modifi-
cagres do periodo de sensibilizagio para 4 a 5 horas.

Foram obtidos indices de degranulagfo de mastdcitos normais, sen-
sibilizados "in vitro  com IgE presentes no soro de camundongos CBA/J
e C57B1/19, e desencadeada a reagio em presenca de antigenos das for-
mas epimastigota, tripomastigota e amastigota de T.cruzi.

Os testemunhos negativos (espontaneos) e os controles para extrato
de célula Hela, mostraram resultados de exocitose abaixo dos padries
limites exigidos pela tecnica.(Figura 4)

Nas analises para o testemunho positivo (Sistema Ova-anti-ova),
obtivemos um indice mdximo de exocitose dos mastdcitos no valor de 35%
em presenga de soro de CBA/J normal, e de 274 em presenca de soro de
CS57B1/1¢ normal. Entretanto, apds a incubaglo com soros obtidos ao lon
go da infecgao, esta exocitose foi sensivelmente diminuida em ambas as
linhagens de camundongos analisadas (Tabela 3).

Quando mastacitos peritoneais de camundongos normais foram adicio-
nados antigenos de T.cruzi, em presenga de s$0ros normais durante 4-5

hrs, foram observados diminui¢oes nos indices percentuais de degranu-

lag@o nas duas linhagens de camundongos (Tabela 3).
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Figura 4 — Reacio anafildtica passiva in vitro® de mastocitos sensibir
lizados por IgE sérica.

lLegenda -
f:j - Soro de camundongo normal.
(34 - Soro de camundongo infectado.
TN - Testemunho negativo (esponténeo)
AE - Testemunho positive (Sistema.0Ova-anti-0val.
E - Euxtrato soliivel de epimastigota.

T - Eutrato soluvel de tripomastigota.
A - Eutrato soliuvel de amastigota.
H - Euxtrato soluvel de célula Hela.

"rada barra representa a média aritmética de trés partidas diferentes
de animais.
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TABELA 3: Percentagem de degranulagio de mastdcitos de camundongos normais
sensibilizados passivamente com IgE especifica presente em soro
de camundongos infectados por T.cruzi na fase aguda da infec¢lo.

e e e e e e ]

Soro de | Dias de*! Test.Neg. Test.Posit. I E E E I E
linh.Camu.l Cinfec) | (espont) (Ova-anti-Ova) | E T Ao H
Cceasd 1 e 1 a4 35 1 11 24 19 1 6
CBAZJ | i@ I 4 29 I i@ 14 i2 | 7
CBA/J [ i5 I ] i8 l 8 i4 i3 | 4
CBA/J I 20 | 5 i2 I i@ i4 i2 | ]
cs7Rlzie 1 e 1 3 27 1 44 14 17 1 &
Cs57B¥/71i0 | i@ I 5 i4 i 7 b 8 | S
CS7B1/40 | b B | o g I 4 15 ie | 8
Cs7Bl/4i0 | 20 I ] 2 I 9 i7 11 | 4

- Correspondente ao periodo da fase aguda da infecgio.
- Extrato soldvel epimastigota.
Extrato soliuvel tripomastigota.
Extrato soluvel amastigota.

- Extrato soludvel célula Hela.
ontroles : Testemunhos negativo (espontaneon)

Testemunhos positivo (Sistema Ova-anti-0va)l

- Valores representativos da média aritmética de 12 animais, de trés experi
mentos.

*
a
b
=
d
C
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Esta exocitose foi em geral mais pronunciada no CBA/J em presenca
de soros normais, a qual diminuiu em presenca de soros obtidos no 102
dia, mantendo entretanto este indice ao longo da infec¢®o. Também, foi
observado uma diminui¢io de exocitose nos demais dias de infecglo na
linhagem C57B1/i@, principalmente para antigenos de epimastigota e
amast igota. 0 C57B1/1@ apds o 152 dia de infecglo apresentou uma exo-
citose aumentada frente a antigenos de tripomastigota indicando a pos-—

sibilidade de haver uma resposta especifica (TABELA 3).

Os indices de exocitose de mastdcitos normais sensibilizados "in
vitro” com soro de animais normais foram correlacionados com 0% inci-
ces de exocitose de mastdcitos normais sensibilizados com soros de

animais com diferentes dias de infec¢fo. Analogamente foram correla-
cionadas as exocitoses entre as linhagens estudadas (TABELA 4 (I-II).
A diminuigio da exocitose para o sistema (Ova anti-ova) em presen—
¢ga de soros de animais infectados, apresentou-se significativa nas
duas 1linhagens (TABELA 4-1). A signiticancia do fendmeno da exocitose
inespecitica de mastdcitos normais em presencga de antigenos de Ta.cru-
=i, foi em geral frequente nas duas linhagens. Entretanto, a linhagem
do C57B1/10 frente a antigenos de tripomastigota apresentou uma dimt-—
nuicio desta exocitose no 102 dia, a gual passou a aumentar com a evo-
lugHo da infec¢gi0. Foi também observado que a linhagem CBA/J n3o apre-—
sentou indices de exocitose inespecifica para antigenos de epimasti-
gota.

Estes dados foram responsaveis pelas maiores diferengas entre as
1

duas linhagens frente a antigenos de tripomastigota sendo que,em geral

o CBA/.J apresentou uma exocitose inespecifica maior que o CS7B1/1@

(TABELA 4-113).
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TABELA 4: I—- Dados comparativos da percentagem de degranulagao de mastdci-
tos normais sensibilizados com IgE presente em soros de camun-
dongos normais versus soro de camundongos infectados com T.
cruzia.
I % de Degranulagao
Soro de linh.* | Test. Test.posit. | E E E | E
de camu. | neg. (Ova-anti-Ova) | E T A | H
CBAo - CBAiQ | 7—4 (35-23) | {i-10 (24-i4) (i9-12) | &~7
CBAo - CBALS I 75 (359-18) I 1i1-8 (24-14) 19-13 | &6-4
CBAo — CB&Z2@Q b 7=5 (35-12) I 11-40 (24-14) (i9-412) | 6-5
C5%7Blo — CS7B1i@ | 3-5 (27-14) | (14-7) (14-6) (17-&) | &6-5
C5%7Blo - C57B14%S 1| 3-5 (27-8) I (14-4) 14~15 (L7-1@) | 4-8
C57Blo - CS7B12@0 | 3-5 (27-2) I (14-8) i4-1i7 (47-44) | 6—-4
I1I- Dados comparativos de percentagem de degranulacao de mastaci-
tos normais, sensibilizados com IgE presente em soros de ca-
mundongos CBA/J versus soro C57B1/4i¢ infectados com T.cruzi.
I 4 de Degranulagao
Soro de linh.* | Test. Test.posit. | E E E I E
de camu. | nega. (Ova—anti1—0val) | E T A | H
CBaAao - CS7Blo | 7-3 35-27 | ii—-i4 (24-i4) i9—-17 | &-6
CBALi® - C57Bl11ie@ | 4-5 (25-14) | 19-7 (14-462 12-6 | 78
CBA1S — C37B11S I 5= (1i8-8) | 8-4 1i4-15 1i3-106 | 4-8B
CBazZe — CS57B12@0 | S5-9 (i2-2) | (10-5) 14~47 i2-41 | 5-4
( ) - Significativos para p. = 9,05
* - Correspondente ao periodo da fase aguda da infec¢do.
a - Extrato soluvel epimastigota.
b - Extrato soluvel tripomastigota.
c - Extrato soluvel amastigota.
d - Eutrato soluvel célula Hela.
Controles = Testemunho negativo (espontaneo)
Testemunho positivo (Sistema Ova- ant|—0v1)
- Valores representativos da média aritmética de 12 animais, de trés euxpe-

Flme

ntos.
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A sensivel diminui¢d8o da exocitose ao longo da infecgio no
C57B1/4i@ frente a antigenos de epimastigota o induziu no 202 dia a
uma diferenga significativa quando comparado a CBA/J.

Também a tabela 4-II nos mostra que o fendmeno da diminuig8o a
exocitose para o sistema (Ova-anti-0Ova) teve uma diferenga significa-

tiva entre as duas linhagens de camundongos no decorrer da infecgdo.
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3 . Produglo de IgGi especifica para antigenos de T.cruzi, ao nivel de
soro de animais infectados, € a sua comparacdo entre as 1linhagens

de camundongos:

Com =& finalidade de analisar a producao de IgGi especifica para
ant igenos de T.cruzi foram estudados, através da formagio de complexo
IgGi/Ags Ta.cruzi anafilaticamente ativos, os indices de degranulagao
de mastocitos normais obtidos através das reagies anafildticas passi-
vas reversas in vitro'. Isto foi possivel tendo em vista a demonstra-
cap previa, que a intensidade de sensibilizacio dos mastocitos de ca-
nundongo pela lgGi € maior quando feita diretamente atraves de Imune:
Complexos.

Foram observados que os testemunhos negs (espont) apresentaram in-—
dices de exocitose abaixo dos padriies basicos de exocitose espontanea
exigidos pela técnica (Figura 5, pgbh.

