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Introducao

A Tripanosomiase Americana, doenga que deve a sua
descoberta e caracterizagdo inicial a Carlos Chagas (CHAGAS,
1709}, & um sério problema de salde publica em varios paises
latino—americanos, com & sua ocorréncia verificada desde o
Mexico até o sul do continente sul—-americano (WHO, 1977).

Diversos estudos t@&m sido realizados desde o +trabalho
original de Chagas {CHAGAS, 1909), visando melhor
caracterizar esta doenga, e entretante ainda hoje, e
considerada uma moléstia sem cura.

Pentre os varios problemas que dificultam a
erradicag3o desta doenga, encontra-se, principalmente, o seu
ciclo vital complexo, onde tipos morfolégicos bem distintos
se apresentam com parasitismos intra e extra-celular, a
diversidade e a vasta distribuigdo de hospedeiros e as
condigties sdcio—econBmicas das populagles humanas acometidas
da moléstia (WHO, 19605 CANCADO, 1968; WHO, 19743 WHO,

1977} .



Alem do polimorfisme apresentado pelo Trypanosoma
cruzi, diferengas significativas si3g também observadas nas
diversas amostras do parasita, que s3o isoladas de casos
humanos ou de hospedeiros invertebrados, constituindo-se,
assim, nas chamadas cepas do Trypanosoma cruzi {(BRENER &

CHIARI, 1963; DEANE e col., 1263; BRENER, 19&3).

As  varias cepas isoladas, apresentam diferentes
compertamentos bioldgicos, quando comparadas frente a
diversos parametros, tais como: morfologia das formas
tripomastigotas sanguineas, infectividade, viruléencia,
periodo pré-patente, parasitemia, resisténcia & drogas,

resisténcia & radiag3o, cargas elétricas de superficie,
constituigo antigénica, aléem de diferentes tropismos nos
hospedeiros vertebrados (BRENER, 1962 BRENER, 19462b;
NUSSENZWEIG e eol., 19623 BRENER & CHIARI, 1963; DEANE e
col., 1963; BRENER & CHIARI, 1967; BRENER, 19473 BRENER,
196%; CHIARI @ col., 1968; BRENER, 1946953 BRENER, 19713
BRENER & CHIARI, 1971; KRETTLI & BRENER, 1976y FERALTA e
cel., 1980; S50UZA, 19833 FILARDI & BRENER, 1984).

FPor outrop lado, os animais wutilizados nas infecobes
experimentais, apresentam comportamentos distintos quando
testados com uma Unica cepa do Trypanosoma cruzi. Deste
modo, camundongos i1so0ogémnicos de linhagens diferentes
apresentam periodo pre-patente, parasitemia ou mortalidade
desiguais, tendo sido descritos camundongos altamente
suscetiveis, bem como outros resistentes, a inoculos
relativamente altos de Trypanosoma cruzi, cepa Brasil e
entre estes dois tipos, camundongos tonsiderados de
resisténcia intermediarias (TRISCHMANN e col., 19783 HATCHER
e col., 19813 TRISCHMANN, 19833 LALONDE e col., 1985;

TRISCHMANN, 1986).



CORSINI e colaboradores (1980}, estudaram a
suscetibilidade de diferentes linhagens de camundongos em
relagdo a cepa Y do Trypanosoma cruzi. Usando um indculo
pequenp (100 tripomastigotas/intraperitonealmente), estes
autores verificaram gue a linhagem C3He/J era altamente
suscetivel, a CBA, suscetivel, a C57BL/10, moderadamente
resistente e o hibrido (C37BL/10 x CBA}FL, resistente,

Uma base genética para a resiténcia ano Trypanosoma
cruzi tem sido sugerida, desde o trabalho pioneiro de PRIZZI
e colaboradores (194%). Mais recentemente, estes achados tem
sido confirmados (TRISCHMANN, 1978). Entretanto, o mecanismo
ou mecanismos através dos guais a base genética se expressa,
permanecem asinda desconhecidos.

Além da base genetica ligada a linhagem, uma
resisténcia relacionada ao sexo vem sendo aventada, desde o
trabalho precursor de HAUSCHKA (1947), que demonstrou  uma
maior resisténcia das femeas de camundongos ao Trypanosoma
cruzi. Este fato n3c foi confirmado por PEREIRA DA SILVA &
NUSSENZWEIG (1933), devendo-se esta dissimilitude ser
creditada, possivelmente, a diferengas na wviruléncia das
cepas de Trypanosoma cruzi utilirzadas em cada experimento.

