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“Uma nova verdade cientifica nio se estabelece convencendo
seus oponentes, mas pelo fato de que estes adversarios finalmente
morrem € nasce uma outra geragdo familiarizada com a nova
verdade”.

Max Planck (1858-1947)
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INTRODUCAO

A doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, ¢ endémica em
quase toda América Latina e a principal causa de morbidade entre a populagdo carente da
América do Sul, afetando aproximadamente 18 milhdes de pessoas (WHO, 1991).

Experimentalmente, a Doenga de Chagas tem sido estudada em diferentes espécies
de animais: coelhos (Teixeira et al. 1975), cies (Tanowitz et al., 1942; Pifano et al. , 1962),
macacos (Marsden et al., 1970; Seah ez al., 1974), ratos (Culbertson & Kolodny, 1938) e
camundongos (Chagas, 1909). Camundongos e ratos sio, frequentemente, os modelos mais
utilizados para o estudo da fase aguda da Doenga de Chagas, enquanto que coelhos, caes,
cobaias e macacos tém sido utilizados como modelos para a fase cronica da doenga
(WHO,1977).

Quando camundongos sio infectados pelo parasita, ha uma fase aguda inicial, na
qual altos niveis de parasitas s3o detectaveis no sangue circulante (Brener, 1980). Esta ¢
seguida por uma fase cronica que perdura por toda vida do animal e ¢ caracterizada por um
extenso parasitismo tecidual, além da impossibilidade de se detectar parasitas na corrente
circulatoria através de métodos diretos (Andrade, 1991).

Varias abordagens tém sido feitas na tentativa de se entender que tipo de interagdo
ocorre entre o parasita € o hospedeiro, e como esta interagdo pode direcionar o curso da
infec¢do. Para tal, os mecanismos especificos e inespecificos da resposta imune tém sido
intensivamente investigados.

O papel de macrofagos, como primeira linha de defesa do organismo contra
microorganismos intracelulares, ja ¢ conhecido desde ha muito (Taliaferro & Pizzi, 1955;
Mackaness, 1969). Kierzenbaum ef «al/. (1974) demonstraram que o tratamento de
macrofagos com silica, substincia capaz de bloquear a fagocitose, torna camundongos mais
susceptiveis a infecgdo com Irypanosoma cruzi, mesmo quando cepas avirulentas do
parasita sdo utilizadas. O tratamento dos animais, durante a infecgdo pelo parasita, com
substincias imunomoduladoras, capazes de estimular e ativar macrofagos, tém demonstrado
um papel protetor importante para estas células no desenvolvimento da infecgdo

(Kierszenbaum & Ferraressi, 1979; James ef al., 1982). Borges et al. (1992), entretanto,



ressaltam que a ativagdo de macrofagos peritoneais, medida pela liberagdo de peroxido de
hidrogénio (H>0O-), varia de acordo com a espécie do animal experimental e com a cepa do
parasita. Entretanto, uma maior ativagdo dos macrofagos, medida pela produgdo de H,O; e
pela secre¢do de Fator de Necrose Tumoral (TNF), foi encontrada por Russo ef al. (1989)
em animais susceptiveis a infec¢io. Os autores sugerem que o alto nivel de TNF nestes
animais seja o responsavel pelo aumento da susceptibilidade durante a infecgdo.

Sabe-se que na infecgdo pelo Trypanosoma cruzi, como por outros microorganismos
intracelulares obrigatoérios, as reagdes especificas, associadas as células imune competentes,
tém um papel significativo (Russo ef al., 1988; Tarleton, 1990; Nickell ef al., 1993, Sato et
al., 1992). Neste sentido parece haver o envolvimento tanto do brago humoral quanto do
brago celular da resposta imune.

Alguns autores sugerem que a susceptibilidade e/ou resisténcia ao parasita esta
associada a resposta imune humoral especifica, em particular a capacidade de determinadas
linhagens de camundongos produzirem anticorpos liticos capazes de destruir o parasita
com o auxilio do sistema complemento, de facilitar a fagocitose e de favorecer a
citotoxicidade mediada por células (Lima-Martins et al., 1985; Lages-Silva ef al., 1987).
Animais neonatos tratados com soro anti-p, isto €, depletados de células B (responsaveis
pela produgdo de anticorpos), apresentam uma diminui¢do da resisténcia ao parasita
(Rodriguez et al., 1981 ).

No entanto, a presenga de anticorpos dirigidos contra antigenos do proprio
hospedeiro sdo encontrados no soro de animais infectados pelo parasita, sugerindo que, ao
lado de respostas especificas ao parasita, exista uma proliferagdo e uma ativagdo policlonal,
levando ao aparecimento de clones de células B auto-reativas (Minoprio ef al., 1988 ).

Por outro lado, varios trabalhos tém sugerido que o controle da fase aguda da
infec¢do esteja relacionado com o brago celular da resposta imune, onde células T
exerceriam um efeito anti-parasita precoce e anterior a produgdo de anticorpos
(Trischmann, 1983; 1984). A infec¢do experimental utilizando animais timectomizados,
tratados com anticorpos anti-células T ou ainda, usando animais sem timo ("nude"),
invariavelmente leva a morte (Roberson ez al., 1973; Kierszenbaum & Pienkowski, 1979;

Trischmann & Bloom, 1980). Além disso, a transferéncia de células T isoladas de animais



infectados é capaz de proteger outro animal singeneico de uma infecgéo letal (Reed, 1980;
Nickell et al., 1987). Mindprio et al. (1986) demonstraram que varias linhagens de
camundongos apresentam uma proliferag¢@o marcante de linfocitos T, sugerindo que estas
células tenham uma participagdo essencial no desenvolvimento da resisténcia ao parasita.
No entanto, o papel preciso de células T, apresentando diferentes marcadores fenotipicos
(CD4" / CD8"), ndo foi ainda esclarecido.

Varios trabalhos tém sugerido um papel efetivo para células CD4" durante a fase
aguda e crOnica da infecgdo. AraGjo (1989) observou que camundongos tratados com
anticorpos anti-CD4, imunizados com formas epimastigotas da cepa Tulahuen e depois
desafiados com formas sanguicolas do parasita, tormam-se mais susceptiveis pois
desenvolvem respostas celular e humoral bastante comprometidas. Entretanto, Minoprio
(1991) observou que animais sem células CD4" apresentam uma resposta inflamatoria de
menor intensidade e uma maior resisténcia a infecgdo. Resultados aparentemente
discrepantes podem refletir apenas diferencgas no padrio de citocinas produzidas e liberadas
por células T CD4" (De Maeyer & De Maeyer-Guinard, 1992).

Ha hoje um conjunto consideravel de evidéncias sugerindo que as respostas humoral
e celular mediadas por células CD4" sdo, em realidade, fungdes de sub-populagdes distintas
denominadas T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2). Assim, células Thl seriam responsaveis
pela resposta imune celular gerando, entre outras citocinas, Interleucina 2 (IL-2), Interferon
gama (Interferon y), TNF « e B (fator de necrose tumoral alfa e beta). As células Th2
seriam responsaveis pela resposta imune humoral gerando, Interleucina 4 (IL-4),
Interleucina 5 (IL-5), Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 10 (IL-10) (Mosman & Coffman,
1989 ). Um terceiro tipo de células CD4 ", denominadas de ThO, seriam capazes de produzir
IL-2, IL-4, IL-5 e IFNy simultaneamente (Firestein et al., 1989). Esta bem documentado
que a resposta das diferentes sub-populagdes nem sempre € benéfica para o hospedeiro.
Um exemplo disto ¢ a geragdo de uma resposta letal com ativagido de células Th2 no
camundongo BALB/c, quando infectado com Leishmania major (Coffman et alli, 1991 ).
Em contraste, camundongos C3H desenvolvem uma resposta protetora através da ativagdo
de células Thl. E interessante notar que a inoculacio em BALB/c de anticorpos anti-IL 4,

que inibem a geragdo de células Th2, ou anti-IL 12, capazes de gerar células Thl, protege o



animal da morte induzida pela L. major (Heinzel et al., 1993; Hsieh ef al., 1993).

Esta dicotomia da resposta ndo parece dominar na infecgdo com 7rypanosoma cruzi,
porque animais susceptiveis produzem os dois tipos de resposta, ou seja, sdo capazes de
produzir o IFNy , tipico de uma resposta gerada por Thl, e também IL-10, interleucina
tipica de uma resposta Th2 (Silva et al., 1992).

Recentemente, Reed ef al. (1994) sugerem um mecanismo de interagdo entre
citocinas, podendo uma antagonizar os efeitos de outra(s) para explicar resultados
aparentemente conflitantes. Os autores demonstram que a produgéo de IL-10 ocorre numa
fase bastante precoce da infec¢io e sugerem que o bloqueio de sua agdo, ao invés do
bloqueio de sua produgio, possa ser 0 mecanismo de exacerbagio da infecgdo.

A ativagdo policlonal de células T, em associagdio com a produgdo de
imunoglobulinas que reconhecem antigenos proprios, sugere que durante a infecgdo varios
clones de linfocitos T , mais especificamente células CD4', sdo ativados, inclusive aqueles
que geram resposta auto-reativa, € que estes clones teriam uma participagdo efetiva no
desenvolvimento das lesdes teciduais observadas durante a fase cronica da infecgio.

A participagdo de células T CD8" na eliminagdo de microorganismos intracelulares
como Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Mycobacterium tuberculosis e Listeria
monocytogenes também tem sido relatada (Milon & Louis, 1993; Tarleton ef al., 1992)

Tarleton, em 1990, demonstrou que a deplegdo de células T expressando o
marcador CD8" (células citotoxicas/supressoras) na fase precoce da infecgio torna o
camundongo C57BL6/J, normalmente resistente, incapaz de controlar a parasitemia e
aumenta a taxa de mortalidade. A deplegdo de células CD8" na fase cronica da infec¢io ndo
tem nenhum efeito sobre o mesmo animal, ndo sendo, inclusive, observada a reativagdo da
infec¢do ou uma segunda fase aguda se o animal for reinfectado.

Recentemente, Rottenberg ef al. (1993) demonstraram alta parasitemia e alta taxa de
mortalidade em camundongos mutantes (gerados por tecnologia "knockout") depletados de
células que expressam marcadores CD4" e CD8". A dramatica susceptibilidade destes
animais a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi reforga a idéia que células T tém um papel
fundamental na resisténcia contra este parasita.

Muito embora clones de células B e T estejam sendo ativados durante a fase



aguda da infecgdo pelo parasita (Minoprio et al., 1986), uma supressdo transitoria da
resposta, dirigida contra antigenos nfio relacionados com o parasita e para mitogenos
especificos destas células, tem sido reportada (Hayes & Kierszenbaum, 1981; O'Daly ef al.,
1984; Lalonde ef al., 1985; Kierszenbaum et al., 1994). Portanto, imunossupressdao vem
sendo considerada uma caracteristica da fase aguda da infecgdo com Trypanosoma cruzi,
ndo importando se a doenga evolui para a letalidade ou para a cronicidade.

Entretanto, o fendmeno de imunossupressio € descrito na maioria das vezes, quando
se observa o compartimento de células imunes do bago (O'Daly er al., 1984; Lalonde et al,,
1985). Lafaille er al. (1990) estudando a resposta especifica a antigenos do parasita, em
diferentes compartimentos linfoides, observaram que respostas proliferativas especificas de
células T podem ser detectadas nos linfonodos durante toda a fase aguda da infecgéo,
embora as células do bago nio respondam a antigenos ou a estimulagdo com lectinas. Este
estudo sugere a importancia de células de outros compartimentos linfoides, que ndo o bago,
e demonstra que a imunossupressao pode ndo ser um fendmeno comum a todos os 6rgdos
envolvidos na resposta ao parasita.

Os mecanismos responsaveis por essa supressdo da resposta imune sdo complexos,
multi-fatoriais e ainda ndo completamente compreendidos. A inibi¢gdo da expressdo de
receptores para IL-2 ( Beltz ef al., 1988; Kierszenbaum ef al., 1991) e a redugdo na
producdo desta interleucina (Soong & Tarleton, 1992) tém sido exaustivamente
investigadas devido ao papel central desta citocina como fator primario de crescimento de
célula T e como reguladora de muitas respostas imunes. Tem sido descrito que a
administrag@o, "in vitro" e "in vivo", de IL-2 restaura parcial ou completamente a
capacidade funcional de células imunes de animais infectados com o parasita (Tarleton &
Kuhn, 1984; Hulsebos ef al., 1989). Entretanto, também tem sido descrito que a IL-2 ndo é
capaz de restaurar a resposta de linfocitos, obtidos de animais infectados com 7rypanosoma
cruzi, para diversos mitogenos ou de linfocitos humanos colocados em cultura com o
parasita ( Fucs & Barcinski, 1987; Beltz et al., 1988). Estes resultados discrepantes tém
sido atribuidos ao uso de diferentes cepas do parasita ou diferentes linhagens de animais.
Recentemente, Kierszenbaum et al. (1993) sugeriram que a controversia sobre os efeitos

corretivos de IL-2 poderia, na verdade, refletir apenas variagGes na extensdao da supressio



da resposta apresentada em diferentes modelos experimentais de imunossupressdo associada

ao parasita.