Quando foram analisados os mastdcitos de camundongos normais incu-
bados com soro de animais infectados préviamente complexados com 08
ant igenos das formas evolutivas de T.cruzi, se observados uma exarce-
bada evolugio da exocitose durante a infecgfo nas duas linhagens de
camundongos estudadas, principalmente para antigenos de amastigota
(Figura 5). Entretanto, as alteragies de exocitose observadas ocorre-
Fam principalmente na linhagem CE?B])iQ, chegando a valores de 654 de
exocitose.(Tabela 99 SurpreendentéQEnte tambeém foram constatados que o
CS57B1/1@ apresenton um (ndice deé exocitose especifica mais precoce que
o CBA/J, observando-se Jja no 10¢ dia de infec¢io uma resposta elevada
para ant igenos de amastigota. Entretanto, a maior exocitose apresenta-

da na linhagem CBA/J foi para amastigota no 202 dia em um valor de 38%
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Figura 5 - Reag20 anafilatica passiva "in vitro™ de mastdcitos sensi
imune-complexos (IgGi/antigenos de T.cruzi)l.

bilizados por

LLegenda -

(:} - Soro de camundongo normal.

= Soro de camundongo infectado.

TN - Testemunho negativo (espontaneo).

OV - Testemunho positivo (sistema Ova-anti-0val.
E - Extrato soliudvel de epimastigota.

T - Extrato solidvel de tripostigota.

[ - Extrato soluvel de amastigota.

H - Extrato soluvel de célula Hela.

"Cada barra representa a média aritmética de trés partidas

de animais.

diferente
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TABELA S5: Percentagem de degranulagio de mastdcitos de camundongos normais
sensibilizados com complexos anafilaticos de IgGi/ antigenos de
T.cruzi, de soro de camundongos infectados.

e e e T e S S —

s s o S s S S Sawn e S S SeS Sutd s s s et s mand v e SSE g e Smea Sawn S Smy e e s e i et s Smen S ek S S S SN S S SSs SR e St e S e Seen e e S S o o o e i B S S S

Soro de * | Dias de +|I Test neg Test posit # | E E E 1 E
linhagens Caml (infec) I negat(esp) Ova-anti-0Ova¥xx| E g § [~ T H
A 1 e 1 7 &3 1 4 7 7 1 &
CBA/J | ie I 4 38 | 5 7 g I 7
CBA/J i 15 [ 8 31 I ii ii 27 1 8
CBA/J I 20 I =) 26 I 4 23 38 | 8
cs7Blzie 1 e 4 3 73 1 4 6 6 1 3
C57B1/10 I i@ I g 55 I o 6 38 I 16
C57B141@ I 15 | 8 92 I 24 i4 65 | 22
Cs7Bl/1e@ | 20 i 8 40 | P22 18 &7 1 &7
+ =~ Correspondentes ao periodo da fase aguda da infecc¢io.
¥ - Aguecidos previamente a 562 C (4hs).

#%x — Em presenca de soro de animal normal (@) e soros infectados dos dias
10-415-2¢.

a - Extrato soluvel de epimastigota

b - Extrato soluvel de tripomastigota

c - Extrato soluvel de amastigota

d - Extrato solidvel de celula Hela.

Controles = Testemunho negativo (espontaneo)
Testemunho positivo (Sistema Ova-anti=Dva)l

- Valores representativos da meédia aritmética de 12 animais, de trés expe-

rimentos.

-
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de degranulacio. No CBA/J observou-se uma exocitose especifica a par-
tir do i5¢ dia de infecgfio com valores inferiores, quando comparados
aos valores de CH7B1/1@.

Foi observado também que a linhagem CS57B1/1@ durante a infecglo
apresentou indices de exocitose alterados em presenca de antigenos de
célula Hela normal..(Figura 3)

Quando foram analisados os mastdcitos tratados com sistema Ova-An-
ti-Dva, (testemunho positivo), foi verificado que com a evolugao da
infecgfo houve uma sensivel diminuicio da exocitose destas celulas.
Esta diminuigio foi mais pronunciada na linhagem CBA/J. (Figura 357

Quando confrontados os valores de exocitose entre os animais nor-
mais e infectados houve portanto um nimero maior de diferengas signi-
ficativas frente a antigenos de amastigota, relacionado certamente a
exacerbacio da exocitose especifica a este antigeno. Também esta dife-
renca ocorreu com mais frequéncia na linhagem CS57B1/1i@, aparecendo
desde o 10¢ dia de infec¢fo.(Tabela 6-I ) Por outro lado, a inibigao
da exocitose de mastdcito para as reagdes do sistema (Ova-Anti-Ova)
apresentaram uma diferenga significativa durante a evolugio da infec-
¢ho nas duas linhagens, as quais foram também diferentes guando compa-
radas entre si.(Tabela 6-11) 7

Confrontadas portanto as duas linhagens foram observadas gque as
exocitose especitficas para os antigenos de T.cruzi foram diferentes
especialmente para amastigota.

As linhagens apresentaram uma diFerenég de resposta especifica en-
tre i para IoGi # partir do i¢2 dia de infeccdo. Em relagio aos anti-
genons de tripomastigota parece nao haver diferengas de respostas entre
as duas linhagens. Os resultados mostram gque a partir do i9e dia houve

diferencas sinificativas nas respostas para epimastigota, € para amas-
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TABELA &6: I~ Dados comparativos da percentagem de degranulacgao de mastoci-
tos de camundongos normais, sensibilizados com complexos ana-
filiticos de lgGi/Ags de T.cruzi em camundongos NOrmais VErsus
camundongos infectados.

i Z de Degranulagao

Soro de * | Test. Test.posit .%%*| E E E I E

linhagens de I neg. (Ova—anti- I E T A | H

camiundongos I (esp) Ova) | i

CBao - CBAai@ l 74 (83-38) I 4-3 7=7 7-8 I 67
CBaAao - CBALS | 7—8 (83-31) I (4-14) 7—1% (7-27) | &8
CBAo - CBaz2 | 7=& (83-26) | 4-7 (7-23) (7-38> | &—8
C57Blo - CS7B1ie | (3-8) (73-55) i 4-5 b6—-6 (6-38) | (6-416)
CS57Blo - C57B145S | (3-8) (73~32) I (4-24) (6-14) (6-65) | (3-22)
C57Blo - CS7B12@ | (3-8) (73-40) I (4-22) (6—-418) (6-57) | (3-1i7)
II- Dados comparativos da percentagem de degranulacio de mastdci-

tos de camundongos normais sensibilizados com complexos anafi-
laticos YgGi/Ags de T.cruzi em camundongos CBA/J versus ca-
munddongos CS57B1/1@ normais e infectados.

Soro de *# | Test. Testem.posit *| E E E 1 E
linhagens de I neg. (Ova—-anti—- | E T A | H
camundongos i (esp) Ova) *¥% | |

CBhAo -~ C97Blo | 73 (83~-73> i 44 7=6 7-6 | 6-3
CBaie - Co7B14i0® | 4-8 (38-59) i 5-5 7-6& (8~-38) | (7—-1i&)
CBALS - CS57B14S | 8-8 (31-52> I (L4-24) 11-44 (27-465) | (8-22)
CBa2e - CS7Bl12e | 6-8 (26~40) i (7-22) 23-1i8 (38-57) | (8-1i7)

" ———————————————————————_e s it e B

() - Significativos para p= 0,05
* - Aquecidos previamente a 568 C (4hs). -
**%* — Em presenca de soro de animal normal (@) e soros infectados dos dias

190-415-20.

soliuvel de epimastigota .

a - Euxtrato

b - Extrato solivel de tripomastigota.

c - Extrato soluvel de amastigota.

d -~ Extrato soluvel de cel.HELA.

Controles = Testemunho negativo (espontdneo) f

Testemunho positivo (Sistema Ova-anti-0va)

-~ Valores representativos da média aritmética de i2 anlmals, de trés expe-

rimentos.
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tigota a partir do 102 dia, devido a uma maior exocitose especifica
apresentada pelo CS57B1/1@¢ (Tabela 6~11I).

A exocitose de mastocitos em presenca de soro de animal infectado
e antigenos de célula Hela apresentou-se diferente entre as duas 1i-
nhagens em consequéncia da exocitose inespecifica na linhagem CS57B1/1@

(Tabela 6-11).
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4 — Inibic3o da degranulacio de mastocitos de camundongos infectados e
mastocitos normais frente a soro de animais infectados, em presen-

¢a de antigenos nio relacionados a T.cruzi.

Quando o0s mastacitos peritoneais de animais infectados das linha-
gens CBA/J e C57B1/10 foram incubados com soro de rato anti-Fcg de ca-
mundongo “in vitro®, observou-se que no inicio da infec¢lo, até o 1@e
dia n3o tinham praticamente diferengas de exocitose. Entretanto, a
partir deste dia houve uma sensivel diminuicio da exocitose até o 1i5¢
dia de infec¢io em relagfo ao testemunho positivo, € mantendo-se den-
tro deste indice de exocitose até o 202 dia (Figura 6 —- A).Esta inibi-
cao foi proporcional para as duas linhagens.