DEMEY e colaboradores {(1985), trabalhandp com diferentes
linhagens de camundongos, mostraram em todas as linhagens,
uma maipr suscetibilidade dos machos ao Trypanosoma brucei
hruced, resultados semelhantes agqueles obtidos por HAUSCHKA
em 1947, com o Trypanosoma cruzi.

A Doenga de Chagas, tanto em humanos como em animais,
caracteriza-se por duas fases bem distintas: uma fase aguda

e outra cronica, distinguindo-se esta Gltima, pelas leskes



histolagicas causadas pelo parasito, que nesta fase, & de
dificil wvisualizagdo pelo exame A fresco do sangue
periférico (ANDRADE & ANDRADE, 19683 CANGCADO, 1968; ANDRADE
& ANDRADE, 1979).

A fase aguda, nos animais experimentais, caracteriza-se
principalmente, pelo aparecimento da onda parasitémica,
podendao-se colher e contar oS parasitos do sangue
periférico, determinando-se desta forma, o perioda
preé—patente # a curva de parasitemia da cepa de Trypanosoma
cruzi em estudo, no animal experimental escolhido.

Durante esta fase, cujo periodo depende do tamanho do
inéculo, da viruléncia da cepa e da resisténcia do animal,
sintomas clinicos n3o sao.muitm aparentes. Ja no estadio
tardio da fase aguda, diversos sintomss tém sido relatados,
tais como arrepiamento de pélo, menor mobilidade,
incontin@ncia urinaria, edema, paralisia dos membros, perda
de peso, etc (PEREIRA DA SILVA & NUSSENZIWEIG, 1953).

Ainda com relag3do a duragdo da fase aguda, CORSINI e
colaboradores (1980b}), estimaram este periodo entre seis
e trinpta dias para os camundongos experimentalmente
infectados, considerando em fase cr@nica, o©0s animais que
sobreviveseem apds trinta dias de infecgio.

Entre os efeitos patoldgicos da Doenga de Chagas,
encontram-se as alteragbes nematolégicas. REFKA e
colaboradores (1985), mostraram alteragfies hematologicas
compreendidas por discreta anemia, neutropenia seguida por
neutrofilia e eosinofilia. Neste trabalho, os autores usaram
uma dose letal S0% - DLao - {aproximadamente 200

tripomastigotas/indculo) da cepa Y do Trypanosoma cruzi.



Atualmente, tem sido descrito uma atividade de
neuraminidase, apresentada pelas formas tripomastigotas,
sanguineas ou de cultura de tecidos, do Trypanosoma cruzi
(PEREIRA, 19833 PEREIRA, 1983a). As alteragbes hematolodgicas
observadas em pacientes chagasicos (De TITTO & ARAUJID, 1987)
ou em animais experimentais (CSETE & colaboradores, 1983),
estido, aparentemente, relacionadas com esta atividade de
neuraminidase, demonstrada pelo frypanosoma cruzi.

Somando-se aons diversos achados patolodgicos descritos
na Doenga de Chagas, tem-se também demonstrado que o
Trypanosoma cruzi confere imunossupressio e ativagio
policlonal nos animais experimentais, de modo semelhante ao
descrito para o Trypanosoma brucei, comprometendo tanto a
resposta humoral, como a celular (JAYAWARDENA & WAKSMAN,
19775 WITHEY e col., 1978; RAMOS e col., 197%9; CORSINI e
col., 1980b). Estes achadous tém sido tambéem obtidos com
extratos brutos de formas de cultura ou sanguineas do
parasitoc {CORSINI e col., 1980c; CORSINI & COSTA, 1981;
CORSINI & COSTA, 1981ib).

Recentemente, foi demonstrado na doenga de Chagas
axperimental, uma severa depleg3o de timBeitos. Além disso,
foi também observado um decréscimo transitorio nos niveis de
timulina, além de alteragles na citoargquitetura do timo
({SAVINGO & colaboradores, 198%). Estes autores, trabalhando
com camundongos CS7BL/6 e C3H/Hed, sugeremn, que o]
microcambiente timico & afetado durante a infecgdo chagasica
e que o timeo poderia ser, também, um alve da infecgdo pelo
Trypanosoma cruzi.