Uma outra citocina tem merecido atengdo especial, o Interferon gama (IFNy). Esta
citocina tem sido descrita como imunoregulatoria (Vandekerckhove ef al., 1994) e como
um potente ativador de macrofagos capacitando-os a eliminagdo de parasitas intracelulares

(James et al.; 1982; Pfefferkorn & Guyre, 1983 ).

No caso da infecgdo com o Tryparnosoma cruzi o IFNy é capaz de inibir, "in vitro", o
seu desenvolvimento (Plata ef al., 1984) e, "in vivo", é capaz de diminuir a parasitemia e
prolongar a sobrevida de camundongos infectados (Plata et al., 1987). Entretanto, linhagens
de animais geneticamente susceptiveis a infecgdo pelo parasita produzem niveis
relativamente significantes de IFNy e, apesar de altos niveis desta citocina serem

encontrados em animais resistentes, o parasita € capaz de estabelecer uma infec¢do cronica
(Hoft et al., 1993).

Beltz et al. (1989) demonstraram um efeito supressor do parasita sobre a
produgio/secregdo de IFNy por células esplénicas de camundongos infectados. Entretanto,
os autores ressaltam que a redugdo na producdo desta citocina parece ser apenas uma
conseqiiéncia maior da supressdo induzida pelo parasita, uma vez que IFNy exdgeno ndo €
capaz de restaurar a resposta celular, em termos de linfoproliferagio medida pela

incorporagdo de timidina marcada com tritium.

Muito embora o hospedeiro seja capaz de responder e até de controlar a infecg@o
pelo Trypanosoma cruzi, ndo ¢ capaz de elimina-la por completo devido, provavelmente, a
alteragGes nas células envolvidas na resposta imune. Além disso, a evolugdo da infecgdo
também depende, evidentemente, de fatores relacionados com o parasita. De fato, as
amostras isoladas apresentam diferengas acentuadas quanto a viruléncia (Phillips, 1960;

Brener, 1977).

A existéncia de diversas manisfestagdes patologicas pode ser parcialmente atribuida
a caracteristicas das sub-populagdes de 7rypanosoma cruzi, indicando uma variagdo intra-
especifica muito grande . Essa variagdo tem sido observada quanto a morfologia de formas

circulantes (Brener, 1965), tropismo tecidual ( Melo & Brener, 1978), letalidade (Andrade



et al., 1985) e susceptibilidade aos mecanismos imunes (Krettli ef al., 1979 ). Varios
autores tém isolado cepas do parasita que apresentam caracteristicas biologicas diferentes.
Um exemplo disto € a existéncia de formas polares do parasita, as cepas Y e CL. Enquanto
parasitas da cepa CL sdo encontrados, principalmente, em células musculares, os da cepa Y
infectam, preferencialmente, macréfagos (Melo & Brener, 1978). Pode-se citar ainda o
exemplo da cepa RA isolada de uma crianga com Doenca de Chagas aguda, que € altamente
virulenta para camundongos e induz a produgéo de anticorpos opsonizantes (Muller ef al.,
1986 ) enquanto que, a cepa K98 obtida de um paciente com cardiomiopatia cronica ndo €
letal para o camundongo e induz pobremente a produgdo de anticorpos opsonizantes
(Celentano & Gonzales Cappa, 1992).

O curso da infecgdo experimental, utilizando-se uma mesma cepa do parasita, varia
muito de acordo com as caracteristicas do hospedeiro, sexo e estimulos antigénicos
anteriores (Krettli & Brener, 1982; Camargo et al., 1989; Camargo ef al., 1991, Calabrese
et al, 1991). Diferentes linhagens de animais apresentam diferentes quadros de evolugéo
da doenga. Assim, camundongos BALB/c sio altamente susceptiveis a infecgdo com
Trypanosoma cruzi, desenvolvendo altos niveis de parasitemia e mortalidade , enquanto
que animais C57BL6/] sdo resistentes a desafios semelhantes (Nogueira ef al., 1981,
Wrightsman ez al., 1982; Trischmann, 1986 ). Os fenomenos de resisténcia e
susceptibilidade parecem ser governados por fatores genéticos multiplos incluindo pelo
menos um gene em um locus proximo ou dentro do complexo maior de
histocompatibilidade (Trischmann ef a/., 1978; Wrightsman ez al., 1984 ).

Estoques do parasita obtidos de diferentes laboratorios devem comportar-se de
maneira diferente uma vez que sdo submetidos a diferentes pressdes genéticas resultantes da
condigdes particulares utilizadas para sua manuteng3o.

Em adigéq a variabilidade do parasita deve-se considerar também a diversidade do
modelo animal utilizado para experimentagdo. O uso de animais isogénicos reduz
grandemente a variagdo do resultados induzida pelas diferengas intra-especificas dos
hospedeiros. Esta bem estabelecido que além do arcabougo genético, o estado sanitario dos
animais de laboratério e o meio ambiente influenciam grandemente os resultados na

pesquisa biomédica (Melby & Balk, 1983). O estado de saide do animal pode,



efetivamente, intervir na sua resposta, uma vez que algumas infecgdes podem alterar a
resposta imunoldgica dos individuos (Mims, 1986).

A manuteng@o das formas sanguicolas de Trypanosoma cruzi nos laboratorios que
desenvolvem pesquisas com o parasita € realizada através de repiques, por ocasido dos
picos de parasitemia, de sangue de hospedeiros previamente infectados. A cepa Y de
Trypanosoma cruzi, por exemplo, foi isolada ha cerca de 40 anos (Pereira Da Silva &
Nussensweig, 1953) em camundongos Swiss e desde entdo mantida em animais de
laboratério. Como esses animais tém sido criados em condigdes favoraveis a infecgdo
natural com patdégenos murinos, inclusive virus de dificil detec¢do e controle, pode-se
esperar que junto com o Trypanosoma cruzi sejam transferidas também amostras de um ou
mais patogenos murinos. A presen¢a destes, pode modular a resposta imune do hospedeiro,
levando a variagdes nos resultados experimentais obtidos (Fujiwara, 1988; Smith e al,,
1992; Fujiwara & Wagner, 1994).

Uma grande variedade de eventos tém sido descritos em modelos animais durante a
fase aguda da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi. Além disso, resultados discrepantes e ndo
repetitivos podem ser observados, por exemplo, nos niveis de parasitemia e na taxa de
mortalidade de animais CBA inoculados com estoques diferentes da cepa Y do parasita
(Corsini et al., 1980; Camargo ef al., 1991).

As infec¢Ges murinas naturais sdo de dificil prevengdo e controle em colonias
mantidas de modo convencional, isto é, sem a presenga de barreiras protetoras. Isoladores,
gaiolas protegidas com filtro e a acomodag8o dos animais em sistemas de fluxo laminar sdo
métodos eficientes para se evitar a introdugdo do virus na colonia e sua subsequente
disseminagdo (Dillehay ez al., 1990). A presenga de pessoal técnico especializado, seguindo
rigidos protocolos de manipulagdo com os animais, também ¢ essencial para a manutengdo
de coldnias livres de patogenos contaminantes.

Com a crescente divulgagdo de que patogenos, de ocorréncia natural em murinos,
poderiam alterar os resultados obtidos na pesquisa cientifica que utiliza animais de
laboratorio, comegaram a surgir em paises avangados os primeiros centros especializados
em Ciéncia e Tecnologia de animais de laboratorio. A técnica de obtengdo de animais em

condigOes assépticas, através da derivag@o cesariana, aliada ao uso de unidades isoladoras



(Trexler), possibilitou o estabelecimento de colonias com diferentes estados sanitarios, quais
sejam, as axénicas (livres de germes), as gnotobidticas (com flora bacteriana conhecida) e as
SPF (specific pathogen free).

A implantagdo de um centro especializado na criagdo de animais SPF na
Universidade Estadual de Campinas, o CEMIB-UNICAMP, possibilitou a utilizagdo destes
animais, absolutamente controlados do ponto de vista genético e sanitario, na pesquisa
cientifica (vide nota final). Desta forma, ha cerca de cinco anos temos recebido
camundongos SPF do CEMIB-UNICAMP e temos mantido estes animais em isoladores, o
que nos possibilita o estudo da resposta imune ao 7rypanosoma cruzi sem a interferéncia de
outros patégenos associados.

Considerando-se que as cepas de Trypanosoma cruzi vinham sendo mantidas em
camundongos convencionais alguns dos resultados discrepantes, encontrados com a
infecgdo experimental pelo parasita, poderiam ser devido a interferéncia de patogenos
murinos, e ja dispondo de tecnologia necessaria para abordar esta hipotese, nos propusemos
a investigar se as cepas do parasita estariam realmente contaminadas e se esta contaminagao

estaria interferindo na resposta do hospedeiro.



MATERIAIS E METODOS

1. Animais de laboratério

Camundongos de quatro e oito semanas de idade e ambos os sexos, das linhagens
CBA e BALB/c foram utilizados durante os experimentos. Para obtengio de anticorpos
monoclonais e no isolamento de virus, dispds-se de animais imunodeficients (CB17
scid/scid, BALB/c nnu/nu e CBA nu/nu) Todos os animais foram obtidos do CEMIB-
UNICAMP a partir de coldnias livres de patogenos especificos (SPF), mantidas sob
barreiras. Testes sorologicos realizados pelo Servigo de Controle Virologico do CEMIB-
UNICAMP, para detecgdo de infecgdes virais nestas colonias, executados a cada 3 meses
desde janeiro de 1989, ndo apresentaram nenhum resultado positivo para os seguintes virus:
mouse hepatitis virus (MHV-3), Theiler's mouse encephalomielytis virus cepa GDV 1I
(TMEV-GDYV 1I), pneumonia virus of mice (PVM), Sendai virus, minute virus of mice
(MVM), vaccinia, lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV), mouse adenovirus,
polyoma virus, K virus, reovirus (REO-3), mouse cytomegalovirus (MCMYV), rotavirus e
lactate dehydrogenase elevating virus (LDHV). A deteccdo de infecgdo viral foi feita
através de testes de inibigdo de hemaglutinagdo para K virus e MVM (Parker & Richter,
1982), “LDH-elevation end point” para LDHV (Dillberger et al,, 1987) e testes de
imunofluorescéncia indireta para os outros virus acima mencionados (Kraft & Meyer,
1986). Todos os experimentos foram realizados em triplicat a e os animais sempre mantidos

em isoladores tipo Trexler.

2. Parasitas

As cepas Y (Silva & Nussenzweig, 1953) e CL (Brener & Chiari, 1963) de
Trypanosoma cruzi foram utilizadas.

O cepa Y foi recebida do Prof. Brener em 1972 e até 1989 mantida em nosso
laboratorio através da infecgdo semanal de camundongos Swiss, mantidos de modo
convencional, com 10° formas sanguicolas injetadas intraperitonealmente. De 1989 até 1991
esta cepa de parasitas foi mantida em camundongos CBA, obtidos de colonias SPF porém

ainda alojados em biotério convencional, e foi denominada Y, A partir de entdo, até a
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presente data, todos os animais experimentais sdo obtidos de colonias SPF e mantidos em
isoladores do tipo Trexler.

O estoque denominado Yarc foi obtido cultivando-se os parasitas do estoque Yaorg
em células LCC-MK2 em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado, 2mM de L-glutamina, penicilina (100U/ul) e estreptomicina (100 g/ ul). Apos
dez passagens em cultura de células, os parasitas foram colhidos e 10° formas
tripomastigotas foram injetadas em CBA que foram mantidos em condigdes assépticas
dentro de isolador. Os parasitas foram, entdo, mantidos através da transferéncia semanal de
103 formas sanguicolas para camundongos CBA mantidos sempre em isolador do tipo
Trexler.

O estoque denominado Yonnn foi obtido através da cultura de parasitas do estoque
Y20rig 2 28°C por quinze dias em meio Nicolle-Novy-McNeal (NNN), com algumas gotas
de meio LIT (Liver Infusion Tryptose). Depois de dez passagens em meio NNN, os
parasitas foram colhidos e 10> formas tripomastigotas foram inoculadas em camundongos
CBA mantidos em isolador. O estoque foi mantido, sob condi¢Ges assépticas, infectando-se
semanalmente camundongos CBA com 10° formas sanguicolas.

O estoque denominado rcY, foi obtido através do cultivo de parasitas do estoque
Yaorig €xclusivamente em cultura de células Vero. Este estoque do parasita apresenta a
caracteristica marcante de induzir, em camundongos CBA, uma baixa parasitemia e
nenhuma mortalidade, sendo por esta razdo denominado de baixa viruléncia ou avirulento.
Formas tripomastigotas foram colhidas do sobrenadante das culturas celulares,
centrifugadas a 1.000 x g por 20 minutos a 4°C, contadas em camara de Neubauer e
adequadamente diluidas em meio RPMI 1640 (GIBCO) para inoculagdo nos animais
experimentais mantidos em isolador.