Nos mastdcitos peritoneals de camundongos normais sensibilizados
“in wvitro’ por IgE anti-ovalbumina, foram observados que quando o0s
mesmos eram tratados pela Ovalbumina em presenga de soro de camundon-
gos infectados apresentaram uma inibi¢ao da exocitose sensivelmente
marcante com a evolucio da infecgio. Esta inibig8o anafilatica de exo-
citose do mastdcito foi mais acentuada no CS57B1/1@ passando de 274 de
exocitose, frente ao soro normal para 2% de exocitose, frente ao soro
infectado do 202 dia.(Figura é - B)

Desta mesma maneira, se apresentaram os mastdcitos de animais
Swiss normais, quando sensibilizados passivamente por Imune-Complexos
anafildaticos ativos lgGi/ovalbumina, frente a soro de CBA/J % C57Bl1/1¢@
infectados por T.cruzi.( Figura 6 - C). 0 soro do animal 'CBA/J apre-
sentou no inicio da infec¢io um intenso efeito inibitdrio da exocitose
especifica de mastdcitos sendo que o indice de exocitose teve uma di-

minuicio de 83% para 38%. Durante a evolucio da infeccdao o soro do
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Figura 6 — Efeito da infec¢fo de T.cruzi na exocitose de mastdcitos em
presenca de antigenos nao relacionados.

Legenda -

(—) — Células ou soro de CBA/J.
(==) = Células ou soro de C57B1/1i¢. ;

Os animais do dia =zero correspondem aos animais normais .
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CH5%7B1/749  inibiu a reaglo de exocitose para o valor de 40% no dia 20.
0 soro C57B1/i9Q apresentou uma acentuada inibigio da exocitose até o

102 dia, a qual continuou a aumentar de uma forma paralela a inibigao

do CBA/J até o 202 dia de infecgio.
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S5 — Andlise da variac3o do numero e da degranulac3o de mastdcitos de
camundongos infectados T.cruzi, a nivel do mesentério no tecido

conectivo peri-vascular.

Durante os lavados peritoneais de camundongos infectados, foi wve-
rificado que se desenvolveram processos inflamatdrios no mesentério
das duas linhagens de camundongos utilizadas, com uma intensa altera-
¢H30 dos tecidos e presenga de infiltrados celulares com grande numero
de mastacitos degranulados. (Figura 7 € 8). Com o objetivo de correla-
cionar a resposta humoral dos anticorpos anafilaticos, durante a evo-
lug&o da infec¢do na fase aguda, com a participacido dos mastdcitos nos
processos inflamatorios destes mesmos animais, foram feitas analises
da variacio do nimero e da degranulagio destes mastdcitos "in situ’
nos tecidos do mesentério.

0 exame do mesentério de camundongos da linhagem CS57B1/i@ normais
mostrou, através da contagem do numero de mastocitos no tecido peri-
vascular ser esta linhagem normalmente possuidora de uma populaglo de
mastacitos duas vezes maior que a linhagem do CBAZJ. (Figura 9 - A)

s analises do estudo do numero total de mastdcitos, mostraram que
até' 0 102 dia de infecglo nio foi detectada uma diferenca no numero
destes mastdcitos nas duas linhagens de camundongo. Entretanto, o mes-
mo nao ocorreu quanto ao indice de degranulacio. 0 102 dia de infecgio
o C57B1/10 apresentou um aumento na degranulagiio dos mastdcitos, quan-—
do comparados com 0% animais normais, entretanto o CBA/J apresentou
neste dia uma diminui¢do na degranulagdo, comparado ao CBA/J normal.

Com a evolugio da infecgio, foi observado que houve um aumento

exacerbado do numero de mastocitos totais nas duas linhagens , sendo
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FIGURA 7:

FIGURA 8:

60

R e S S S —

Mesenteério de camundonao CS5ZB1/4i2 normal. Tecido adiposo Ppre-
servado e mastocitos também normais em torno ao eixo vascular-
nervoso (269,0 x—-aumentado) coloragao: azul de Orto-toluidina.

Mesentério de camundonag CS5ZB1/4iQ infectado epelo JT.cruzi € sa-
crificado no 202 _dia de infecglo. Celulite aguda focal com in-
tenso exsudato de células monunucleares, com presen¢ga de mas-—
tocitos degranulados contornando um foco inflamatario.
(260,00 < aumentado) Coloragio: Azul de Orto—toluidina.
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Figura 9 -

A = Variagio do niuimero e da granulacio de mastdcitos/iémme,
na evolugdo da fase aguda no tecido conectivo peri-vas-
cular de camundongos infectados.

B - Variagfo da degranulagio de mastdcitos na evolucio da
fase aguda no tecido conectivo inter-vascular de camun-
dongos infectados.s

lL.egenda -
ff? - Nuimero total de mastocitos contados.

- - Nimero de mastacitos degranulados.

N5 animais do dia zero correspondem a0s animais nNOrmais .
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que o CBA/J apresentou uma média de 100 mastécitos/iémﬁle o CS57B1/10
com uma média de 120 mastécitos/iémﬁbno iS5e dia de infecgio. 0 indice
de degranulagio apresentou-se extremamente aumentado no C357B1/1@ neste
dia, enquanto praticamente nio teve aumento no CBA/J, guando comparado
com 0s mastdcitos de animais normais. Apds este periodo, com a evolu-
¢3o da fase aguda, houve uma diminui¢io do nimero total de mastacitos
nas duas linhagens, sendo que no CBA/J esta diminuicgio apresentou—se
maior que no C57B1/i0. Entretanto, a cinética da degranulagio foi bas-—
tante diferente entre as duas linhagens. 0 C37B1/1@ apres;ntou um  in-
dice de degranulagio menor no 202 dia, comparado ao 152 dia, enquanto
para o CBA /J houve apenas um pequeno aumento.

No final da fase aguda da infeccio o0s mastdcitPS da linhagem
C57B1/40 apresentaram uma média de 60 mastdcitos degranulados /iémﬁl
enquanto o CBA/J apresentou uma média de 1@ mastocitos degranulados
/iémﬁl Portanto, foi observado que durante a evolugfo da fase aguda os

mastdcitos da linhagem do C57B1/4¢ degranulam mais e mais cedo que 0%

mastécitos da 1inhagem do CBAZJ (Figura 9-A, pgél.
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4 — Andlise da variagdao da degranulagio de mastdcitos no mesentério de
camundongos infectados por T.cruzi, a nivel do tecido conectivo

inter—-vascular.

Dos 400 mastacitos contados no tecido conjuntivo inter-vascular,
foram analisadas as percentagens de degranulagio destas células duran-
te a evolugfo da infec¢io por T.cruzi na fase aguda nas linhagens de
camundongo CBA/J, susceptivel a infecgdo e camundongo C357B1/1@ modera-
damente resistente & infec¢fo (Figura 10, pott.

Foi observado que estas linhagens normalmente apresentam um fnqice
basal de degranulacio, em uma média de 5% de degranulagfo em animais
nao infectados, ou seja animais normais correspondentes ao dia zero de
infecgio (Figura 9-B, pgbb.

Os masticitos da linhagem CS57B1/71@ mostraram uma exacerbado aumen-—
to da percentagem de degranulacfo a partir do 4¢2 dia, enquanto o CBA/
J apresentou este aumento samente no i%e dia, sendo observado apds um
aumento progressivo no percentual desta degranulacdo. Entretanto, (]
camundongo CBA/J no final da fase aguda apresentou 77% de degranula-

¢ao, enquanto o C57BL/4® alcancou indices de 92% de degranulagfo neste

per iodo (Figura 9-8B, pall.
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FIGURA 10@: Mesentério de camundongao CS5ZB1/49 infectado com ITacruzi €

sacrificado no_i52_dia de infeccio. Mastdcitos degranulados
(presenca de granulos dispersos na espessura do tecido conjun-
tivo) e células mononucleadas da exsudagio (660,0 x aumenta-
do). Coloragido: Azul de Orto-toluidina.

— — o o g S g S g S vy WS g = e W m—

FIGURA 12: Mesentério de camundonao CBA/ZJ infectado epelo I.cruzi g sacci-

ficado no_4102 dia de infeccdo. Celulite aguda focal predomi-
nantemente peri-vascular e com exsudagio de c€lulas mononu-

cleadas. (260,@ 3 aumentado). Coloragfo: Azul de Orto-toluidi-
na-
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7 — Andlise do infiltrado inflamatdrio nos tecidos do mesentério de

camundongos infectados:

Com o objetivo de correlacionar a participacfio do mastdcito e a
evolugio do processo inflamiatorio desenvolvidos no mesentério das duas
linhagens estudadas, durante a fase aguda da infecglo, foram analisa-
das as cinéticas dos infiltrados inflamatdrios nos tecidos peri-vascu-
lar e inter—-vascular do mesentério de camundongos normais nos dias
10-15 e 20 apds a infecgio.

Guando foram analisados os mesentérios dos animais CBA/J €
C57B1/41® normais, correspondentes ao dia zero, foi constatado que es-
tes animais normalmente apresentam um indice basal (definido como mo-
derado) de pequenos exsudatos de células de caracteristicas linfocita-
rias, em regioes isoladas do tecido conjuntivo peri-vascular. Entre-
tando, o mesmo nio foi observado nos tecidos conjuntivos inter—-vascu-
lar das duas linhagens estudadas (Figura 1i, pgtl .