VELGE e colaboradores (198%), mostraram pela primeira



vez, gue tripomastigotase do Trypanosoma cruzi, infectam
linfocitos T in vitro e, mais interessantemente, in vivo, e
que, tripomastigotas liberadas de linfécitoes T infectados,
sdo infectantes.

A Doenga de Chagas, portanto, tem-se caracterizado por
apresentar diferentes afecgfes, gque podem variar de acordo
com o hospedeiro & com a cepa do parasito.

fs observagiies aqui relatadas, se comparagdas as
diferentes formas clinicas que t@m sido assinaladas para a
Doenga de Chagas humana, indicam a necessidade de mais
estudos sobre a infectividade das diferentes cepas do
Trypanosoma cruzi em linhagens isogé@nicas de animais
experimentais.

Neste trabalho, tivemos como objetivo estudar a Dpenga
de Chagas, utilizando duas cepas altamente wvirulentas do
Trypanosoma cruzi: a cepa Y (FEREIRA DA SILVA &
NUSSENZWEIG, 1953) e a cepa CL (BRENER & CHIARI, 19483) e
trés linhagens isogénicas de camundongos: as linhagens CBA e
BALB/v, vonsideradas suscetiveis ao Trypanosoma cCcruzi, a
linhagem C37BL/10, considerada moderadamente resistente e os
hibridos (€57BL/10 x CBA)F1, considerado resistente a
baixos inodculos da cepa Y (CORSINI e col., 1980) e
(C37BL/10 x BALB/c)F1, aparentemente, ainda n&%o estudado com
as cepas Y e CL. Alem das linhagens isog@nicas, utilizamos
também o camundongo “Swiss", n3%o isogénico, mas de
acasalamento endoga8mico & varias decadas.

Durante a infecg3do das diferentes linhagens de
camundongos, estudamos © efeito de diferentes inbdculos

sobre o periodo pré-patente, a mortalidade, a parasitemia e



g indice do hematdcrito. Observamos, também, as  alteragBes
ocorridas na seérie vermelha e no bago, a nivel histolégico e

citolégico.



Material e Métodos

1. Animais Utilizados

Foram utilizados camundongos machos & f@meas, com 2 a 3
meses de idade, das linhagens isogénicas, BALB/c, CBA, e
C57BL/10, criados e mantidos no nosso Biotério Experimental.
Camundongos "Swiss", n3o isogénicos, foram fornecidos pelo
Biotério (Central da Universidade Estadual de Maringa. Os
camundongos hibridos F1, foram obtidos pelo cruzamento da
linhagem C37BL/10 com as linhagens CBA e BALB/c. Os animais
em experimentagdo foram mantidos em gaiolas com, no maximo,
3 camundongos e foram alimentados com ragdo Purina e &gua

ad libitum.

2. Trypanosoma Cruzi

Duas amostras de Trypanosoma cruzi foram utilizadas

neste trabalho: a cepa Y (PEREIRA DA SILVA & NUSSENIWEIG,

1953) e a CL (BRENER & CHIARI, 1963). As duas amostras foram



fornecidas pelo Dr. Marcos Barcia Costa (Campinas - S3o
FPaulo) e eram originalmente provenientes do Dr, Zigmar

Brener (Belo Horizonte - Minas Gerais).

3. Manutengl3o das Amostras de Trypanosoma cruzi em

Camundongos

As amostras de Trypanosoma cruzi foram mantidas em
camundongos “"Swigs", poOr passagem de 100.000 formas
tripomastigotas, colhidas por sangria do plexo axilar no dia
do pico parasitémico (7 dias apos a infecg¥o, para a cepa Y
e 11 dias apés a inpculagdo, para cepa CL). 0 sangue foi
coletado em heparina (5.000 UI/ml). A contagem dos parasitos
circulantes foi realizada imediatamente apts a colheita,
utilizando-se o método descrito por BRENER, em 1968. A
diluigdo dos parasitos foi feitas em solugdo salina tamponada
com fosfatos (pH = 7.2), contendo 500 UI/ml de heparina. Qs
anostras assim padronizadas, contendo 100,000
tripomastigotas/inédeculo, foram utilizadas para infectar,
pela via intraperitoneal, os novos lotes de animais
utilizados para a manuteng3o das cepas.