O estoque CLorig foi gentilmente cedido pela Profa. Dra. T. Kipnis (ICB-USP) e foi
mantido infectando-se intraperitonealmente animais CBA, alojados em biotério
convencional, a cada quinze dias com 104 formas sanguicolas. Os estoques CL1c e CLynn

foram obtidos da mesma forma que os estoques Yarc € Yonnn da cepa Y do parasita.
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3. Teste de produciio de anticorpos (IMap test)

A presenga de virus contaminante(s) em animais infectados com Trypanosoma cruzi
foi investigada a partir do sangue dos animais previamente infectados com o parasita. Para
tanto o sangue destes animais foi centrifugado, o plasma filtrado em membrana Millipore
(0,21) e, uma vez que a observagio microscopica ndo indicou a presenga de parasitas, foi
inoculado (0,2ml, intraperitonealmente) em camundongos CBA mantidos em isoladores tipo
Trexler. ApOs vinte e oito dias estes animais foram sangrados, sob anestesia com éter, seus
soros separados e testados individualmente quanto a presenga de anticorpos contra os
quatorze virus acima relacionados, através de testes de imunofluorescéncia indireta (Kraft &

Meyer, 1986).

4. Testes de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

A presenca de anticorpos contra os diferentes virus no plasma de animais infectados
com diferentes estoques do parasitas e de animais utilizados no Map test foi detectada
através de IFI. Para tanto foram preparadas laminas teflonadas com culturas de células L-
929 ou LLC-MK?2 e com macrofagos peritoneais, obtidos de animais BALB/c normais
estimulados trés dias antes com peptona 10%. Apos incubagdo das células, a 370C em
estufa de CO,, as laminas foram cobertas com suspensdes dos virus relacionados no item 1
e com suspensdo do virus X apos seu isolamento. Apds periodo de incubag@o por 24/48
horas a 370C, quando 50% das células apresentavam efeito citopéatico, as laminas foram
fixadas em acetona gelada por dez minutos e estocadas em freezer a -20°C até o momento
do uso. Para a reagdo as laminas foram cobertas e incubadas, por uma hora a temperatura
ambiente, com o plasma filtrado dos animais infectados com diferentes estoques do
parasitas ou com o plasma dos animais utilizados no Map test, em diferentes diluigdes. A
presenca de anticorpos ligados foi detectada utilizando-se soro de coelho anti-
imunoglobulinas de camundongo conjugado com fluoresceina, adquirido da W. L.
Imunoquimica (Rio de Janeiro, Brasil). A incubagdo com o conjugado deu-se a 25°C por 30
minutos. As laminas foram entdo lavadas 3 vezes com PBS durante 10 minutos e em
seguida montadas com PBS glicerol 90% (pH 8.2). Todas as incubagdes foram realizadas

em cidmara umida e as ldminas examinadas em microscopio Zeiss de fluorescéncia. Os
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controles negativos foram feitos utilizando-se soro normal de camundongo e os positivos
com anti soros especificos para cada um dos virus anteriormente descritos, produzidos e

gentilmente cedidos pelo Servigo de Controle Viroldgico do CEMIB-UNICAMP.

5. Testes de Patogenicidade

Estes testes foram realizados para verificar a possivel presenga de um fator no
plasma de alguns camundongos, que pudesse influenciar o nivel de parasitemia e o tempo de
sobrevida dos animais desafiados com 7rypanosoma cruzi. Os plasmas a serem testados
foram filtrados em membrana Millipore (0,2u), checados microscOpicamente quanto a
auséncia de parasitas e entdo grupos de dez animais foram injetados intraperitonealmente
com 0,1 ml. Estes animais receberam, uma hora depois, 10’ formas sanguicolas do parasita.
Dois grupos controle foram estabelecidos, um deles recebeu o plasma a ser testado porém
ndo foi infectado e o outro recebeu plasma normal e foi infectado. O nivel de parasitemia e
a taxa de mortalidade foram determinados diariamente em todos os grupos, ressaltando-se
que no grupo inoculado apenas com o plasma filtrado ndo foram observados parasitas em

momento algum.

6. Parasitemia e Mortalidade

O nivel parasitémico foi acompanhado diariamente, a partir de sangue coletado da
cauda dos animais, conforme descrito por Brener (1980). Os resultados apresentam os
valores obtidos no sétimo dia apds a inoculagido, quando niveis parasitémicos maximos
foram observados. A mortalidade foi registrada, diariamente, durante um periodo de trinta

dias.

7. Isolamento do Virus

Animais inoculados com o estoque Y., do parasita foram sangrados, seus plasmas
separados, filtrados em membrana Millipore (0,2u) e checados quanto a auséncia completa
de parasitas através de observagdo ao microscopio. Estes plasmas foram entfo inoculados
em animais imunodeficientes, mantidos em isoladores, que a cada quatro dias eram

sacrificados para obtengdo de seus plasmas que serviriam para a infec¢do de novo lote de
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animais. ApOs quatro passagens consecutivas de plasma filtrado os animais imunodeficientes
comecaram a apresentar, entre trés e quatro dias apos a inoculagdo, um quadro clinico de
morbidade com algumas mortes. Estes animais doentes tiveram entdo seus figados e bagos
retirados, macerados e inoculados em animais BALB/c de quatro semanas de idade,
mantidos em isoladores. Apos quatro dias de infecgdo estes animais apresentavam-se
doentes sendo entdo sangrados, seus plasmas separados e filtrados em membrana Millipore
(0,2n). Aliquotas de 0,2ml foram injetadas em animais normais e desta forma o fator
presente no plasma dos animais foi seriadamente transferido por dez vezes. Apos dez
passagens consecutivas o plasma dos animais foi utilizado como fonte de virus. Figados e
bagos dos animais doentes foram retirados e conservados a -70°C para serem utilizados

como fonte primaria de virus sempre que necessario.

8. Determinacio da DLsy do Virus

A determinagdo da DLsy das preparagdes de virus foi feita de acordo com as
instrugdes de Reed & Muench (1938), utilizando-se grupos de dez animais, de quatro e
oito semanas de idade e das linhagens CBA e BALB/c, injetados com 0,2ml de varias
concentragdes do virus. Um periodo de observagio de quinze dias foi estabelecido, desde

que nenhuma morte foi verificada apos este periodo.

9. Anticorpos Policlonais

Anticorpos para o virus X, utilizados nos testes de Imunofluorescéncia Indireta e nos
testes de neutralizagio, foram obtidos imunizando-se camundongos BALB/c de 8 semanas
de idade com um macerado de figado conservado a -70'C e obtido de animais doentes
conforme citado no item para isolamento do virus. O macerado preparado em meio RPMI
1640 foi inativado a 56°C e cada animal recebeu uma dose de 0,2 ml. Os animais receberam
4 injegdes intraperitoneais, com um intervalo de sete dias para as duas primeiras doses e
quinze dias para as duas ultimas doses, sendo estas ultimas realizadas com o macerado sem
aquecimento prévio. Os animais foram sangrados 7 dias depois da ultima dose. Os soros
imune obtidos foram aquecidos a 56'C por 45 minutos ¢ mantidos a -20'C até o momento

do uso.
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10. Testes de Neutralizacio

Estes testes foram realizados misturando-se volumes iguais de diferentes soros
imune e uma solu¢do de virus isolado contendo 10DLsy. Misturas controles foram feitas
simultaneamente utilizando-se soro normal de camundongo. Apds incubag@o das misturas a
temperatura ambiente por 45 minutos, aliquotas de 0,2 ml foram injetadas em grupos de 10
animais e a taxa de sobrevida determinada apos 10 dias.

Também foram realizados testes de neutralizagdo com os estoques Yoorig € Clorig do
parasita. Para tal, foram misturados volumes iguais de diferentes soros imunes € o sangue
de animais infectados, contendo 2x10° parasitas/ml. Apbés 45 minutos a temperatura
ambiente, grupos de dez animais foram inoculados, por via intraperitoneal (0,1ml), e os

diferentes parametros de monitoramento da infecgdo foram acompanhados.

11. Leucograma

O sangue da cauda de animais inoculados, com 7rypanosoma cruzi ou com o plasma
filtrado obtidos destes animais, foi coletado em 3% de EDTA, 24, 48 e 72hs apos a
infeccdo. A fim de se evitar resultados distorcidos nas contagens celulares, devido a lesdo
da cauda para obtengdo de sangue, foram utilizados animais diferentes a cada dia. A
contagem de células totais foi feita utilizando-se um hemocitometro. A contagem diferencial

de leucdcitos foi realizada com preparagdes de esfregago corados com Leishman.

12. Determinacio de Alteraciio de Peso e do Numero de Células em diferentes Orgios
Linfoides

Grupos de cinco animais foram inoculados com os diferentes estoques do parasita e
com 0,1DLso do virus isolado e observados quanto a variagdo de peso e conteudo celular de
seus orgdos durante os sete primeiros dias apos a infecg@o.
Os diferentes 6rgdos foram retirados dos animais, pesados em balanga analitica, macerados
para obteng@o de suspensdo celular e 0 namero total de células determinado pela contagem
em camara de Neubauer. Os resultados foram expressos através da relagdo entre o numero

obtido com 0s animais em experimenta¢cao e o nimero obtido com os animais normais.
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13. Anticorpos Monoclonais

Foram obtidos através da inoculagdo de 1 x 10’ células dos seguintes hibridomas de
rato no peritoneo de animais imunodeficientes, injetados 10 dias antes com nujol estéril e
mantidos em isoladores: anti CD4 (GK 1.5), anti células B (Gu 1.5/4), anti CD8 (YTS 169)
e anti célula T (Thy 1.2). O liquido ascitico produzido foi colhido por pungéo
intraperitoneal, centrifugado e armazenado a 20'C. Para uso, os anticorpos foram
purificados através de precipitagio com acido caprilico (Mckinney & Parkinson, 1987) ou
através de coluna de Sepharose proteina G (Akerstrom et al., 1985). Todos os anticorpos

monoclonais obtidos foram precisamente titulados através de técnica imunohistoquimica.

14. Imuno-Histoquimica

A técnica de imunoperoxidase citada por Hus et al., 1981, foi seguida com pequenas
modificagdes. Os orgdos (timo, bago e linfonodos ingiiinais) de animais infectados com os
diferentes estoques do parasita e/ou virus foram retirados apods o sacrificio dos animais e as
células obtidas através de maceragdo em meio RPMI 1640. Células do bago foram tratadas
com cloreto de amonia por 4 minutos para lise das hemacias e as suspensdes celulares
lavadas em meio RPMI 1640. A viabilidade foi determinada com azul de trypan.

ApOs ajuste do niimero de células para 2 x 10°/ml estas foram assentadas em
laminas utilizando-se citocentrifuga, fixadas com acetona gelada, secas ao ar e estocadas a
20°C até o momento do uso. Oa anticorpos monoclonais descritos no item 13 foram
utilizados como anticorpos primarios, sendo realizada a incubagio durante a noite.
Imunoglobulina de coelho anti-imunoglobulina de rato marcada com biotina (Vector) foi
utilizada como anticorpo secundario, numa diluigdo de 1:1000 por um periodo de duas
horas, e a reagdo revelada com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Dako), sendo usado
3-3 Diamino-benzidina (0,5mg/ml, Sigma) e peroxido de hidrogénio (0,3%), para
desenvolvimento da coloragdo. Controles negativos foram incluidos com a omissdo ou a
substituigdo do anticorpo primario por outro irrelevante. As laminas foram coradas com
hematoxilina por 60 segundos, lavadas com PBS, montadas em Aquamont e examinadas ao
microscOpio Optico. A porcentagem das diferentes populagdes de linfocitos foi obtida

contando-se 200 células em 5 campos microscopicos. Os valores apresentados representam
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a média de trés experimentos + SEM.

15. Histopatologia

Os 6rgdos a serem examinados foram retirados nos dias 3, 5 e 7 ap0s a infec¢do dos
animais com os diferentes estoques de 7rypanosoma cruzi, com virus isolado e com virus
em associacdo com os parasitas. Os tecidos foram imediatamente fixados em formol
tamponado 10%, incluidos em parafina, seccionados e corados com hematoxilina-eosina,

conforme descrito por Burke et al., 1972.

16. Método Estatistico

Teste "t" de Student foi aplicado como indicado em Zar (1984).
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RESULTADOS

1. Obtengao e caracterizagao dos estoques do parasita

Dados anteriores obtidos em nosso laboratorio (Rangel et al., ndo publicados)
mostraram que animais SPF inoculados com o estoque Yoorig de parasitas néo apresentavam-
se contaminados por bactérias ou hematozoarios. No entanto, testes de imunofluorescéncia
indireta ¢ Map test, realizados com © soro destes animais, indicaram a presenga de
coronavirus.

Com o objetivo de obtermos amostras ou estoques do parasita que ndo estivessem
contaminados com nenhum tipo de virus, os estoques Yauig € CLoig que vinham sendo
mantidas em animais SPF, porém alojados em biotério convencional, foram passadas
seriadamente em meio de cultura de células LLC-MK2 ou em meio axénico (Nicolle - Novy
- McNeal), conforme descrito em materiais e métodos, e depois inoculados em animais SPF

mantidos em isoladores de modo a obter os estoques Yarc, Yonnn, Clac e CLa.