Com o inicio da infecgio foram observados inicios de focos infla-
matdrios, em varias regioes ao longo do tecido peri-vascular (Figura
12, pg ). Us exsudatos celulares nesse tecido, apresentaram—ge Ini-
cialmente constituidos de células com caracteristicas linfocitarias,
sendo identicos nas duas linhagens de camundongos. Esses focos infla-

matdrios se tornaram intensos com 0 aumento do exsudatos de celulas

mononucleares (Figura 13, potP.
Foi observado, que o infiltrado celular atingiu o maximo no iS¢
dia de infecgio no tecido peri-vascular, nas duas linhagens estudadas.

Entretanto a intensidade deste infiltrado celular foi mais exacerbada

no CBAZJ, do que no C57B1/19¢ atingindo um valor estimativo de (++++) e
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Figura 11 - Varia¢3o da intensidade do infiltrado celular no processo
inflamatdrio do mesentério, durante a fase aguda da in-

fecgido.
L.egenda -
E] - Infiltrado celular do tecido peri-vascular.
II - Infiltrado celular do tecido inter—-vascular.
(=) - Ausente.
(+) - Moderado.
(++) — Alterado.

(+++) — Aumentado.
(++++) — Intenso.

‘Cada barra representa a média aritmética dos resultados de 6 animais
diferentes.

"0s animais do dia zero correspondem R[0S ANIMAIS NOFMAIS .
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Mesenteério de camundongae CSZB1/i2 infectado epelo T.Cruzi € sa-

crificado no 1922 dia de infeccl3o: Celulite aguda local com in-
tenso exsudato justa-vascular de céls mononucleadas. (260,00 x

aumentada). Colora¢glo: Azul de Orto-toluidina.

Mesentério de camundnuaﬁ CBAZJ. infectado com JT.Cruzi € sacrci-

ficado no 452 dia de infeccl8o. Tecido conectivo inter-vascu-
lar com pronunciado aumento de mastdcitos em relagao ao con-

trole. N3o se observa o fendmeno de degranulagio. Presenga de
infiltrado celular. (100,00 x aumentado). Coloragao: Azul de
Orto-toluidina.
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(+++) respectivamente. 0 CS7B1/1¢ apresentou neste periodo, um valor
de infiltrado igual comparado ao CBA/J no tecido inter-vascular.

No 202 dia de infecg3o o CBA/J diminuiu um pouco a intensidade  do
infiltrado, mas ainda continuou aumentado em relagio ao normal para
os tecidos peri-vasculares. 0 C57B1/10 no final da infec¢80 apresen-
tou uma redugdo do exsudato celular nos dois tecidos estudados, tendo
o tecido inter-vascular apresentado uma diminui¢cdo marcante do infil-
trado inflamatdrio (Figura 1i).

Foi observado que na linhagem CBA/J no 15¢ di; de infec¢io o au-
mento do infiltrado inflamatdrio do tecido peri-vascular era acomnpa-
nhado pelo aumento do nimero de mastdcitos, entretanto com um indice
baixo degranulagio (Figura 14, pafh. A lLinhagem C57B1/1@ neste dia
apresentou  tambem um aumento do infiltrado no tecido peri-vascular,

mas acompanhado de um indice elevado do nimero e da degranulacio dos

mastocitos.
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RISCUSSAD

Atraveés da utiliza¢30 da técnica reagdo anafilatica ativa "in wvi-
tro”, ou reagao anafildtica passiva " in vitro® (Prouvost-Danon et
alii, 1966, com algumas modificagdes, nos propuzemos a reproduzir "in
vitro® as manifestagoes do fenomeno de hipersensibilidade imediata,
fundamentado sobre a observagio da degranulagio de mastocitos sensibi-
lizados por imunoglobulinas do isotipo E e Gi, as gquais representam
duas imunoglobulinas de atividade anafildatica em camundongo. A reagdo
anafildatica "in vitro® & um fendmeno, onde ocorre exocitose dos granu-
los citoplasmaticos de mastdcitos, € consequentemente a liberagio de
med iadores da anafilaxia para o meio extra-celular. Dados obtidos por
pesquisadores, utilizando este sistema em linhagens de camundongos,
mostram que a liberac3o de mediadores farmacoldgicos comoi; histamina e
serotonina esta diretamente relacionado com a percentagem de degranu-
lagao de mastdcitos (Mazingue et alii, 1978). Estes resultados re-
presentam evidéncias que as rea¢oes utilizadas neste trabalho estaoc de
acordo com os modelos de detecgio quantitativa das respostas anafila-
ticas.

Os mastdcitos normais, nio degranulados nestas reagoes, tém a sua
superficie integra, lisa e regular, sem granulos aparentes. Estes mas-
ticitos se coram pelo Azul de Toluidina mais lentamente que os degra-
nulados, devido a integridade das membranas. Por outro lado, os masto-
citos degranulados tém a sua superficie irregular e os granulos Ipodem
ter um aspecto intra ou peri-celular, corando-se répidamente,ﬁelo co-

rante (Figura {1 e 2). Este método € sensivel, eficiente, sendo inde-

pendente da heterogeneidade das populagdes de mastocitos.
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A utilizagdo dessa metodologia nos permitiu acompanhar a biossin-
tese dos anticorpos anafilaticos nas duas linhagens de camundongos
utilizadas, e correlaciona-los a evolugao da infecglo experimental por
Tecruzi em animais de variadas susceptibilidade. A inoculagdo de bai-
#as dose da cepa Y do T.cruzi nos possibilitou caracterizar a fase
aguda e cronica de ambas as linhagens utilizadas. Assim, conforme a
literatura (Corsini et alii, 1i98@), pudemos verificar, dentro deste
esquema, que a linhagem CBA/J € extremamente susceptivel, morrendo
apas 202 dia de infeccldo, e o C57B1/1@ € de moderarada susceptibilida-
de, desenvolvendo aspectos clinicos da infecg3o, mas que esta raramen-
te fatal.

Baseado no conhecimento que a sintese de anticorpos anafilaticos
esta relacionada ao padrio genético de respostas do animal (Levine et
alii, 1971), procuramos inicialmente estudar estes padroes de respos-
tas para alergenos classicos, nas duas linhagens de camundongos. Foi
utilizado o sistema de imunizagio Ovalbumina—-Al(0OH)3 , variando-se =a
dose do antigeno. 0Os soros destas linhagens de camundongos, testados
em pele homdloga, pela teécnica de PCA; mostraram uma resposta fraca
para o isotipo lgE nas duas linhagens estudas, enquanto que a resposta
para IgGi foi elevada. (Dados nao apresentados). Dados semelhantes
comprovados por pesquisadores, que utilizaram este sistema en linha-
gens de camundongos analogos (CBA/J e CS7B1/4) (Levine et alii,i?71).

Um outro fator gque esta relacionado ao padrio genético de respos-—
tas dos animais € o0 reconhecimento pelo siﬁiema imune da variabilidade
antigénica de uma molécula. Assim a ﬁtil{zacﬁn neste trabalho de anti-
genos de trés formas diferentes de T.cwuzé teve como interesse ampliar

as possibilidades de detectar antigenos desta cepa, que pudessem ser
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alergénicos, e correlacionar a sua atividade biolagica dentro da in-
feccdo experimental. Tambem existem sugesties que o desencadeamento
"in vitro® das rea¢oes anafilaticas dependem muito mais da natureza
dos antigenos do que do grau de sensibilizagio dos mastocitos (Vaz et
al, 1969). Se por um lado os pesquisadores tém demonstrado existir uma
grande variabilidade da composicfio antigénica entre diferentes cepas
de T.cruzi (Andrade et alii, 198i), por outro € conhecido que as va-
rias formas de evolugio do parasita apresentam antigenos comuns (Ran-
gel et alii, 1981). Entretanto estas mesmas formas apresentam uma va-
riedade enorme de isoenzimas (Morel et alii, 1986)

Outro fator relevante nestas andlises diz respeito a idade dos
animais gtilizadcs, pois em geral os anticorpos reaginicos est3o pre-
sentes no soro de camundongos Jjovens € seu titulo varia com a idade
(Prouvost—Danon et alii, 1970). Assim, foram escolhidos para a reali-
ragao dos trabalhos, camundongos com idade de 3 a 4 meses, quE Ccorres-
pondem ao camundongo adulto.

£ conhecido que a presen¢a de anticorpos reaginicos (IgE) no san-
gue circulante parece estar relacionada com o resultado de um equili-
brio entre a sintese desses anticorpos € a sua fixagao sobre os teci-
dos e células, em particular os mastodcitos. 0 numero de moléculas IgE
fixadas nas celulas "in vivo", varia de um individuo a outro, mas
existe uma correlaclo entre a taxa de IgE sérica € o numero destes an-
ticorpos fixadas sobre os basofilos (Ishizaka et alii, 1973), assim
como existe uma correlagio entre a taxa de IgE sérica e o numero de
receptores da celula (Sirois, 1978).

Baseados nestes conceitos a avaliaglo das IgE PfE;EHtGS na Ssuper-

ficie dos mastacitos da cavidade peritonial nos permitiu analisar =a
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sintese de IgE total e especifica & antigenos de T.cruzi em camundon-
gos infectados.