Algumas vezes, por falta de camundongos "Swiss® no
Biotério Central da Universidade FEstadual de Maringa, as
cepas ¥ e CL do Trypanosoma cruzi, foram mantidas em

camungdongos BALB/c ou CBA.



4. Infecg3o por Tryvpanpsoma cruzi

Camundongos BALB/c, CBA, CS7BL/10, Swics e ps hibridos
(C37BL/10ORBALB/c)F1 e (CS7BL/10xCBA)F1, foram inoculados
intraperitonealmente, com formas tripomastigotas sanguineas,
obtidas de camundongos Swiss infectados com 10=
parasitos/indculo. Os animais de manutencdo foram sangrados
pelo plexo axilar e o sangue recolhido em heparina (5.000
UI/ml). ApSs a contagem pelo método de BRENER (1968), o=
parasitos foram padronizados em solugdo salina tamponada com
fosfatos {pH = 7.2}, de modo a conter 10%,

104, 10 pu 10= tripoumastigotas por 0.1 ml de inédculo.

5. Parasitemia

A parasitemia dos camundongos, foi determinada pela
contagem dos parasitos do sangue periférico, utilizando-se o
método de BRENER (1968). Os animais foram sangrados atraves
de um pequenc corte realizado na extremidade da tauda e o
sangue colhido em pipeta de hemoglobina, calibrada para
coletar 3 mm®. O sangue coletado foi colocado em lamina de
microscopio e coberto com uma laminula 27x22 mm, oObtendo-se
uma camada de sangue homogeneamente distribuida.

A preparagdo foi examinada em microscopio Binocular,
com lente ocular 10 x e objetiva 40 x, contando-se os
parasitos observados em 30 campos microscopios,

aleatoriamente escolhidos e (] namero de parasitos



determinado do seguinte modo:

namero de parasitos x namero de campos microscopicos
20 campos observados contidos na laminula 22x22 mm =
parasitos/5 mm® de sangue.

4. Tecniras Hematologicas

Os esfregagos de sangue foram feitos pela técnica usual
& corados pelo Leishmann. Para a observagdo de reticulocitos
os esfregagos foram corados pelo azul de cresil brilhante. A

determinag¥o dos hematocritos, seguiu o método padr3o (DACIE

& LEWIS, 1975).

7. Técnicas Histolbgicas

Fragmentos de bagos dos animais, foram fixados em Bouin
por 18 horas, lavados 2 vezes em &lcool 704, com & horas de
intervalo entre as lavagens e entdo processados segundo as
técnicas bhistoldgicas habituais. As coloraghes foram feitas

pelo Hemalumen {(Hematoxilina—-Eosina).

8. Imprint de Bago

Animais normais ou chagasicos, foram anestesiados, seus
bagos retirados, lavados em solugdo salina tamponada com
fosfatos (pt = 7.2), gelada, seccionadaos em sentido

longitudinal ou transversal e suavemente pressionados contra



igminas de microsctpio. A preparag3do assim obtida foi corada
pelo Leishmann. Para evitar acdmulo de sangue na preparagdo

s animais foram sangrados, até a morte, antes da retirada

dos bagos.

7. Observaglecs Medulares

Camundongos normais ou chagasicos, foram anestesiados e
sacrificados por exanguinagdn. Os fémures dos animais foram
retirados, lavados varias vezes em sDlug3o salima  tamponada
com fosfatos (pH = 7.2), gelada. A medula dssea foi extraida
e esfregada em l&mima de microscopio. 0Us esfregagcos assim

obtidos foram corados pelo Leishmann.

10. Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram feitas atraves de

analise de variancia e do teste "t" de Student (AYRES &

AYRES Jr., 1987).



Resul tados

1. Trypanosoma cruzi - cepa Y

1. Parasitemia, Periodo Pré-Patente e Mortalidade

Com a finalidade de verificar o deturso da
infecg3o com a cepa Y do frypanosoma cruzi, lotes de 10
camundongos (5 machos e 5 feémeas), de cada linhagem, foram
infectados, pela via intraperitoneal, com indculos variando
de 100 a 100.000 tripomastigotas. A parasitemia foi
acompanhada diariamente, durante 30 dias, sendo verificado
neste intervalo, o periodo pré-patente & a mortalidade de

cada grupo experimental.