Os resultados obtidos mostram que os animais infectados com o estoque Yoorig
apresentavam um nivel de parasitemia maior e um tempo de sobrevida menor do que aqueles

infectados com os estoques Yorc ou Yannn (Figura 1).

! ER~1- 10

b €3 CF s

=
,% L eoee
X3
s . S -
e =
4 i YZorig
= =7 v
R o ] P € Sy
P ¥a21¢
]

Y2NNN

- =2ose

—t—rr-r-rrTTTTTT e
20

Figura 1. Niveis de parasitemia (determinado no sétimo dia apos a infecgdo) e taxa de mortalidade de animais
infectados, i.p., com 10° parasitas dos diferentes estoques da cepa Y.
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Testes de imunofluorescéncia indireta e Map testes realizados com os plasmas
filtrados dos animais infectados com os estoques Yarc € Yo, deram resultado negativo
para qualquer um dos quatorze virus investigados. Enquanto que, os mesmos testes
realizados com o plasma filtrado de animais infectados com o estoque Y 2orig, indicaram

sempre a presenga de coronavirus (MHV 3). (Dados ndo mostrados).

2. Testes de patogenicidade com plasma de animais infectados com os diferentes
estoques do parasita

A possibilidade de um ou mais virus estarem alterando a evolugdo da infecgdo
experimental pelo Trypanosoma cruzi foi investigada inoculando-se grupos de dez animais
SPF, mantidos em isolador, com plasma normal ou com o plasma filtrado de animais
infectados sete dias antes com o estoque Yooig de parasitas (P1-Y20rg) € inoculando-se estes
animais com os estoques Y provenientes de cultura de tecido ou de meio NNN (estoques
Yore € Yamn). Observou-se a parasitemia (determinada no sétimo dia apos a infecgdo) e a
sobrevivéncia média dos grupos.

Os testes de patogenicidade (Figura 2) indicaram que PI-Yaorig continha um fator que
era capaz de aumentar o nivel de parasitemia e de diminuir o tempo médio de sobrevida de
animais infectados com 10° parasitas do estoque Yare. O plasma de animais normais (P1-
normal) ou infectados com os estoques Yrc (Pl-Yarc) ou Yo (P1-Y2nnn), eram incapazes
de induzir efeitos semelhantes. Camundongos inoculados apenas com plasma filtrado, obtido
de animais infectados com o estoque Yaore, também foram acompanhados diariamente
quanto a presen¢a de parasitas no sangue circulante, para exclusdo da possibilidade destes
terem sido transmitidos e por esta razdo estarem alterando os resultados obtidos com os

estoques YZTC € YzNNN.
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Figura 2. Niveis de parasitemia (determinado no sétimo dia apés a infecgdo) e taxa de mortalidade de animais
inoculados, i.p., com 0,2ml de plasma filtrado, obtido de animais previamente inoculados com os diferentes estoques do
parasita, e infectados com 10° parasitas do estoque Yore.

Testes de patogenicidade utilizando o estoque 1cY>, considerado de baixa viruléncia
para camundongos CBA uma vez que induz baixa parasitemia e nenhuma mortalidade, sdo
mostrados na Figura 3. Pode-se observar que quando os animais receberam o plasma filtrado
obtido de animais infectados previamente com o estoque Yauig, apresentaram alta
parasitemia € 100% de mortalidade, alterando completamente a caracteristica deste estoque

mantido em cultura de células, qual seja, a de ndo induzir morte em animais CBA.

=

r B e L
/
J reocowo
= f
= &2 !
=] : - O Pi-Y2orig
2 ! =
e s
i S =1 Pi-no rmal
= = £
=
[zl I e
= X
= ~ :
. i e 22 €3 2t
T/
N N
p ik
ST {0 N N DA S s A TR T A T O O A RSl
¢l 15 30

Figura 3. Niveis de parasitemia (determinado no sétimo dia apés a infecgio) e taxa de mortalidade de animais
inoculados com 0,2ml de plasma normal ou plasma filtrado, e desafiados com 10° parasitas do estoque 7cYo.
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3. Isolamento e caracterizagio do fator presente no plasma de animais infectados com
o estoque Y 2orig

Para verificar se o fator filtravel poderia ser replicado em um hospedeiro susceptivel,
experimentos de transferéncia seriada em camundongos BALB/c foram realizados. Testes de
patogenicidade, feitos com 0 plasma obtido apoés diferentes estagios da transferéncia seriada,
estdo indicados na tabela I. Pode-se observar que o fator filtravel foi mantido através de
transferéncia de animal para animal.

Experimentos paralelos (ndo apresentados) mostraram que o fator presente no
plasma, provisoriamente chamado de virus X, aumentou sua patogenicidade durante a
transferéncia seriada, uma vez que animais de quatro semanas de idade injetados sOmente
com a terceira passagem do virus X morreram antes do sétimo dia enquanto que aqueles
injetados com a primeira passagem sobreviveram o periodo de observagio de vinte e um
dias. Além disso, o virus X perdeu sua habilidade de matar camundongos CBA e de
aumentar a parasitemia de animais infectados com os estoques Yarc € Yaonw quando
aquecido a 56° C durante 45 minutos.

TABELA [: Acdo do plasma filtrado, obtido de animais infectados com T, cruzi e seriadamente transferidos
de animal para animal, sobre o nivel de parasitemia e taxa de mortalidade de CBA inoculados com 109
parasitas do estoque Yore.

Plasma Log Mortalidade/dia (%)
Inoculado Parasitas/ml* 7 10 15 20
1° passagem 6.0+ 0.0%* 50 100

2’ passagem 6.6+0.2 50 100

3’ passagem 57+0.1 80 100

10" passagem 6.7+0,0 100

plasma normal 56+0.1 0 40 80 100

* Grupos de dez animais CBA foram inoculados 1.p. com 0,2ml de plasma obtido de diferentes passagens e com 10°
formas sanguicolas do parasita do estoque Yre. O nivel de parasitas no sangue circulante foi determinado diariamente,

sendo expresso apenas o nivel maximo obtido sete dias apos a inoculagdo. * Test t de Student p< 0.01, quando
comparado com plasma normal.
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4. Determinacio da DLs, do virus

Para a determinagio da dose de virus capaz de matar 50% dos animais grupos de
BALB/c e CBA, de quatro e oito semanas de idade, foram inoculados conforme descrito em
materiais e métodos. A tabela II mostra os resultados obtidos para as diferentes idades e
linhagens de animais. Pode-se observar que animais de quatro semanas de idade sdo mais
susceptiveis que animais adultos e animais da linhagem CBA sdo mais resistentes que
animais BALB/c.

Observou-se que os animais puderam sobreviver a um desafio de 10DL5( contanto que
recebessem, quinze dias antes, 0,2 ml de plasma aquecido de animais infectados com o virus
X (quinta passagem seriada do plasma filtrado). Camundongos que sobreviveram a este
desafio também resistiram a um segundo desafio de 50DLs5q dado sete dias depois. O
plasma obtido dos animais que sobreviveram aos dois desafios, quando testados por
imunofluorescéncia indireta com 14 diferentes virus murinos, apresentaram reagdo positiva

somente quando antigenos de MHV3 eram testados.

Tabela II. Determinacdo da DLs, do virus X em animais de BALB/c ¢ CBA de diferentes idades.

LINHAGENS” IDADE (semanas) DLs,
4 1: 1.000.000
BALB/c
8 1: 100.000
4 1: 100.000
CBA
8 1: 10.000

# Grupos de cinco animais das linhagens CBA e BALB/c, de diferentes idades, foram inoculados i.p. com 0,2ml do virus

isole_ido. A ocorrénpia de doenga e de morte foram observadas por um perido de trinta dias. Os experimentos foram
realizados em triplicata.
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5. Testes de patogenicidade utilizando o virus isolado

A fim de se determinar a agio do virus isolado sobre animais infectados com
Trypanosoma cruzi, um grupo de dez animais CBA foi inoculado com 10" formas
sanguicolas do estoque Yarc do parasita e em seguida com uma dose de 0,1DLsp do virus
isolado. Como controle, um grupo de animais recebeu a mesma dose de parasitas e em
seguida uma dose de 0,2ml de plasma normal. A Figura 4 mostra 0 curso da infecgdo € a
taxa de mortalidade destes animais. Pode-se observar que o grupo de animais que recebeu os
parasitas ¢ a dose de virus isolado apresentou um nivel maior de parasitemia € um menor

tempo de sobrevida do que os animais que receberam parasitas e plasma normal.
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Figura 4. Niveis de parasitemia (determinado no sétimo dia apds a infecfo) ¢ taxa de mortalidade de animais
inoculados,i.p., com plasma normal e virus isolado (O,1DLso) e infectados com 10° parasitas do estoque Yore.

A agdo de uma dose sub letal (0, 1DLso) do virus isolado em animais inoculados com
o estoque tcY> de parasitas também foi investigada. Os dados apresentados na Figura 5
mostram que a associagdo deste estoque de parasitas com o virus levou os animais a morte
em 12 + 2 dias, enquanto que animais inoculados apenas com o estoque de parasitas

sobrevivem por um periodo superior a trinta dias.
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6. TESTES DE NEUTRALIZACAO

Testes de neutralizagdo “in vitro” mostraram que 0s animais podiam ser protegidos,
de um desafio de 10DLsq de virus X, quando anticorpos anti-MHV3 ou anticorpos anti-X
eram utilizados, enquanto que anticorpos especificos para outros virus foram incapazes de

induzir tal protecdo (Tabela III).

TABELA III. Mortalidade dos animais quando inoculados com virus X previamente neutralizado com
diferentes anti sOros.

SORO MORTALIDADE
TESTADO*
ANTI-MHV3 1/5
ANTI-X 0/5
ANTI-LCM 5/5
ANTI- ROTA 5/5
SORO NORMAL 5/5

* Grupos de dez animais CBA foram inoculados com o 0,2ml do virus isolado (0,1DLso) € com 0,2ml de diferentes anti-
soros para testar sua capacidade neutralizante. Os animais foram observados quanto a mortalidade por um periodo de
trinta dias.

A tabela IV mostra a a¢io dos imune soros sobre o nivel de parasitemia e a taxa de
mortalidade de animais infectados com os estoques Yaorig € Cloig do parasita. Observou-se
que, os grupos inoculados com os estoques contaminados do parasita e antisoro anti-X
apresentaram menor nivel de parasitemia e maior taxa de sobrevida quando comparados com
os grupos que receberam parasitas do estoque contaminado e soro normal. Entretanto,

anticorpos anti-MHV3 ndo induziram efeitos semelhantes.
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Tabela TV. Niveis de parasitemia e taxa de mortalidade em CBA inoculados com os estoques do parasita
previamente misturados com anticorpos anti-X ou com anticorpos antt -MHV.

|
|
|
|
|
|
|
|

Estoque Soro adicionado Log n° parasitas Dia médio de
do parasita por ml* morte S.D.
Yorie anti X 54+02" 12+2
anti MHV 3 64+07 10+ 1
soro normal 6.6+04 g+1
CLorig anti X 53+0.1 20+ 4
anti MHV 3 56+06 15+2
soro normal 58+03 14 +2

# Grupos de dez animais CBA foram inoculados, 1.p., com 10° parasitas do estoque Yaorig € cOm 10" parasitas do estoque
Clooig misturados com diferentes anti-soros. A parasitemia foi determinada diariamente e o pico maximo de nivel
parasitémico foi obtido apés sete e quatorze dias de infecgdio com a cepa Y e CL, respectivamente. A mortalidade foi
observada por um periodo de 30 dias. * p <0.01 quando comparado com soro normal.

7. Alteracdes na resposta imune induzidas pela presenca de um virus contaminante

Os dados obtidos até entdo mostravam que o estoque original de parasitas (Yzorig),
apesar de estar sendo mantido em animais SPF, apresentava-se contaminado com um virus
do grupo Coronavirus. Observou-se também que se este estoque fosse passado previamente
por cultura de células ou em meio NNN e depois mantido através de repiques semanais, em
animais SPF alojados em isoladores, os estoques resultantes, denominados de Yorc € Yo,
ndo se apresentavam contaminados com virus.

Além disso, verificou-se que a associagdo do virus a um destes estoques induzia
alteragdes no nivel de parasitemia e no tempo de sobrevida, indicando uma possivel agéo

deste virus contaminante sobre a resposta imunologica do hospedeiro.

Para aumentar a clareza do texto daqui por diante o estoque Yarc ser4 denominado

apenas de TS, uma vez que se trata de formas tripomastigotas sanguicolas mantidas de
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animal para animal atraveés de repiques semanais, € 0 estoque 10Y> sera denominado apenas
de TC, pois trata-se de formas tripomastigotas mantidas em cultura de células.

Com o objetivo de verificar se o virus contaminante poderia estar provocando
alteragbes na resposta imune do hospedeiro ao parasita, foram investigadas  possiveis
alteragbes quantitativas nas células responsaveis pelo controle da infecgdo no sangue

periférico e em diferentes 0rgaos linfoides.