Com a utilizag8o desta metodologia, de um modo geral ndo foi ob-
servado um aumento de sintese de IgE especifica a antigenos das formas
de T.cruzi na linhagem CBA/J, com excessdo no 202 dia da infec¢lo,
frente a ant igenos de amastigota. Entretanto, os resultados do aumen-
tados de exocitose na linhagen CS57B1/1@ sio discutiveis, necessitando
de uma investigag8o mais ampla no que diz respeito as proporgoes
ideais da relagdo antigeno/anticorpo.

Sabe-se, que uma concentraglo otima do antfgéno para a reagao de
degranulagfo "in vitro® dos mastdcitos sensibilizados por anticorpos
anafilaticos, em geral liberam sdmente parte significativa de suas
aminas, Ja que as degranulagies nao S’o totais.‘ﬁssim, existe um equi-
librio ideal de proporcdo Ag/Ac (Prouvost-Danon, 1972), além de dados
como a intensidade das interagoes, afinidade dos anticorpos pelo an-
tigeno € etc. Outros dados ligados a natureza dos antigenos sdo também
extremamente importantes, como o numero € a disposi¢io dos epitopos na
molécula antigénica ou uma simples presenca de materiais inertes na
molécula.

Enquanto outros métodos de andlise estdo sugeitos a uma variabili-
dade do teor de mediadores farmacoldgicos, em decorréncia aos diversos
niveis de maturidade dos mastdcitos, dentro de uma mesma populacdo,
contrariamente as reagoes anafilaticas mediadas por IgE n3o sao afeta-
das pelos di%erentes niveis de maturacio da célula. Os mastdcitos em
diversos niveis de maturagio sio capazes de se sensibilizarem e promo-

verem uma’ reagao anafilatica.
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A a¢do da anti-IgE sobre os mastdcitos de animais infectados por
Tecruzi foi em geral menor que a aglo da anti-IgE nos mastocitos de
animais normais. Contrariamente a este dado, sabe-se que a agdo da an-—
ti-IgE € mais intensa sobre os mastdcitos sensibilizados, do que sobre
os mastdcitos normais, indicando que a concentragdo da IgE total na
superficie desta célula esta aumentada apds sensibilizagio (Prouvost-
Danon, 1972). A diminuic80 de exocitose frente a anti~IgE, na evoluglo
da infecgdo, poderia estar rélacianada com as conhecidas SuUpPressoes
das respostas de anticorpos durante a infec¢lo (Corsini et alii,i?81),
0o mesmo ocorrendo com a IgE, provocando um processo de dim}nuicﬁo da
exocitose dos mastdcitos cujos mecanismos serao analisados posterior-
mente.

Em relagio aos animais normais, a meédia aritmética da exocitose

P
dos mastdcitos coletados nos dias 10,15 e 20 correspondente aos dias
de coleta dos animais infectados e tratados com anti-IgE (Figura 1),
foi igual nas duas linhagens, indicando existir um mesmo nivel de Ppo-
pulacfo de IgE nestes animnais.

A diferenga verificada nos estudos comparativos entre a exocitose
das linhagens, Tabela 2-11 para a resposta de IgE especifica a antige-
nos de T.cruzi em animais infectados foi mais frequente no 152 dia,
isto provavelmente devido a uma maior resposta de IgE especffica a an-—
tigenos do parasito na linhagem do CS57Bl/1i@. A diferenca entre as exo-
citose de mastdcitos das linhagens n3o infectadas, talvez esteja rela-
cionada a pequena atividade inespecifica dos antigenos de T.cruzi SO~

bre os mastdcitos da 1fnhagem CBA/J especialmente no i5e dia (Ubiraja-

ra—-Garcia et alii, 1984).
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€ conhecido que o fendmeno da sensibilizacio dos mastdcitos por
IgE, tanto "in vitro”", quanto "in vivo" esta associado ao padr3o gené-
tico do animal, variando a afinidade dos receptores pelos dominios Fc
da molécula IgE, como também determinando as maiores ou MENOres ex-
pressoes dos receptores desta célula.

As sensibiliza¢des passivas por IgE sérica "in vitro® s3o de difi-
cil execucdo devido a variados fatores que podem interferir no fendme-
no. Por esta razfo utilizaram—se recursos técnicos como cultura curta
de mastocitos, a qual mantém estas células por um periodo de em torno
de 12 horas em contato com os soros imnunes, propicianéo a sensibiliza-
¢io destas células por IgE. Entretanto, foi necessario uma redugdo do
tempo de sensibilizagio neste trabalho, devido as contaminacdes cons-
tantes das reagoes em cultura. 0 trabalho com um indice menor de sen-

o
sibilizacio dos mastdcitos, entretanto nos proporcionou condigies de
estudar as respostas que foram satisfatdrias aos interesses das anali-
ses. (Diante do esquema técnico de trabalho utilizado, os testemunhos
negat ivos nio desenvolveram exocitose inespecificas em presenca de so-
ros normais, ou quando acrescidos de antigenos de célula Hela.

A analise dos mastacitos de camundongos Swiss normais, €m Presenca
de soro normal das linhagens estudadas, adicionados de antigenos das
trés formas de T.cruzi indicou a ocorréncia de uma exocitose inespeci-
fica. As respostas inespecificas mais frequentes em soro de CBA/J
ocorreram com as formas tripo e amastigota €, na linhagem C37B1/1i¢ fo-
ram mais %requenté para os antigenos de epimastigota € amastigota, su-
gerindo que os:antfgenns das trés formas de T.cruzi poderiam estar in-

teragindo com agrupamentos glicoproteéicos pertencentes as estruturas

das imunoglobul inas IgE, fixadas na superficie dos mastdcitos, ocasio-



75

nando uma ligagio tipo lectina através, de uma interagdo com duas mo-
léculas de imunoglobulinas adjacentes, e estas interagdes promoveriam
a exocitose da célula. Tem sido analisado em outros modelos que as
lectina (Provost-Danon et alii, i984; Lima et alii, 1985), disparam
exocitoses em mastocitos, funcionando como uma anti-IgE, dentro de um
est imulo de certa forma imunoldgico, pois se faz com a participaclo de
imunoglobulinas ao mesmo pode interagir com a imunoglobulina e a um
receptor especifico do mastécifo (Lagunoff et al, 1983). Estes efeitos
tem sido assunto polémico nas infecgoes alérgicas, onde varios autores
demonstraram que bacéérias podem induzir liberag8o de histamina em ba-
safilos "in vitro®,em criancas asmaticas ou individuos normais, atra-
vés de interagoes dependentes de IgE (Norn et alii, 1i983). Assim, a
liberagio de histamina no pulmio de pacientes pode provocar uma i1nva-
P
530 da bactéria no tecido pulmonar, através da sua atua¢do na barreira
de defesa pulmonar.

Além do mecanismo imunoldgico, mediado principalmente por IgE nes-—
tas exocitoses no tecido, poderia participar um outro mecanismo nao
imuinoldgico, consistindo de uma interagio direta com moléculas na su-
perficie da célula. O mecanismo imunoldgico sugere, que existam inume-
ras reagoes tipo lectina bacteriana, que podem ser inibidas com dife-
rentes carbohidratos (Norn et alii, 1983). A concanavalina A /(lectina
mitogénica) pode induzir liberagio de histamina em mastdcitos (Keller,
1973), através de mecanismos de interagdo com sitios da membrana inde-
pendentes das interagfes da membrana com IgE (Magro et alii, 1977), ou
pode induzir a liberagio de histamina nestas células pela interagio

com IgE ligada a receptores de mastdcitos (Magro et alii, 1974).
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Em geral os mecanismos de interagfo de lectinas com mastocitos e
basdfilos indicam que varios fatores sio determinantes criticos como
agentes nestes fendmenos. Entretanto, ja € claro que a atividade de
liberag3o de histamina pela Con—-A em mastdcitos de rato e basdfilos
humanos nao se trata de um processo citotdxico, ocorrendo exocitose
dependente de temperatura, concentra¢gfo adequada de Ca 2+, € que ¢€
inibida por monossacarideos. Existe uma grande evidéncia que estes fe-
nomenos ocorem através de uma interagio com grupos sacarideos locali-
zados na porg3o intermediaria da Fc , e € postulado que ha uma inte-
ragao cru=zada com as moleculas adjacentes na superficie celular. Tam-
bem, € possivel que a Con-A induza liberaglo de histamina, através de
interacoes com grupos sacarideos situados na superficie da célula
(Sullivan et alii, L975).

Esses dados reforgam a hipdtese que o fendmeno observado neste
trabalho, de exocitose inespecifica em mastocitos normais, frente a
ant igenos de T.cruzi seja equivalente aos fendmenos expostos acima. Um
efeito andlogo foi observado "in vivo  por autores que observaram um
aumento da permeabilidade vascular dos tecidos decorrido da inoculagio
de extratos de T.cruzi na pele de cobaias (Belluci, 1979). Possivel-
mente nossos dados poderiam estar sujeitos aos mesmos mecanismos ob-
servados neste trabalho realizado "in vivo'. Assim pode existir uma
interagio do parasita (ou moléculas deste), com os mastdcitos da pele,
por mecanismo imunoldgicos, com a participagio de IgE € antigenos de
T.cruzi, ou através de mecanismos semi—imunoldgicos, com é participa~-
¢ao do IgE com outras especificidades em interagoes t{Pb lectinas, ou

\
nao-imunoldgicos interagindo diretamente com grupamentos moleculares

da superficie da célula. Estes fendmenos levariam portantoc também a
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um aumento da permeabilidade vascular permitindo ao parasita uma maior
invasao aos tecidos.