7.1. Leucograma

A enumeracio diaria dos leucocitos do sangue periférico, durante os trés primeiros
dias apos a inoculagdo, mostrou que Os animais que receberam os estoques TS (Yarc ou
Yom) ndo apresentaram nenhuma alteragdo, enquanto que 0s animais que receberam o
estoque TC + virus apresentaram uma linfopenia marcante no segundo dia apos a inoculagdo
(figura 6A). Resultados semelhantes também foram obtidos quando os animais eram
infectados com o estoque Yzorig (Dados ndo mostrados).

Como pode ser observado na figura 6B, uma marcada linfopenia também ocorreu
apos a inoculagdo de plasma obtido de animais infectados com o estoque TC + virus (PI-TC
+ virus), e nenhuma alteragdo foi vista quando os animais receberam o plasma de
camundongos infectados com o estoque TS (PI-TS). Os mesmos resultados foram
observados nos animais inoculados com o plasma filtrado obtido de animais infectados com
o estoque Yzorig de parasitas (Dados ndo mostrados).

Quando os animais eram inoculados com parasitas do estoque TS em associagdo com
plasma de animais infectados com o estoque TC + virus, ou com o virus apos o seu
isolamento, observou-se uma marcada linfopenia no segundo dia ap6s infecgdo (Dados ndo

mostrados).
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Figura 6. Niumero de linfécitos no sangue periférico de camundongos CBA inoculados com 10° parasitas dos diferentes
estoques (A) ou apenas com plasma filtrado, obtido de animais infectados previamente com os diferentes estoques (B).

O efeito neutralizante de anticorpos especificos contra o virus pode ser observado

injetando-se os animais com volumes iguais de parasitas do estoque TC + virus e anticorpos
anti-virus X (Figura 7).
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Figura 7. Numero de linfocitos no sangue periférico de camundongos CBA inoculados conforme segue:
GI = 0,2ml de salina

GIL = 10° parasitas do estoque Yaorg + 0,2ml de soro normal
GII = 10° parasitas do estoque Yyorg + 0,2ml de anti soro anti virus X.
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7.2. Variacdes no peso, na celularidade e alteracdes histopatolégicas em diferentes
orgaos linfoides
Os dados obtidos até entdo nos levaram a desenvolver experiéncias objetivando

verificar as alteragdes, ainda que quantitativas, que estariam ocorrendo nos diferentes

orgdos linfoéides dos animais inoculados com:

(1) 10° parasitas do estoque TS (Yzrc); (2) 10’ parasitas do estoque TC (1cY2); (3) o virus
isolado (0,1 DLs) e (4) com 10 parasitas do estoque TC em associagio com 0,1DLs, do
virus (TC + virus).

Os animais foram inoculados, subcutaneamente, no membro posterior esquerdo e
tiveram os linfonodos , o bago, e o timo retirados, nos dias 3, 5 e 7 ap6s a infecgdo, para
observagdo de possiveis alteragdes no peso, na celularidade e na porcentagem de células
com marcadores de superficie para células B, T, CD4" e CDS8". Alteragbes na estrutura

histologica destes 6rgdos e da medula 6ssea dos animais também foram analisadas.
LINFONODOS:

Os resultados obtidos no linfonodo homolateral mostraram um pequeno aumento do
peso e do nimero de células totais quando os animais foram inoculados apenas com virus.
Entretanto, houve um marcante aumento, tanto do peso quanto da celularidade, quando os
animais receberam parasitas dos dois estoques e quando foram inoculados com parasitas e
virus. Podemos notar que o aumento, no namero de células e no peso, ocorrido no grupo de
animais inoculados com o estoque TC foi significantemente maior que no grupo inoculado
com TS e que os resultados obtidos com o grupo de animais que receberam o estoque TC +

virus foi semelhante aos do grupo inoculado com TS (Figura 8A).

A determinagdo do percentual de células B e T mostrou ao longo da infecgdo
pequenas alteragdes, em torno do normal, em relagio a populagdo B (Figura 8B). A

porcentagem de c€lulas T aumentou, em relagdo ao tempo, em todos os grupos
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experimentais, sendo que no grupo inoculado com o estoque TC de parasitas, no sétimo dia
apos a infecgdo, 70% dos linfocitos eram desta populagdo. No grupo inoculado com o
estoque TS houve um aumento até o quinto dia apds a infecgdo, retornando a niveis
proximo do normal no sétimo dia apos a infec¢do. O comportamento do estoque TC + virus
foi semelhante ao do estoque TS (Figura 8B).

Em relagdo as sub-populacdes de células T pudemos observar neste 6rgdo um
pequeno aumento de células CD4", em todos os grupos experimentais, a partir do terceiro
dia apés a infecgdo e uma tendéncia a normalizagdo no sétimo dia apoés a infecgdo. A
porcentagem de células CD8” aumentou, a partir do terceiro dia ap6s infecgo, em todos os
grupos com um predominio no grupo inoculado com parasitas do estoque TC. Os resultados
obtidos com os animais inoculados com TC e virus aproximaram-se do resultado dos
animais do grupo inoculado com TS (Figura 8C).

Dados relativos ao linfonodo contralateral (Figura 9 A, B e C) mostram que as
alteragdes neste orgdo foram semelhantes as encontradas no linfonodo homolateral, mas de
menor intensidade. Enquanto no linfonodo homolateral os animais inoculados com o
estoque TC apresentaram um aumento de 5 vezes em relagdo ao peso e de quase 8 vezes em
relagdo a celularidade, no linfonodo contralateral este aumento foi de 4 e de 5 vezes,
respectivamente.

O exame histologico destes Orgdos demonstrou uma hiperplasia difusa na regido
parafolicular € uma histiocitose sinusal intensa, semelhante em todos os grupos estudados

(Dados néo mostrados).
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BACO:

No bago observou-se, principalmente a partir do quinto dia apds a infecgdo, um
aumento do peso e da celularidade quando os animais receberam parasitas, dos diferentes
estoques ou quando receberam os parasitas em associagdo com o virus X. A inoculagio
apenas com o virus X ndo induziu aumento significante no pseo ou na celularidade deste
orgdo (Figura 10A).

Uma queda nos percentuais de células B foi observada nos quatro grupos
experimentais, por volta do terceiro dia apos a infecgdo, mas os animais inoculados com o
estoque de baixa viruléncia do parasita (TC) foram capazes de recuperar os niveis desta
populagdo no quinto dia apos infeccdo. Pdde-se ainda observar um aumento nos niveis
percentuais de células T no grupo de animais inoculados com o estoque TC do parasita, que
foi diminuido quando os animais foram inoculados com TC+virus. E interessante notar
também a queda, observada a partir do quinto dia apos a infec¢do, nos animais que
receberam parasitas do estoque TS e naqueles que foram inoculados apenas com o virus
(Figura 10 B)

Observou-se um aumento significativo no percentual de células CD4" apenas no
grupo inoculado com o estoque TC e um pequeno aumento da populagio de células CD8”
nos grupos que receberam o estoque TC, naqueles inoculados apenas com o virus e quando
0s animais receberam os parasitas € os virus em associagao. O estoque TS de parasitas ndo

induziu aumento na porcentagem de células CD8" neste 6rgio (Figura 10 C).
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O exame histologico do bago dos animais infectados com o estoque TC (Figura
11.b) mostrou uma hiperplasia de polpa branca, com foliculos linféides limitados por uma
zona marginal bastante espessada. Animais infectados com parasitas do estoque TC + virus e
com o estoque TS (Figura 1l1.c e 11.d) apresentaram, além de uma hiperplasia mais
evidente uma intensifica¢do da hemopoiese.

A inoculagio dos animais com virus isolado provocou um pequeno aumento da polpa
branca, sem a presenca de congestdo e de eritroblastos na polpa vermelha (Dados ndo

mostrados).
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Figura 11. Aspecto histolégico do bago de animais infectados com os diferentes estoques do parasita
(TC e TS) e com parasitas e virus (TC + virus).

a) Normal. Observa-se nitida distingdo entre a polpa branca e vermelha do orgdo (B e V). Na polpa
vermelha ha hematopoiese em pequena quantidade, restrita as areas subcapsulares (a E, setas).

b) 7C. Evidente hiperplasia da zona marginal da polpa branca (delimitada pelas setas).

¢) TC + virus. Observa-se hiperplasia bem evidente da polpa branca e da zona marginal, com intensa
hemopoiese na polpa vermelha (setas).

d) 7S. A esquerda observa-se hiperplasia da polpa branca e a direita nitida hemopoiese intensa e
difusa na popla vermelha.

Coloragdo: Hematoxilina & eosina.

Aumento: D - 528x.
E - 330x.






TIMO:

O resultados obtidos, em relagdo ao peso e celularidade, do timo sdo mostrados na
figura 12A. A presenga do virus, isoladamente ou em associagdo com parasitas do estoque
de baixa viruléncia, foi capaz de provocar uma pronunciada queda no peso e na celularidade
do 6rgdo, com inicio no terceiro dia apOs a infec¢do e que perdurou durante todo o periodo
de observacdo de sete dias. Quando os animais receberam apenas os parasitas, de qualquer
um dos estoques, tais alteragdes ndo puderam ser observadas.

Os resultados das porcentagens de células timicas expressando o marcador Thyl.2
sio demonstrados na tabela V e sdo paralelos & queda na celularidade observada
anteriormente. Animais inoculados com virus, isoladamente ou em associagdo com parasitas,

mostraram queda na porcentagem de células expressando o marcador para linfocitos T.

Tabela V. Variagdo na porcentagem de células apresentando o marcador Thy 1.2 no timo dos diferentes

grupos experimentais.

Grupos infectados’

Dias apds infecgado TC TS virus TC + virus
0 94.7+3.6 94.7+3.6 94.7+3.6 947436
3 90.2+7.9 963 +3.7 87.6+75 85.0+£7.0
5 922433 94.0+5.2 83.6+8.3 78.5+9.9
7 93.1+22 88.5+35 83.0+34 705+3.5"

* Os valores representam a média aritmética de trés experimentos + SEM.
n = 5 animais por grupo.

* p £ 0,01 quando comparado com animais normais.
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A figura 12B mostra a contagem das subpopula¢des de células T no timo, onde
observa-se uma queda de ambas as populagdes celulares expressando os marcadores CD4" e
CD8" em todos os grupos experimentais, exceto no grupo que recebeu o estoque de baixa
viruléncia. A inoculagio do estoque TC + virus induziu modificagdes semelhantes as
encontradas no grupo inoculado com TS.

O exame histologico do timo dos animais infectados com parasitas do estoque TC
apresentou, por ocasido do terceiro dia apos infecgdo, uma camada cortical regular com
grande quantidade de mitoses, num padrdo semelhante ao encontrado no 6rgdo normal
(Figura 13.a e 13.b). J4 os animais infectados com parasitas do estoque TC+virus
mostraram, no terceiro dia ap6s infecg@o, alteragdes na camada cortical, que se apresentou
reduzida, com escassas figuras de mitose e o aspecto em “céu estrelado” gerado pela
presenga de células com nucleos grandes, claros e citoplasma amplo e pouco evidente - os
histidcitos (setas). Pdde ser observado também pequenos restos nucleares de células
apoptoticas sendo fagocitadas. A regido medular apresentou-se bem mais desenvolvida do
que no animal normal e pdde-se notar a presenga de Corpusculos de Hassal, constituido de
células epiteliais, com variados graus de queratinizac@o central (Figura 13.c).

A inoculagdo dos animais com o estoque TS provocou pequenas alteragdes
visualizadas a partir do terceiro dia apds a infecgdo. A espessura da camada cortical ndo
estava significantemente diminuida em relagdo ao normal, porém houve uma reducdo da
quantidade de figuras de mitose, as quais ndo podem ser observadas na foto em detalhe
(Figura 13.d). Entretanto, alteragdes bem visiveis foram observadas por volta do sétimo dia
ap6s a infecg@o, constituidas por progressiva deplegdo linféide. O exame post-mortem
destes animais também indicou a presenga de ninhos de parasitas neste Orgdo, além de

intensa deplecdo linfoide (Dados ndo mostrados).
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Figura 13. Aspecto histologico do timo de animais infectados com os diferentes estoques do parasita
(TC e TS) e com parasitas e virus (TC + virus).

a) Normal. Observa-se uma camada cortical espessa, ocupando toda a aera da foto a esquerda. a
direita, um detalhe da cortical timica , onde podem ser notadas frequentes figuras de mitose (setas).
b) 7C. Nao se observa difemngca significativa na espessura da camada cortical (E), nem na frequencia
de mitoses (D, setas) em relagdo ao timo do grupo normal.

c) TC + virus. Pode-se observar que a camada cortical esta nitidamente diminuida (setas no limite
cortical/medular - M).A direita, evidenciam-se os histiocitos (setas) e as figuras de mitose estdo
ausentes.

d) 7'S. A espessura da camada cortical ndo esta significantemente diminuida em relagdo ao normal
(E), porém ha uma redugado da quantidade de figuras de mitoses que ndo podem ser visualizadas neste
detalhe (D).

Coloragdo: Hematoxilina & eosina.