A inibi¢d3o destas exocitoses inespecificas nas duas linhagens es-
tudadas foi observada no 1@t dia de infecg8o.(Tabela 3), sendo esta
diferan¢ca de exocitose mais frequente para antigenos de epimastigota e
amastigota. 0Os antigenos de epimastigota em presenga de soro do
C57B1/1i@ tiveram uma atividade de exocitose inespecifica for muito
baixa durante a evolu¢io da infec¢lo, (Tabela 4-I1) indicando que a
atividade de exocitose inespecifica nas duas linhagens foi igual fren-
té a antigenos de amastigota, enquanto o tripomastigota apresentou-se
mais importante atividade para as duas linhagens. Observando a tabela
4 em geral, diante do fenémeno da exocitose inespecifica ficou dificil
detectar uma resposta especifica de exocitose, pois foi verificado que
0o soro das duas linhagens também inibiam a exxocitose de mastocitos
normais, frente a outro sistema (Sistem.Ovalbumina). Podemos entender
que o fendmeno de exocitose inespecifica tambem € inibido em presenga
de soros, durante a evolugio da infecgdo. Talvez, poderia ser inibido,
levando a indices menores de exocitose, entretanto isto n3o ocorreu e
SUGEre—sE€ GUE an Mesmo tempo houve uma exocitose especifica, ou seja
uma resposta humoral de IgE especifica aos antigenos de T.cruzi, na
evolugio da infec¢8o. Assim, os mastocitos frente ao soro de C57B1/16
no sistema ovalbulmina passam de 274 a 2% de exocitose, enquanto estes

mastacitos frente ao sistema T.cruzi passam de uma exocitose de 14%

para i7% no final da infecgio.
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Ao que se sabe, a Ig6 monomérica possui fraca afinidade em masto-
cito de rato (Halpes et al,1976), € em mastdcito de camundongo (Prou-
vost-Danon, 1966) diferentemente da IgE monomérica, que tem uma forte
afinidade pelo receptor de mastdcito, nSo se liberando da superficie,
apos lavagens desta célula (Prouvost-Danon et al,1966).

A presenca de receptores de IgG foram descritos em mastdcitos de
rato (PM70.000), entretanto o seu modo de agio ainda € desconhecido. O
pouco que se sabe dos receptores para 1gGi em camundongos, € que Ssao
funcionalmente independentes dos receptores envolvidos nas reagoes in-
duzidas por IgE "in vitro® (Daeron et alii,1i980). =

Nas infecegdes chagasicas, a detec¢io de concentracfes baixas de
IgGi anti~T.cruzi n3ao tem sido bem coﬁpreendidas, POIS espera-se con-
tudo que esta sub-classe de imunoglobulina, dentro de um estimulo an-
tigénico complexo, seja a mais representativa nas infeggres p;rasité—
rias em camundongos.

Entretanto, os nossos resultados mostraram dentro de uma metodolo-
gia especial, que ha uma sintese aumentada de IgGi especifica a anti-
genos de Te.cruzi, durante a evolugao da infegeg30. Principalmente, a
linhagem C57B1/i@ no 152 dia apresentou uma exocitose especifica au-
mentada, quando em presen¢a de imune-complexos anafilaticos de antige-
nos amastigota/IgBGi (Tabela ). Neste sistema pudemos notar que a 1i-
nhagem CS57B1/4@ (animal resistente), responde especfficamenté mais ce-
do que a linhagem do CBA/J (susceptivel), a qual sd no 1i5¢ dia apre-
sentou uma resposta para formas amastigota. Alids, esta forma de T.
cruzi teve uma atividade alergénica maior que as demais.

Ficou evidente diante d; exocitose, que a linhagem resistente foi

capaz de apresentar uma maior resposta com IgGi especifica mais preco-

cemente do que o0s animais susceptiveis, conforme a figura 3, pPg39(Ubi-
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rajara-Garcia et alii,1987).

Entretanto, também nas reagfes para IgGi foi verificado novamente
o fendmeno da inibicH8o da exocitose, semelhante agquele encontrado nos
dados anteriores, para sistema (Ovalbumina-anti-Ovalbumina), frente a
soros das duas linhagens de camundongos. Assim, pode se supor que este
fendmeno estaria contribuindo para diminuicio das exocitose inespeci-
fica dos mastacitos para complexos Ags/anti-T.cruzi. Talvez fossem en-
contrados wvalores de exocitose maiores, na auséncia do fenfmeno de
inibicao.

A verificagdo de uma exocitose de mastdcitos em presenga dos com-
plexos anafilaticos de antigenos de célula Hela/anti-T.cruzi, poderia
ser explicada pela presenga de imunoglobulinas nos soros com especifi-
cidade a antigenos comuns a estas células. Outra possibilidade seria
uma reagdo cruzada ocasionada por uma grande heterogeneidade de IgGi
no soro do camundongo CS57B1/1@, com presenga de variada especifidade a
um complexo antigénico indutor. Estas reacfies cruzadas em Chagas tem
sido investigadas dentro dos processos de auto-imunidade (Hudson,
1983) .

0 conjunto dos nossos dados em relagao a IgG e IgE mostram que am-
bas as imunoglobulinas participam na indugao das respostas anafilati-
cas durante o periodo estudaddo da infe¢¢lio, entretanto nota—-se que o
nivel da participacao da IgGi foi muito maior do que a IgE. Embora es-
ta diferenga de atua¢cio destas imunoglobulinas tenha sido estudada em
diversos modelos, a regulacio destes isotipos em geral é ainda par-
cialmente compreendida. Sabe-se que as’células T auxiliar e T supres-
sora isotipo-especificos, estido imgiiéadas na regulagio da sintese
destas imunoglobulinas, sendo demonstrada em exper imentos em camundon-—

gos maus respondedores para IgE, que quando depletados de T supressora
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tornam-se bons respondedores para IgE (Chiorazzi et alii, 1977).

Em vista da evidéncia do papel das células T supressoras nas rec-
postas para IgE poderiamos supor que o periodo de supressio na infec—
¢80 chagasica, dentro da fase aguda, poderia estar regulado por um
sistema de ativagdo andalogo ao das células T supressoras para o isoti-
po de IgE, e consequentemente as repostas humorais para esta imunoglo-
bulina seria baixa neste periodo. Por outro lado recentemente foi des-
crito um indice aumentado de IgE em pacientes chagdsicos na fase aguda
e crinica, sendo significativa a detec¢B8o de IgE especifica principal-
mente na fase aguda (Martin et alii,i986). ’

As andlises da sintese de IgE e IgGi ,durante um periodo mais lon-
go da infeggio da doenga de Chagas, poderiam esclarecer alguns fenodme-
nos nos quais elas participam, tendo em vista alguns autores terem de-
monstrado que nas células esplénicas de animais in;ectadoﬁ, a sintese
de IgE € timo-dependente ao contrario da IgGi (D'Império-Lima et
alii,1985). Estes dados vém confirmar aspectos dos nossos resultados,
que indicam uma diferenca entre as sinteses destas duas imunoglobuli-
Nasa.

O0s sistemas de reacao de degranulacio para antigenos nio relacio-
nados a T.cruzi, (IgE-anti-IgE e Ova.anti-Ova), apresentou um fendmeno
de inibigdo da exocitose ao longo da infe¢¢io (Ubirajara-Garcia et
alii,1987-b). Diante deste fendmeno, o referencial dos padries contro-
les positivos com soro ou células de animais, apresentaram—se alterna-
dos em relaglo ao controle de soro e células de animais normais, tn-
fluenciando na'leitura dos controles das rea¢des. (Tabela 1,3,5).

A observacgé da exocitose de mastdcitos peritoniais dos camundon-

gos susceptiveis e resistentes a infeg¢80 por anti-IgE total, a qual

foi consideravelmente inibida no iS¢ dia de infec¢io, poderia estar
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relacionada initcialmente com um mecanismo de supressao da sintese de
IgE total. Entretanto, a mesma observagdo verificada na sistema oval-
bumina em presenca de soro imune anti-T.cruzi, indica a possibilidade
de um mecanismo mais direcionado para a inibigio.

Tanto a exocitose da IgE sérica, como dos imune-complexos anafila-
ticos de IgGi apresentaram sensiveis aumentos de inibi¢i0 ao longo da
infecg80 (Figura 4). Em geral, este fendmeno de inibi¢cado parece ter a
mesma atividade efetora nas duas linhagens utilizadas, com uma pequena
diferenga em sistemas dos imune-complexos de IgGi onde o CBA/J induz
uma mais sensivel inibigio, quando comparado ao C57B1/4@ (Figura 4).