Aumento: D - 1.320x.
E - 528x.






MEDULA OSSEA:

O aspecto da medula 0ssea dos animais infectados com parasitas do estoque TC ¢
superponivel ao grupo normal. As células hemopoiéticas alojam-se em corddes, delimitados
pelos seios venosos que sdo bastante nitidos. Os elementos eritroblasticos sdo evidentes
(Figura 14.a e 14.b).

A Figura 14.c mostra os resultados dos animais infectados com o estoque TC + virus
onde pode-se observar um adensamento da celularidade, com colabamento dos seios
venosos. Os elementos de todas as séries parecem participar da hiperplasia. No detalhe,
nota-se alteragdes megaloblastoides, mais evidentes nos elementos granulociticos.

Os animais inoculados com parasitas do estoque TS apresentaram uma medula
compacta, hipercelular. Predomina a hipercelularidade da série granulocitica, que também

exibe elementos megaloblastoides (Figura 14.d).
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Figura 14. Aspecto histologico da medula 6ssea de animais infectados com os diferentes estoques do
parasita (TC e TS) e com parasitas e virus (TC + virus).

a) Normal. Observam-se células hemopoiéticas alojadas em corddes, delimitados pelos seios venosos
(S), que sdo bastante nitidos. Os elementos eritroblasticos sdo bem evidentes (setas).

b) TC. Aspecto semelhante ao observado na medula de animais normais.

¢) TC + virus. Nota-se um colabamento dos seios venosos devido a um adensamento celular. Esta
hiperplasia parece ocorrer com todos os elementos de todas as séries (E). A direita, observa-se
alteragdes magaloblastoides, principalmente nos granulocitos (setas).

d) 7S. Observa-se uma medula compacta, com hipercelularidade da série granulocitica (D).
Elementos megaloblastdides também podem ser observados.

Coloragio: Hematoxilina & eosina.

Aumento: D - 1.320x.
E- 528x.






DISCUSSAO

Os resultados apresentados confirmam a hipotese de que o estoque Yoo,
originalmente mantido em animais convencionais, estd contaminado com um virus, a
despeito do fato deste estoque ter sido mantido em animais SPF nos ultimos 5 anos. Testes
de imunofluorescéncia indireta, realizados com o soro dos animais infectados com este
estoque de parasitas, demonstraram a presenca de anticorpos que reagiam com o virus da
hepatite murina tipo 3 (MHV-3). Estes resultados foram confirmados pelo Map test, onde
animais, mantidos em isoladores, foram inoculados com o plasma filtrado de animais
infectados com o estoque Y24, € depois de vinte e oito dias tiveram seus soros testados
para a presenga de anticorpos contra quatorze diferentes virus.

Os animais infectados com o estoque Yo apresentaram maior nivel de parasitemia
e menor taxa de sobrevida do que animais infectados com os estoques Yarc € Yo, que
foram submetidos a passagem seriada em meios de cultura (TC) e meio axénico (NNN)
antes de serem mantidos por transferéncia de animal para animal (Figura 1). Estes
resultados podem sugerir a sele¢do de parasitas avirulentos, a partir do estoque original,
gerada pela passagem nos diferentes meios acima descritos. Vérios trabalhos tém
demonstrado o isolamento de clones de baixa patogenicidade, causado pela pressdo seletiva
dos meios de cultura de células ou de meios axénicos (Bongertz & Dvorak, 1983; Postan ef
al., 1983; Doyle ef al., 1984; Lima et al.,1990). Contudo, nossos resultados ndo podem ser
atribuidos a uma seleg@o clonal uma vez que os estoques obtidos permaneceram virulentos e
foi demostrado que o plasma filtrado de animais infectados com o estoque Yzoig continha
um fator capaz de restaurar, em animais infectados com os estoques Yzrc € Yo, a alta
parasitemia e o menor tempo de sobrevida observados em animais infectados com o estoque
(Figura 2). A utilizagdo de um estoque de parasitas mantidos exclusivamente em cultura de
células (TC) e que apresenta a caracteristica de ndo matar o animal, provavelmente devido a
uma pressdo seletiva do meio, também demonstrou uma a¢do crucial do plasma filtrado
obtido de animais infectados com o estoque Yoo, uma vez que aboliu a caracteristica
daquele estoque (Figura 3).

O fator presente no plasma foi entdo seriadamente transferido, de animal para animal,
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o que representa uma purificagio biologica, correspondendo ao seu isolamento. Se
considerarmos que quando injetamos um volume de 0,2ml no animal estamos diluindo o
antigeno por um fator de no minimo 1:5, na décima passagem estariamos diluindo o
antigeno (1:5)", praticamente 1:10.000.000. Isto descarta a possibilidade da presenca de
produtos liberados pelos parasitas no soro dos animais infectados com a décima passagem
deste fator e demonstra que este era, sem duvida, um virus, pois era capaz de se multiplicar.
Além disso, este fator, provisoriamente chamado de virus X, também era inativado através
do aquecimento e foi neutralizado por anticorpos especificos para o grupo dos coronavirus
(anti- MHV 3).

Um aumento marcante na viruléncia deste virus pode ser observado durante o seu
isolamento, através da transferéncia seriada em animais BALB/c de 4 semanas de idade,
evidenciado pela mortalidade destes animais 3 ou 4 dias apos a infec¢do (Tabela I). Mesmo
animais adultos injetados com uma dose altamente diluida da décima passagem do virus
apresentaram sinais clinicos de doenga e ndo sobreviveram a infecgfio. Este fato suscita a
seguinte questdo: por que a viruléncia do virus ndo foi exacerbada durante a manutengio do
parasita? Até o momento ndo existem dados que possam explicar esta aparente contradigdo.
Observe-se, contudo, que o virus X foi isolado em animais BALB/c jovens, de quatro
semanas de idade, que se mostram 1.000 vezes mais susceptiveis do que animais CBA
adultos que sdo normalmente utilizados para manutengdo do parasita (Tabela II). Além do
“status” imunolégico do animal no momento da infecgdo, devemos considerar também a
dose do virus inoculada. E muito provavel que, por ocasido do repique do parasita, ou seja,
no sétimo dia apoOs infecgdo, a maioria das particulas virais ja tenha sido eliminada por
células que controlam este tipo de infecgdo. Em trabalho recente, Selin & Welsh (1994)
mostram que animais C57BL/6, inoculados com baixas ou moderadas doses do virus murino
da coriomeningite linfocitica (LCMV), apresentam uma marcante resposta de células T
CD8" que atingem um pico por volta do oitavo ou nono dia ap6s a infecgdo, com eliminagdo
do antigeno viral no sétimo dia apos a infec¢ao.

O fato de anticorpos anti-X terem sido preparados utilizando-se a décima passagem
seriada do virus, permite-nos excluir a possibilidade de que estes anticorpos tenham alguma

especificidade para antigenos estruturais de 7rypanosoma cruzi. Os experimentos de
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neutralizagio sugerem fortemente que o virus X € um coronavirus, uma vez que a
mortalidade dos animais inoculados com o virus X isolado foi dramaticamente reduzida
quando anticorpos anti-X (Tabela IIT). Entretanto, anticorpos anti-MHYV 3, aparentemente
ndo tém nenhum efeito nos niveis de parasitemia e na mortalidade de animais infectados com
os estoques contaminados (Tabela IV). Este fato pode ser interpretado admitindo-se a
presenca de dois virus ou que o virus X é um coronavirus de especificidade diferente do
MHV-3. Desde que nenhum outro virus foi detectado no Map test realizado, € provavel que
o virus X seja um coronavirus que apresente algumas diferengas biologicas em relagdo ao
MHV-3.

Varias linhagens dentro da familia Coronaviridae que variam em sua viruléncia,
genética e composi¢do antigénica, tém sido isoladas (Bond et al., 1979; Barthold & Smith,
1984; Barthold, 1986). Os virus desta familia, apresentam distribui¢do mundial e tém alta
prevaléncia em diversos biotérios (Lussier & Descoteaux, 1986; Kraft & Meyer, 1990). A
rota primaria de transmissdo parece ser a naso-oral (Taguchi ez al., 1979) e o contato direto
com animais infectados ou com equipamentos contaminados, tais como gaiolas, bebedouros,
maravalha ou ragdo, sdo as rotas comuns de transmissdo numa colonia. N3o ha evidéncias de
transmissdo intrauterina para o feto em condiges naturais, mas este tipo de transmissdo tem
sido reportado em condigdes experimentais (Katami ef al., 1978). O quadro clinico depende
do gendtipo e da idade do animal, mas de um modo geral animais adultos,
imunocompetentes, mostram pouco ou nenhum sinal clinico com a infecgdo natural.
Linhagens susceptiveis a este patdogeno, como, por exemplo, animais BALB/c e C57BL,
desenvolvem uma hepatite aguda e morrem entre o terceiro e quinto dias apos a infec¢@o,
enquanto que animais C3H sdo relativamente resistentes (Taguchi et al., 1976).

Os resultados obtidos evidenciam que um dos estoques da cepa Y de Trypanosoma
cruzi, mantido em nosso laboratorio, esta contaminado por um virus, antigenicamente
relacionado com o MHV 3. A presenga deste virus na cepa CL de Trypanosoma cruzi pode
ser inferida pelo fato de anticorpos anti-X induzirem uma reducfo significante no nivel de
parasitemia e na taxa de mortalidade de animais infectados com esta cepa do parasita. A
contaminagdo dos estoques do parasita com um virus murino ndo é um fendmeno restrito ao

nosso laboratorio. Torrecilhas ef al. (1994) também atribuem a contaminagdo pelo MHV
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tipo 3, resultados discrepantes encontrados em ensaios para dosagem de IL-10 produzida
em animais infectados com o parasita. Além disso, em um recente levantamento sobre os
dezoito principais biotérios de diferentes instituicdes ligadas ao ensino e pesquisa, todos
eles, excluindo-se 0 CEMIB-UNICAMP, apresentavam-se contaminados com pelo menos
coronavirus além de outras infecgdes virais e parasitarias ((}iglioli, R. & Rangel, H..
Comunicag@o pessoal).

Alguns protozoarios podem ser encontrados infectados com virus que alteram suas
caracteristicas biologicas (Wang & Wang, 1991). Entretanto, até agora nenhum virus foi
detectado em Trypanosoma cruzi ¢ o fato do virus X ser seriadamente transferido em
animais na auséncia do parasita, praticamente permite-nos descartar a hipotese de que o
virus X teria uma ago direta sobre o 7rypanosoma cruzi. Por outro lado, este virus poderia
estar alterando a resposta do hospedeiro, como ja demonstrado ocorrer com outros virus
murinos ( Jolicouer & Lamontagne, 1989, Fallon et al., 1991; Smith et al., 1991).

Animais infectados com o estoque Y., 0u com o estoque TC + virus apresentaram
uma queda marcante no nimero de linfécitos circulantes no sangue, confirmando nossas
primeiras observacdes de uma provavel contaminagdo e de uma possivel agdo do virus
alterando a resposta imune do hospedeiro. Alteragdes na resposta imune induzidas por
infec¢des virais tém sido reportadas por varios autores (McChesney & Oldstone, 1987,
MacChesney & Oldstone, 1989; Mosier, 1994) e recentemente Silva er al. (1994)
observaram a ocorréncia de elevada parasitemia e alta taxa de mortalidade em camundongos
infectados, concomitantemente, com 7rypanosoma cruzi (cepa Tulahuen) e virus da
leucemia murina (LMV).

A andlise das alteragdes hematolodgicas encontradas em animais infectados com
parasitas tem sido utilizada, no sentido de se estabelecer os tipos celulares envolvidos na
eliminagdo do parasita, bem como dar um panorama da citodindmica nas diferentes fases
desta infec¢do (Cardoso & Brener, 1980; Duffey et al. 1985). No presente trabalho, a fase
precoce da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi foi eleita com o objetivo de se verificar
alteragdes de células sanguineas que pudessem explicar as alteragdes observadas, quando os
animais sdo inoculados com os diferentes estoques de parasita. Segundo os dados apurados

com nossas amostras da cepa Y, ndo podemos atribuir ao parasita qualquer alteragdo de
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leucocitos do sangue periférico. Entretanto, podemos concluir que o fator existente no
plasma do estoque Yauig ¢ capaz de causar alteragdes quantitativas de populagdes
leucocitarias, uma vez que também foram observadas alteragdes hematoldgicas em
camundongos injetados apenas com o plasma obtido de animais infectados com este estoque
ou com o virus apds seu isolamento (Figura 6). Anticorpos especificos para este virus foram
capazes de neutralizar os efeitos induzidos pelo plasma de animais infectados com o estoque
Yois © pelo virus isolado e também foram capazes de abolir as alteragdes observadas
quando o estoque Y20rig era utilizado (Figura 7). Estes resultados encontram estdo de acordo
com resultados obtidos por Fujioka ez al (1985), onde os autores demonstram alteragdes
hematoldgicas induzidas pelo MHV-3.