0 estudo dos fendmenos de inibi¢cdo da exocitose surgiu com os tra-
balhos de Austen e Brocklehurst (1926@), onde ficou demonstrada uma ini-
bicdao da liberagio de mediadores de mastdcitos pulmonares de cobaias,
utilizando substratos enzimaticos. h‘partir desta data tem sido repor-
tado diferentes inibidores para exocitose de mastdcitos € basafilos,
com uma grande variedade de mecanismos.

Recentemente, foi descrito um blogueador no soro de rato, o qual
inibia a liberagfo de histamina em mastdcito "in vitro® e "in wvivo'(
Theobald et al,i983). Também foi identificado no soro humano a tran-
ferrina, como responsavel pela mesma atividade bloqueante da exocitose
(Grab—Weege et alii,i984). Estes achados vieram sugerir que estas
substancias seriam importantes na regulagio da liberagao de histamina,
durante o processo alérgico € nas rea¢oes inflamatarias.

Assim, O Processo de inibig3o observado neste trabalho durante a
infecgao, poderia ser devido a presenca de fator(ou fatores) originado
dﬁ Proprio hospedeiro como regulador dos fendmenos anafilaticos, que
por sua ver inibiria certamente a penetragio do parasita na pele ou

tecido. Este fator(s) poderia também inibir a exocitose inespecifica
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em mastdcitos, pelos antigenos de T.cruzi, como observamos na tabela 1
e 3. Na literatura tem sido descrito fendmenos de inibig3o das intera-
¢oes da molécula de IgE ao receptor da célula (Schrick et alii,i984;
Ishizaka et alii, 1985),como também bloqueios das interagdes IgE-anti-
geno, ou relacionados a mecanismos nao imunologicos como tipo Ca2+ lo-
niforos (Theobaldo et al, 1983).

0 fendmeno da inibig3o tem sido analisado nos processos alérgicos,
e principalmente nas helmintoses. & conhecido o fato que produtos de
incubagdo do S.mansoni tém a propriedade de inibir "in vitro®, € Tin
vivo®, a degranulacfo de mastdcitos em sistemas anafilaticos ou frente
a compostos quimicos ativos na membrana da célula (Mazinque et
alii,i980). Estes autores sugerem gue a inibiglio esteja envolviﬁa com
a modulagio do AMP-ciclico da célula, pode comprometendo o fendmeno de
cttoto;ldade ao Schistosomula, mediada pelo eosindfilo. 0 efeito ini-
bidor observado em nosso trabalho pode representar como na esquistos-—
somose um dos mecanismos, de escape do parasita a citotoxidade depen-
dente de anticorpo, se considerarmos que esse fator(ou fatores) seja
liberado pelo proprio parasita, como também poderia diminuir a atuagio
dos mastacitos na amplificaglo do processo inflamatorio.

Tem sido atribuido um papel bioldgico a determinadas enzimas Ppro-
teoliticas i1soladas de extratos lisados do T.cruzi (Araidgo ,1979). Sa-
be-se que a proteinase de cepas deste parasita, tem atividade enzima-
tica sobre anticorpos lgM, IgG e IgA (Gomes, 1984), podendo anular di-
versos fendtmenos bioldgicos em que participariam estas imunoglobul i~
nas. Esta mesma atividade enzimatica poderia estar ocorrendo sobre os
anticorpos anafilaticos, quando em presenga do antigeno, nio ocorrendo

mais a interagao, ou também poderia blogquear as interagdes dos antige-

nos de T.cruzi na indu¢lo de uma exocitose inespecificas (Tabela 3).
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Outros autores tém demonstrado uma supressao nas respostas para
sistemas OvalbuminaZanti-ovalbumina em animais infectados por T.cruzi
ao longo da infegelo (Mendes et alii,i979), podendo talvez esta n@o
detecgio de resposta estar também relacionada a uma inibiglo da exoci-
tose em sistema de PCA.

ODutra hipdtese levantada seria que a exocitose observada neste
trabalho poderia ser blogqueada pela supressao idiotipica, uma vez que
as IgE, assim como outros isotipos sdo sensiveis a esta SUPressao
(Gazzinelli et alii,i1987).

Um outro fator a ser analisado € a influéncia de populacies hete-
rogéneas de IgE presentes no meio, as quais poderiam comprometer o me-
canismo de sensibilizacio dos mastocitos, bem como as suas possiveis
interaches com os antigenos, Jja que a probabilidade das interascdes
espectficas estao ;ossivelmente diminuidas.

Ac pesquisas de processos imunoldgicos envolvidos na defesa dos
hospedeiros contra os parasitas tem sido reconhecido a mais de um sé-
culo, € o papel dos anticorpos anafildaticos e dos mastdcitos tem sido
relacionados aos mecanismos de defesa, e nas profilaxias das reinfec-
ches (Lee et alii, 1986). Em geral, a imunidade € insuficiente dentro
das infecgles parasitarias, possibilitando ao parasita atravessar a
fase aguda e passar para uma fase crénica persistindo neste periodo.
Assim, apesar de uma resposta humoral especifica desenvolvidas nas in-—
fecghes chagasicas a patogenecidade que se desenvolve no hospedelro €
um reflexo das interaghes hospedeiro-parasita em todos os periodos da
infecgio.

Os estudos da patogenia em Chagas tem mostrado que a intensidade

da inflamacio esta associada a diferentes cepas do parasita (Tafuri

et al,i967), e recentemente autores verificaram que a heterogeneidade
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dentro de cada cepa também tem sido responsavel por aspectos patogéni-
cos distintos (Morel et alii,i986). Este aspecto também esta associado
aos diferentes tropismos das cepas para o0s tecidos, € em particular a
cepa Y, apresenta um tropismo para o intestino entre o 92 ao ii2 dia
de infecgiop, guando inoculada intra—-peritonealmente em camundongos al-
binos (Melo et al,i978). A distribuigao do T.cruzi nos tecidos tem um
importante reflexo na patogenia, entretanto os diferentes tropismos
ver ificados exper imentalmente ainda nfo estio correlacionados a pato-
genia humana.

Os camundongos das linhagens susceptiveis e resistentes infectados
com T.cruzi, contorme a metodologia utilizada em nosso trabalho, de-
senvolveram processos inflamatdrios no mesentério, que evoluiu com a
inteccio, apesar de nio ter sido verificado a presenga de parasitas em
cortes corados especificamente,‘durante as anal ises.

Nos cortes histoldgicos do mesentério dos animais infectados, foi
observado que havia uma progressao do infiltrado celular, o qual se
iniciava no tecido peri-vascular nos dias subsequentes & infec¢do e se
estendiam para o tecido inter-vascular.

Entretanto, os animais normais Ja apresentavam um moderado numero
de exsudato celular comum as duas linhagens, € que naturalmente pode-

ria estar associado a um periodo de digestao alimentar destes animais

(Alcantara, 1987, comunicagao pessoal).
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Os animais normais pertencentes as duas linhagens estudas apresen-—
taram sempre um tecido adiposo denso, contornando a regices dos vasos,
enquanto o0s animais infectados, durante a evoluglo da infec¢lo, per-
diam a estrutura deste tecido, dando lugar a um infiltrado celular in-
tenso no final da fase aguda (Figura 7-8, pagb®. Entretanto, o CBA/J
diferentemente do CS57B1/1@ evoluia para uma lesao dos tecidos com in-
dicios de processos necroticos no periodo final, n8o recuperando mais
o tecido adiposo.

A diminuigzao do tecido adiposo detectadas nas infecegdes exper imen-—
tais chagasicas, ainda € uma que;tﬁn em aberto ja gue nao foi encon-
trado presenga do parasita nas células adiporosas (Tafuri, 1987, comu-
nicagao pessoal).

Nos animais normais tambéﬂ foi verificado que o numero basal de
mastocitos do tecido peri-vascular da linhagem resistente € duas vezes
mator que o numero basal destas células na linhagem susceptivel (Figu-
ra 9, pgtd.

0 niumero de mastocitos nas linhagens infectadas € sensivelmente
aumentada no 132 dia, diminuindo mais intensamente nos animais GBA/J
no 20¢ dia, gquando comparado ao C57B1/4@.

0 processo de degranulagac foi mais intenso € mais Pprecose no
CS7B1/1i@, apresentando no 452 e 202 dia de infeccdo valores discrepan-
te dos obtidos pelo CBA/J. Esta degranulaciio, principalmente observada
contornando os focos inflamatdrios ou dispersos no tecido inter-vascu-—
lar, com intensa metacromasia € dispersao dos granulos, SUugere uma as-—
sociagao com estes infiltrados (Figura 13-10, PQG%Q.A degranulagio dos
mastacitos no tecido inter—-vascular no final da infec¢gio da linhagem

susceptivel, caracterizada pela perda da integridade do nucleo & dimi-
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nuigio da metacromasia, foi interpretada como consequéncia do Processo
necrat ico instalado nos tecidos.