Alteragdes hematologicas tém sido descritas em conseqiiéncia de infecgdes virais
(Piazza et al., 1965; Fujioka ef al., 1985) bem como em muitas tripanosomiases
experimentais incluindo Trypanosoma musculi (Duffey et al., 1985), Trypanosoma
rhodesiense (Davis et al, 1974), Trypanosoma congolense (Wellde et al., 1978),
Trypanosoma brucei (Clayton ef al., 1980) e Trypanosoma cruzi (Cardoso & Brener, 1980;
Repka et al., 1985). As alteragdes hematologicas descritas aqui s@o, inequivocamente,
causadas pelo virus mas, em razdo das observagdes serem restritas a poucos estoques do
parasita e a um periodo precoce da infec¢do, ndo podemos descartar a possibilidade de que
outros estoques do parasita induzam efeitos semelhantes.

A obtengdo de estoques polares do parasita, com caracteristicas de alta viruléncia
(TS) e de baixa viruléncia (TC), permitiu-nos comparar a evolug¢o da infec¢do chagasica, na
busca de um melhor entendimento da resposta do hospedeiro a este tipo de infec¢o.

Os resultados mostraram uma reac¢do focal, representada por uma hiperplasia no
linfonodo homolateral, ou seja, proximo ao local da inoculagio, em todos os grupos
investigados. Esta hiperplasia foi pequena, quando os animais receberam apenas o virus mas
foi muito pronunciada quando os animais receberam parasitas do estoque TC. A inoculagio
dos dois patdgenos em associagdo (TC + virus) provocou uma hiperplasia no 6Orgio
semelhante aquela apresentada quando os animais receberam parasitas do estoque TS.

Hiperplasia linfoide tem sido observada na maioria, sendo em todas, as infecgdes

parasitarias (Freeman & Parish, 1978; Roberts & Weidanz, 1978; Mindprio et al., 1986;
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Inchley, 1987; Lohoff ef al., 1988) e evidéncias para a presenga de substancias mitogénicas
em protozoarios tem sido relatada (Mansfield ez al., 1976; Assoku & Tizard, 1978; Clayton
et al, 1979). Contudo, a presenga ou a secre¢do de fatores imunossupressores do
tripanosoma (TIF) também ¢ bastante citada (Cunningham & Kuhn, 1980; Kierszenbaum,
1981; Reed et al., 1984; Kierszenbaum et al, 1990). A diferenga observada quanto a
intensidade da hiperplasia induzida pelos estoques TC e TS do parasita sugere diferengas
quanto a concentragdo destes fatores.

A literatura apresenta muita controvérsia em relagio a atividade mitogénica de virus
(Scalzo & Anders, 1985; Deckhut ef al., 1993), mas imunossupressio causada pela infecgdo
de células imunocompetentes tem sido observada em numerosas infecges virais em
humanos e em animais (Mims, 1986; Casebolt et al., 1987, McChesney & Oldstone, 1987,
McChesney et al., 1989; Souza et al., 1991). O fato do virus isolado induzir apenas uma
pequena hiperplasia e de também ser capaz de reduzir a hiperplasia induzida pelo estoque
proliferagio celular.

Os linfocitos T tém demonstrado um papel importante nas infec¢des experimentais
com Trypanosoma cruzi uma vez que animais “nude” ou linhagens mutantes de
camundongos que ndo possuem subpopulagdes CD4" e CD8" sdo extremamente
susceptiveis e invariavelmente morrem quando inoculados com doses relativamente baixas
do parasita (Kierszenbaum & Pienkowski, 1979; Trischmann & Bloom, 1980; Aragjo,
1989, Tarleton ef al, 1992; Rottenberg et al., 1993). Tem sido atribuido um papel protetor
na infeccdo com o Trypanosoma cruzi tanto para subpopulagdes CD4', com atividade
“helper” sobre células B e/ou macrofagos (Krettli & Brener, 1982; Silva ef al., 1992), como
para sub-populagdes CD8", com fungdo efetora direta de lise sobre células infectadas pelo
parasita (Nickell ez al., 1993).

A populagio celular que apresentou uma maior expansdo neste 6rgio, em todos os
grupos experimentais, foi aquela com marcador para CD8. Atividade citolitica bem como
uma atividade supressora tem sido associada as células T CD8" (Cantor & Boyse, 1975;
Nabholz & MacDonald, 1983). A ativagdo de linfocitos T citotoxicos (CTL) em infec¢Ges

virais é bem conhecida (Zinkernagel & Doherty, 1977), mas recentemente tem sido
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demonstrada a participagdo destas células também como principais efetores da resposta
imune contra diferentes protozoarios (Kumar et al., 1988; Hakim et al., 1991, Titus ef al.,
1987, Weiss et al 1988 ). Tarleton (1990) também postula a importancia desta
subpopulag@o celular na infec¢do pelo 7rypanosoma cruzi, baseado tanto na observagio de
que animais altamente resistentes a infec¢do com a cepa Brazil tornam-se susceptiveis,
quando depletados no inicio da infecgdo de células T CD8”, como também no conhecimento
da interacdo do parasita com as células do hospedeiro. E bem conhecido o fato do parasita,
apOs penetrar na célula do hospedeiro, ser capaz de residir livremente no seu citoplasma e
desta forma seus antigenos serem processados e apresentados junto com moléculas de
classe I do complexo maior de histocompatibilidade (Aragjo, 1985; Carbone & Bevan,
1990).

Reagdes semelhantes as encontradas no linfonodo homolateral, apenas de menor
intensidade, foram observadas no linfonodo contralateral indicando a existéncia de uma
reacgdo sistémica. A histologia destes dois Orgdos mostrou apenas uma reagdo inflamatoria
geral sem distingdo entre os grupos.

O conjunto de dados obtidos com a observagdo do linfonodo homolateral e
contralateral indica que nestes 0rgdos ocorreu apenas uma resposta inflamatéria, a base de
células CD8" e que esta resposta foi mais rapida e mais intensa quando o animal foi
inoculado com parasitas do estoque TC.

Um aumento marcante no peso do bago foi observado nos animais inoculados com
parasitas do estoque TS. Este aumento nfo seguiu pararelamente ao aumento de células
totais, que foi discreto e sem alteragdes significativas no percentual de células B, CD4" ou
CD8". Estes dados indicam que a esplenomegalia foi provavelmente causada por fendmenos
hemodindmicos, pelo menos em parte. De fato, os dados histologicos demonstram uma
grande perda da estrutura da polpa vermelha com intensa congestdo. Ademais, observou-se
neste grupo um hiperesplenismo, com grande nimero de megacariocitos, indicando
producdo de ceélulas neste orgdio para serem repostas rapidamente, provavelmante em
virtude de compromentimento de outros 6rgdos linfopoiéticos. Este resultado esta de acordo
com o trabalho de Takasu ez al., 1990, onde os autores demonstram que o bago € um 6rgio

hematopoiético em camundongos e um aumento da hemopoiese ocorre durante a doenga de
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Chagas experimental.

No caso dos animais inoculados com o estoque TC de parasitas é notavel o
espessamento que Ocorreu com a zona marginal, observado no exame histologico. Hirokawa
et al., 1981, estudando a hiperplasia linfoide decorrente da infecgdo com 7Trypanosoma
musculi, correlacionaram a presenca de substancias derivadas do parasita, e depositadas na
zona marginal do bago dos animais, com a imunodepressdo também observada neste tipo de
parasitose. E possivel que a auséncia de substincias supressoras no estoque TC de parasitas
permita uma maior expansio da zona marginal. Além disso, observou-se um marcante
aumento de células T CD4". A literatura mostra que este tipo celular pode estar envolvido
tanto no desenvolvimento da resisténcia ao parasita como na patogénese da doenga de
Chagas ( Ben Younes-Chennoufi e al., 1988; Hontebeyrie-Joskowicz et al., 1987, Minoprio
et al., 1987). Os dados aparentemente contraditérios podem estar relacionados com a
existéncia de duas categorias de linfocitos T , os linfocitos Th1 e Th2, baseadas no perfil de
citocinas secretadas (Mosmann ef al., 1986; Mosmann & Coffman, 1989). Entretanto, no
caso da infec¢do com o Trypanosoma cruzi ainda ndo € clara a participagdo preferencial ou
predominante de um ou de outro clone de células T, uma vez que sdo detectadas
interleucinas secretadas pelos dois sub-tipos celulares nos animais infectados com este
parasita (Silva et al.,1992).

Animais inoculados apenas com virus ndo mostraram grandes alteragdes neste 0rgdo,
mas os animais inoculados com o estoque TC de parasitas e com virus associado tiveram
um significante aumento no peso do bago, e as observagdes histologicas foram semelhantes
as encontradas nos animais inoculados com o estoque TS de parasitas.

A menor e mais tardia proliferagdo celular observada nos animais que foram
infectados com os parasitas do estoque TS também pode envolver outros mecanismos de
supressdo, além da suposi¢do de que as formas tripomastigatas exer¢am uma agdo direta
sobre as fungdes de linfocitos T. E neste sentido varios autores tém descrito a indugio de
células esplénicas supressoras, semelhantes a macrofagos, durante a infecgdo com o
Trypanosoma cruzi (Cunninghan & Kuhn, 1980; Kierszenbaum, 1982; Tarleton, 1988;
Cerrone & Kuhn, 1991; Cerrone ef al., 1992; Abrahamsohn & Coffman, 1995).

A ativagio de diferentes subpopulagdes, de acordo com a proximidade do local da
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infecgdo, é intrigante. Entretanto, dados encontrados na literatura mostram a participagdo
das duas subpopulagdes de células T (Tarleton, 1990; Sato et al., 1992) durante a infecgao
experimental com o Trypanosoma cruzi, o que poderia explicar nossos resultados, uma vez
que investigamos as possiveis alteragdes induzidas pelo parasita em varios compartimentos
linfoides. Esta ativago diferencial pode significar diferengas fisiologicas entre os dois 6rgéos
ou ainda que células T CD8" tenham um papel critico no desenvolvimento da resposta
inflamatoria focal.

Uma grande perda de peso e de celularidade no timo foi observada, quando os
animais foram inoculados com virus. Estes dados correlacionam-se com a linfopenia
observada logo apds a inoculagdo dos animais com o estoque Yaurig de parasitas € que
perdura por mais ou menos trés dias. Entretanto, os animais inoculados apenas com virus
mostram uma tedéncia de recuperagdo do 6rgdo, apos o quinto dia de infecgdo, o que pode
explicar o fato destes animais sobreviverem. Ao contrario, a intensa atrofia observada nos
animais inoculados com parasitas e virus simultaneamente (TC + virus) ndo parece ser
temporaria, pois que os animais no sobrevivem, e ainda indica uma ag¢@o concorrente dos
dois patogenos sobre este Orgdo. Animais inoculados com parasitas do estoque TS
apresentaram, nos trés primeiros dias da infec¢do, uma pequena queda na celularidade
relacionada com queda na porcentagem de células expressando o marcador CD8.
Alteragbes quantitativas significantes devem aparecer com o decorrer da infecgdo, uma vez
que os animais ndo sobrevivem a infec¢do com estre estoque de parasitas.

O exame histologico ndo mostrou nenhuma alteragdo quando os animais receberam
parasitas do estoque de baixa viruléncia (TC). Contudo, os animais inoculados com parasitas
do estoque TS apresentaram uma queda no numero de mitoses e, por volta do sétimo dia de
infecgdo, estes animais apresentaram altera¢Ges mais severas neste Orgdo, sendo inclusive
observado por ocasido da morte do animal (12 dias apos a infecgdo), a presenca de ninhos
de parasitas, indicando que o timo pode ser um 6rgdo alvo na infecgdo com parasitas do
estoque TS. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por outros autores
(Savino et al., 1989; Savino ef al., 1992), mostrando que o timo ¢ um orgédo alvo durante a
infec¢io com Trypanosoma cruzi. E, embora n3o tenha sido observada, ¢ provavel que o

estoque TC também exerca alteragdes no timo talvez de pequena intensidade, ndo
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detectaveis pelos métodos utilizados neste estudo.

Varios trabalhos tém relatado modificagdes no microambiente timico em animais
infectados com diferentes virus ( Le Prevost ef al., 1975, Knobler & Oldstone, 1987,
Lamontagne & Jolicoeur, 1991; Savino et al, 1992; King et al., 1992). Entretanto, a
presenga de particulas virais neste 6rgao nem sempre ¢ detectada, sugerindo uma infecgdo
ndo produtiva das células do estroma timico com indugdo de apoptose (Jolicoeur &
Lamontagne, 1994 ). A presenga de uma agdo direta do virus no timo néo foi investigada no
presente trabalho, mas a perda da arquitetura timica, observada nestes animais logo no inicio
da infec¢do, com a presenga de restos celulares e de histiocitos frequentes, parece ser
resultante de lise celular direta ou indireta induzida pelo virus.