Em paralelo aos resultados da degranulacio dos mastidcitos, os pro-
cessos  inflamatdrios no mesentério, nos mostraram que a intensidade
dos infiltrados celulares foi maior no mesmo periodo que se obteve um
maximo de mastocitose € exocitose, tanto na linhagem resistente como
na susceptivel. Entretanto, o C57B1/1@ apds este periodo diminuiu o
infiltrado celular, dando inicio a reposigao do tecido adiposo, en-
quanto o CBA/J aumentou sobremodo este infiltrado no tecido inter-vas-
cular(Figura 11, pgél, provavelmente sendo responsavel pela evolugio
da infec¢io, distinta nas duas linhagens.

& cinética de degranulagio dos mastdcitos "in situ’, € o aumento
do infiltrade inflamatdrio, foi concomitante a resposta humoral de
TgGi e provavelmente de IgE. Este fato leva a supor 4que 0O Processo In-
Flamatdr io detectado nestes tecidos, tém seus mecanismos fundamentados
também nas reagoes anafilaticas. A resposta tardia da sintese wmais
efetiva dos anticorpos anafilaticos especificos a T.cruzi na linhagem
susceptivel, levou os mastdcitos "in situ” a retardarem o fenomeno de
degranulagio. Isto poderia consequentemente ser responsavel pela nao
participacio dos mecanismos disparados apds a exocitose do mastdcito,
os quais representam um papel essencial na inflamag8o, possibilitando
assim um menor controle da infecg2o pelo hospedeiro. Quando este ani-
mal inicia a resposta humoral, o processo inflamatdrio Ja esta acompa-
nhado por um quadro patogénico de dificil controle e possivelmente 1r-
reversivel. Por outro lado a linhagem resistente se manifesta no ini-
cio do processo infeccioso acompanhada por uma resposta humoral efi~
ciente, com elevado indices de degranulagio retomando rapidamente a

homeostasia dos tecidos.
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Dentre os inumeros fendmenos bioldgicos mediados pela IgE, nos
processos anafilaticos foi proposto pelo casal Ishizaka(i?37), que es-
ta imunoglobulina tera uma fungio como anticorpo "guardido’, Jja que as
substancias liberadas pelas reagoes mediadas por ela aumentam a per-
meabilidade vascular, permitindo a translocacio de anticorpos especi-
ficos do soro, pertencentes a outras classes de imunoglobulinas para
s sitios onde seus acessos sao limitados (Steinberg et alii,1974).
Estes mecanismos sio constantemente estudados nas infecedes helminti-
cas e estio relacionados com os sistemas de defesa nas reinfecgoes
(Alizadeh et alii,i986).

Neste trabalho, sugerimos que a degranulagio dos mastdcitos "in
situ” seja principalmente consequéncia da formagio de complexos anafi-
lat icos IaGi/Ags do parasita, como tambeém IgE, as quais em concentra-
ches minimas poderiam ser eficientes a nivel de tecido.

Além dos fenfmenos anatfilaticos responsaveis pela degranulacio dos
mastacitos "in situ", ainda poderiam estar operando o processo inibi-
tério, detectado "in vitro®, o qual bloquearia a resposta do mastacito
no tecido. Entretanto, & prdvido aceitar esta atuaglo somente parcial,
ja  que as respostas de exocitose sdo fiéis aos*niveis de anticorpos
anafilaticos.

Eventualmente poderia estar atuando na degranulaclo destes mast -
citos os antigenos do parasita induzindo exocitose inespecifica nestas
células, ampliando assim o fendmeno da inflamagfo. Todo um conjunto de
fenémenos estaria atuando em uma dindmica de interagio no sentido de
invasio e de defesa, a gqual poderia ser iniciados com & partitipacau
ativa dos mastdcitos, amplificando as respostas in?lamatérias- com a

var iedade de seus compostos farmacoldgicos. Seriam desencadeados feno—
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menos de imunoregulagio € recuperacao dos tecidos lesados, 08 quals
a0 responsaveis pelos sintomas clinicos nas infecgdes. Ademais estes
fenfmenos poderiam se repetir em outros tecidos, durante a infecgio
cranica  da doenga de Chagas, provocando miocardites, ou participando
at ivamente nas sindromes dos megas (Menezes et al, 1965; Tafuri et
al, 1967; Tafuri et al, 1971). As respostas obtidas neste trabalho mos-
traram fenomenos distintos nas duas linhagens de camundongos de dite-
rentes susceptibilidades, sugerindo gque estas respostas representam
mais um mecanismo de defesa, e estejam relacionadas com a sobrevivén-

cia do animal na infec¢cio experimental chagasica.
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RESUMOD E CONCLUSOES

Na doenga de Chagas tem sido pouco estudada a participagido dos an-
ticorpos anafilaticos € as suas interacgoes com os mastdcitos, certa-
mente pelo fato de que em geral nas infecehes por protozodrios n3o ha
um aumento da sintese de IgE, como acontece nas helmintoses. Tambem,
foram desenvolvidas poucas pesquisas de outros anticorpos anafilidticos
além da IgE, que poderiam ter um papel efetivo em geral nas infecgdes.

Neste trabalho nos propusemos investigar o papel da anafilaxia na
infecgdo a T.cru=zi, durante a fasé aguda, utilizando duas linhagens de
camundongos diferentes: 0 CBA/J (susceptivel) € o C37B1/74@¢ (moderada-
mente resistente). Foram estudadas a cinética € a fungfo bioldgica dos
ant icorpos anafilaticos (IgE e }gGi), como também suas interacdes com
0s mastocitos, participando de um processo inflamatdrio nos tecidos do
mesentério.

Com a utilizacZo de uma metodologia apropiada nas analises das in—
feceies, foi observado que durante a evolugio da infec¢lo chagasica ha
indicios de uma sintese de IgE especifica a antigenos de T. cruzi,
principalmente na linhagem resistente.

Em nosso trabalho hd evidéncia entretanto, de um fator(fatores)?,
cujas caracteristicas ainda nf3o foram identificadas, e que dyrante a
infecg30 é liberado na circulacio, produzindo uma inibicao da excitose
dos mastécitos. Esta exocitose foi induzida por antigenos nio relacio-
nados a T.cruzi, mediada ou nio por IgE ou IgBGi, como tambeém foi i
bida a exocitose inespecifica, mediada ou ndo por IgE ou IgGi.

Durante as analises humorais foi verificado que hd uma sintese de

ant icorpos anafilaticos IgGi especificos a diversos antigenos de T.
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traram capacidade de induzir importante exocitose, em &5% dos mastdci-

tos normais, mesmo em presenca do fator inibidor presente no soro.

Um outro fendmeno verificado durante a reacio dos antigenos de

cruzi na superficie de mastdcitos de animais normais, se refere a uma
afividade de exocitose inespecifica quando em presenca de soro normal,
principalmente na linhagem CBA/J para antigenos de formas amastigota.

A cineética destes fendmenos estudados nas duas linhagens de camun-—
dongos n&@o indica diferengas marcantes entre a inibicio das reaghes
mediadas por IgE e IgGi. Entretanto, a formacgio dos ;nticorpoa anafi-
laticos 1961 especificos a antigenos de formas evolutivas de T.cruzi
aparece mais elevada e mais precocemente na linhagem resistente do que
na linhagem susceptivel, analisada pela sua capacipade de induzir exo-
citose de mastdcitos peritoneais.

Os processos inflamatdri1os observados a nivel do tecido conectivo
peri-vascular & inter-vascular do mesentério durante a evolugio da +a-
se aguda, sugerem um possivel papel dos mastdcitos € de seus mediado-
res farmacoldgicos no fenfmeno de defesa contra o parasita, acionando
sistemas de imunoregulagao € fibrilopoiese, como tambem a restauracio
de tecidos no decorrer da fase aguda da infecgfo. Estes fenfmenos es-
tdo associados ao grande niumero de mastdcitos, que acompanham a inten-—
sificaglo do processo inflamidtorio € o aumento da degranulagio “in -
tu”, no tecido peri-vascular na linhagem resistente, enguanto que 0
mesmo  nao € verificado na linhagem susceptivel. Esta linhagem atinge
um maximo de degranulacio talver em consequéncia aos Processos lesivos

que ocorrem nesta fase.

T.
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A exocitose "in situ” dos mastdcitos dos tecidos do mesentério
mostrou uma cinética paralela ao aparecimento dos anticorpos anafila-
ticos, principalmente IgGi especificos a T.cruzi na circulagio nas
duas linhagens de camundongo, a qual poderia ser explicada pela forma-
cdo de complexos IgGi/ Ags de T.cruzi anafildticamente ativos, produ-
zindo degranulaglo de mastdcitos.

Entretando, a sintese dos anticorpos anatfilaticos IgE especificos
contra antigenos de T.cruzi, duranfe a fase aguda da infecgio foi pou-
co significativa, talvez porque a nivel de tecido haja uma concentra-

-
gao efetiva desta imunoglobulina Tambénm, as linhagens de camundongns
utilizados sdo mas respondedoras para IgE, além da possivel influén-
cia do fator inibidor presente na infecgio.

Este trabalho representa mais uma contribuigio para coqfosicﬁa dos

mecanismos, que poderiio participar ativamente na resisténcia e sobre-
vida dos hospedeiros, Jja que sio distintos os fendmenos anafilaticos

em linhagens susceptiveis e resistentes, durante a fase aguda da in-

fecgao experimental de Chagas.
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