A alteragdo ou a perda da histoarquitetura timica, observada nos animais inoculados
com parasitas do estoque TS, com virus e com parasitas do estoque TC mais o virus, deve
provocar mudancgas no processo de selegdo de células T, uma vez que a interagdo destas
células com as células do microambiente timico esta, provavelmente, comprometida. Neste
sentido, pode-se esperar uma expansdo clonal anormal e até uma migragdo para a periferia
de clones de células T auto-reativas. Além disso, Savino (1995) postula que a exposi¢do de
timdcitos a antigenos do parasita poderiam alterar o padrio normal de maturagdo para
formagdo do repertorio de células T. A presenga de particulas virais em células epiteliais
timicas também poderia induzir alteragOes semelhantes e, de fato, respostas imunolédgicas
aberrantes apos algumas infecgdes virais, incluindo infecgdo por coronavirus, sdo suspeitas
de dispararem doengas autoimunes (Oldstone, 1987; Wraith ef al., 1989). No entanto, as
alteragdes observadas no timo de animais infectados apenas com o virus sdo transitorias, € o
6rgdo é capaz de se recuperar garantindo a sobrevida do animal. A infecgdo associada de
parasitas e de virus (TC + virus) nfo permite esta recuperagio e o animal morre,
provavelmente, devido a uma exaustdo de suas células linfoides sem subsequente reposigio.

Este resultados estdo de acordo com a literatura que mostra o comprometimento do
timo em varias situagdes naturais € experimentais, como por exemplo, em casos de ma
nutrigdo (Dourov, 1986), uso de drogas (Lopez ef al, 1992; Schuurman et al, 1990),
durante o desenvolvimento de processos autoimunes (Dardenne et al., 1983), durante o

processo de envelhecimento (Dardenne ef al., 1993 ), nas infec¢des virais (Lamontagne &



Jolicoeur, 1991; Price et al., 1993; Savino et al., 1986) e nas infecgdes parasitarias (Savino
et al., 1989; Gongalves Costa et al., 1991; Roberts & Weidanz, 1978).

Estes dados mostram que os parasitas do estoque TS e o virus exercem uma acao a
um nivel central. E, embora ndo pudesse ser observada uma agdo sobre o timo quando os
animais receberam parasitas do estoque TC, € possivel que os parasitas deste estoque
também atuem sobre este 6rgio de uma forma menos intensa.

Alteragdes, ainda que apenas histologicas, foram observadas na medula Ossea dos
animais infectados com o estoque TS de parasitas e com virus, associado ou néo ao estoque
TC. O comprometimento neste 6rgio linfoide primario pode ser responsavel por um retardo
ou até mesmo um bloqueio na saida de células linfoides destinadas ao timo e desta forma
aumentar o comprometimento deste 6rgdo. Aparentemente, entretanto, apenas as infec¢des
com parasitas do estoque TS e com o estoque TC mais o virus sdo duradouras, uma vez que
os animais inoculados apenas com o virus sobrevivem a infec¢do, provavelmente porque
conseguem reverter as alteragdes iniciais.

O comprometimento da medula 6ssea tem sido relatado em diversas infecgdes
parasitarias (Marcondes ef al., 1991, Clayton ef al., 1980). Entretanto, um estudo mais
profundo dos componentes da medula éssea de animais infectados com os diferentes
patogenos poderia elucidar diferentes mecanismos supressores ou ativadores de células
precursoras € uma possivel correlagdo com alteragdes hematoldgicas e em tecidos linfoides
periféricos..

E interessante ressaltar que o estoque TC de parasitas além de ndo provocar a morte
dos animais , mesmo quando inoculado em altas doses (10’ parasitas/animal), induz o
fenomeno da resisténcia precoce, descrito em nosso laboratorio (Camargo et al., 1991),
onde camundongos inoculados com parasitas do estoque TC e desafiados trés dias depois
com uma dose letal do estoque virulento do parasita (TS), desenvolvem uma resistencia
especifica ao parasita com baixa parasitemia e nenhuma mortalidade. Logo, eventos que tem
lugar imediatamente apés a penetragdo do parasita no hospedeiro sdo extremamente
importantes no desenvolvimento da doenga, sendo capazes até mesmo de determinar a
sobrevida do animal. A ativagdo policlonal de células T nos animais infectados com o

estoque TC que é maior e mais rapida do que a ativagdo observada nos animais infectados
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com o estoque TS, pode indicar diferengas entre os estoques que poderiam estar
relacionadas com a presenga de substincias supressoras neste ultimo estoque ou com um
aumento de substancias mitogénicas no primeiro. Alternativamente, seria interessante
investigar a indugdo de células supressoras quando os animais sdo infectados com os
diferentes estoques do parasita e nos diferentes compartimentos linfoides. A diferenga
temporal, na ativagio policlonal, entre os dois estoques ¢ de aproximadamente 3 ou 4 dias, 0
que certamente representa um tempo longo na vida do camundongo, podendo significar
inclusive a diferenga entre a sobrevida e a morte.

A associagdo de parasitas do estoque TC com o virus revelou alteragdes semelhantes
as encontradas quando os animais foram inoculados com o estoque TS. A inoculagéo de TC
+ virus foi capaz de provocar uma ativagdo policlonal de intensidade semelhante a
encontrada nos animais inoculados com TS e levou os animais a morte. Entretanto, as
células que tiveram sua porcentagem aumentada foram aquelas com marcador para CDS,
semelhantemente ao resultado encontrado com a inoculagio apenas com o virus.
Aparentemente, a presenga do virus forga um aumento preferencial de células CD3".
Profundas alteragdes timicas também puderam ser observadas, semelhantes aquelas
induzidas e descritas para a infecgdo apenas com o virus. Portanto, é altamente provavel que
a interagdo entre os dois patogenos afete algum(s) mecanismo(s) basico(s) de resisténcia,
levando o sistema imunologico a falencia. Varios mecanismos, associados ou néo, poderiam
estar envolvidos: (a) a extensa morte celular observada no timo ; (b) o bloqueio na produgéo
de células T a nivel de medula 0ssea e consequente ndo repovoamento do timo e de outros
orgios linfoides periféricos; (c) indugdo de células supressoras; (d) expansio e ativagdo de
diferentes populagdes e subpopulagdes celulares.

O fato de o estoque virulento do parasita também ser capaz de induzir a morte dos
animais, muito embora este estoque ndo se encontre contaminado com o virus, parece
refletir diferengas individuais dentro de uma mesma cepa do parasita, tornando-a mais ou

menos agressiva para o hospedeiro.
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RESUMO

A manutencdo de formas sanguicolas do Trypanosoma cruzi nos laboratorios que
desenvolvem pesquisas com o parasita ¢ realizada através de repiques de sangue do hospedeiro
previamente infectado. Entretanto, até recentemente estes animais eram criados de modo
convencional, ou seja, em condigdes favoraveis a infeccdo com diferentes patogenos naturais,
inclusive virus de dificil detecgdo e controle.

Com a implantagio do CEMIB-UNICAMP, capaz de fornecer animais controlados do ponto
de vista genético e sanitario, resolvemos investigar se algum destes patogenos murinos, estaria sendo
transmitido junto com o parasita e se algumas caracteristicas da Doenca de Chagas experimental
estariam sendo alteradas por este(s) contaminante(s).

MAP testes realizados com soro de animais infectados com Trypanosoma cruzi indicaram a
presenga de coronavirus em estoques do parasita mantidos exclusivamente por passagem de animal
para animal. Estoques previamente mantidos em meios de cultura de células ou em meios axénicos
néo indicaram a presenga de contaminantes.

Os resultados obtidos mostraram que camundongos infectados com o estoque contaminado
apresentavam niveis de parasitemia e taxa de mortalidade mais elevados que os animais infectados os
estoques nio contaminados. Além disso, o plasma filtrado de animais infectados com o estoque
contaminado foi capaz de elevar os niveis de parasitemia e de mortalidade de animais infectados com
os estoques ndo contaminados. O fator, presente no plasma dos animais infectados com o estoque
contaminado era sem duvida um virus, denominado virus X, uma vez que podia ser seriadamente
transferido de animal para animal, era completamente inativado quando aquecido a 56" C por 45
minutos e tinha sua viruléncia aumentada provocando a morte de animais de quatro semanas de
idade apos a transferéncia seriada. Anticorpos anti-X, preparados com a décima passagem seriada do
virus, ou anticorpos anti-MHV3 (Murine Virus Hepatitis-3) foram capazes de proteger os animais
jovens da morte, quando estes eram desafiados com o virus X, e de diminuir a parasitemia quando os
animais eram infectados com o estoque contaminado. Estes dados indicavam que cepas de
Trypanosoma cruzi, mantidas apenas por tranferéncia de animal para animal, poderiam estar
contaminadas com um virus capaz de aumentar a patogenicidade do parasita ou de alterar a resposta
imune do hospedeiro.

Animais infectados com o estoque contaminado ou com o virus isolado, apresentaram uma
marcada linfopenia, no segundo dia apds a infecgdo, enquanto que nenhuma alteragdo foi observada
nos animais infectados com os outros estoques do parasita. Experimentos de neutralizagdo,
utilizando anticorpos anti-X, mostraram que esta linfopenia podia ser completamente abolida.
Alteragdes do peso e da celularidade de diferentes orgdos linfoides também foram observadas, sendo
evidenciada perda da arquitetura timica e alteragdes no processo de maturagdo de células da medula
ossea quando os animais eram infectados com o estoque de parasitas contaminado ou com o virus
isolado. As populagdes de células, apresentando marcadores especificos para linfocitos B e T,
mostraram alteragdes em diferentes tecidos linfoides. Observou-se uma profunda queda na
porcentagem de células T e B, quando os animais eram infectados com o virus isolado ou com o
estoque do parasita contendo este contaminante.

Estes resultados confirmam e estendem, também para a Doenga de Chagas experimental, os
dados obtidos na literatura de que este virus € capaz de alterar as respostas do hospedeiro, através da
imunomodulagdo, e indicam que alguns dados obtidos com a infecgdo experimental pelo
Trypanosoma cruzi devem ser interpretados com cautela.
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NOTA FINAL

No Brasil o surgimento de um centro especializado na criagdo de animais SPF teve inicio na
década de 70, quando o entio Reitor da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Prof. Dr.
Zeferino Vaz, anteviu a necessidade da criagio de um Biotério Central que atendesse a toda
comunidade cientifica da Universidade. Muito embora nfo possuisse recursos suficientes para a
completa implantagdo de um Centro especializado na criagdo de animais SPF, a Unicamp edificou
um prédio, a partir de um ante-projeto elaborado pelo Departamento de Microbiologia e Imunologia
do Instituto de Biologia , para a criagio de animais controlados do ponto de vista sanitario e
ambiental. Arquitetonicamente construido para abrigar animais SPF, mas sem dispor ainda dos
equipamentos necessarios para a criagdo destes animais, o Biotério Central inaugurado em 1980,
passou a criar e a fornecer aos seus usuarios animais isogénicos, ainda que mantidos de maneira
convencional.

Por volta de 1984 instituicdes governamentais , tais como a Fundagdo de Amparo a Pesquisa
no Estado de S&o Paulo (FAPESP) e a Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), preocupadas
com a qualidade dos animais utilizados na pesquisa, apés um rastreamento detalhado das
necessidades do pais criaram programas visando a melhoria da qualidade dos animais de laboratdrio.
Um programa especial da FAPESP permitiu levar a cabo um projeto - o projeto CEMIB (Centro
Multi-Institucional de Bioterismo) - integrado pela UNICAMP, pela Universidade de Sdo Paulo
(USP) e pela Escola Paulista de Medicina (EPM). Este projeto, avaliado periodicamente por
consultores nacionais e estrangeiros ', permitiu equipar o Biotério Central da Unicamp, viabilizando a
produgdo de animais SPF e permitindo sua transformagdo, em 1989, no Centro Multi-Institucional de
Bioterismo - CEMIB/UNICAMP (Carvalho da Silva, 1994).

Um programa de treinamento de pessoal que contou com o apoio do Conselho Nacional para
o Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), no Brasil, e o Kemforschungsanlage (KFA), na
Alemanha, permitiu a formagdo de especialistas nas diferentes areas de controle genético, sanitario e
criopreservagao, necessarios ao desenvolvimento do Centro.

Com a consolidagio do CEMIB-UNICAMP e consequente melhoria dos animais
experimentais, um esforgo se fez necessario no proprio Departamento de Microbiologia e Imunologia
(DMI) que precisava agora se modemizar para que a qualidade dos animais fosse mantida durante
todo o periodo experimental. Aproveitando a tecnologia e a experiéncia do CEMIB-UNICAMP foi
possivel a instalacdo, no DMI, de uma area equipada com unidades isoladoras onde os animais sdo
mantidos durante todo o periodo experimental.

Assim, desde 1991 temos recebido e mantido animais experimentais de alta qualidade, o que
nos permite estudar a resposta imune com maior seguranga nos resultados obtidos.

'Dr. Edwin Les do Jackson Laboratories/E.U.A.; Dr. Silvio Thales Torres da Universidade Federal Fluminense/Br.; Dr. Jean Louis Guénét do
Instituto Pasteur de Paris/Fr.; Dr. Michael Festing do Medical Council Research/U.K.; Dr. Hans Hedrich e Dr. Volker Kraft do Zentralinstitut
fur Versuchstierkd/Hannover/AL.; Dr. Enio Cardoni Vieira da Universidade Federal de Minas Gerais/Br..
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