1.1, Comparagd3oc entre Linhagens de Camundongos

Comparamos o desenvolvimento da infecg3o nas

diferentes linhagens e hibridos estudados, infectados com



diversos intculos do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Nas FfFiguras
1 e 2 observamos o decurso da infecg3o nas linhagens CBA,
BALB/c, CS7BL/10, Swiss e hibrides (CS57BL/10xBALB/c)F1,
inoculados com 104,000 tripomastigotas. a periodo
pre-patente, fol de dois dias para as linhagens (C37BL/10,
CBA e Swiss e de trés dias, para a linhagem BALB/c e
bibridos (C37BL./10xBALB/Cc)F1 (Figura 1). Um primeiro pico
parasiteémico foi observado no gquinto dia, nos camundongos
C378HL/710, CBA e Swiss, sequido de uma queda no nivel
parasitémico no sexto dia, guando ©% camundongos C57BL/10C
controlaram a onda parasitémica e as duas putras linhagens
mostravam um pico de nivel parasit@émico maximo no sétimo
dia.

A linhagem BALB/c apresentou pico maximo no sexto
dia, decaindo a parasitemia, até o décimo dia, quando uma
nova onda parasiteémica comegouw a sdurgir. Os hibridos
(CS37BL/10XxBALB/C)F1, apresentaram uma parasitemia muito
baixa, tornada incipiente com 13 dias de infecgldo. N3o foram
observadas diferengas significantes nas parasitemias dos
camundongos CBA, BALB/c e Swiss {P>0.03), gue em relagido aos
camundongos C537BL/10O e hibridos (C57BL./10xBALB/c)F1,
mostraram diferengas significativas (P<0.05). ©Os hibridos
(CS7BL/10OxBALB/c)F1, apresentaram diferengas significativas
(P<0.03), em relag3o a todas as linhagens examinadas mestas
experiéncias (Figura-l).

A mortalidade destes animais, & mostrada na
Figura 2. As linhagens CBA e BALB/c, apresentaram
mortalidade precoce, ocorendo 104 e 20% de obitos,

respectivamente, ja no oitavo dia, seguindo—se pelas



linhagens C37BL/10 e Swiss, com 10% & 20%, respectivamente
com 11 dias de infecgdo. A mportalidade foi tetal para os
camundongos CBA (11 dias), BALB/c (12 dias) & Swiss (17
dias), n¥o bhavendo diferengas significativas entre estas
trés linbagens (P>0.03), enguanto os camundongos C537BL/10,
apresentavam, ao fim da experiéncia, uma taxa de mortalidade
de 50%. 0Os hibridos (C57BL/10XBQLB/C)F1, apresentaram apenas
10% de mortalidade, ao término da experiéncia, resultado
significantemente diferente (P<0.03), daqueles obsgervados
nas demais linhagens.

Com o indculo de 10.000 +tripanosomas todas as
linhagens e 05 hibridos {C57BL/10xCBAMFL e
(E57BL/10xBALB/C)IFL, foram testados, mostrando os padrfes
parasitémicos apresentados na Figura 3. Com exteg3o dos
camundongos Swiss, cujo periodo prée-patente foi de dois
dias, os demais apresentaram periodo pré-patente de 3 dias,
a0 qual seguiu-se uma parasitemia, cujos picos iniciais
ocorreram no setimo dia para ops camundongos CBA e BALB/c, no
oitavo para os Swiss e hibridos {CS7BL/1O0xBALB/c)IFL e
(C37BL/10xCBA)FL1 & no nono dia para a linhagem CS7BL/10. O
maior indice parasitémico, no pico, foi mostrado pelos
camundongos Swiss, seguidos pelos CBA. O0s camundongos CBA,
BALB/ec e C357BL/10, apresentaram uma nova onda parasit@mica,
gnguanto os hibridos controlaram a parasitemia, gue foi
mantida em niveis incipientes, até o fTim da experiéncia.

A mortandade destes animais & mostrada na Figura
4. Us primeiros animais a apresemntarem mortalidade, foram
os camundongos Swiss (30%4), {CS7BL/10OxBALB/C)F1 e

(CS57BL/1OXxCBAYFL (ambos 10%Z), com 11 dias de infecgdo,
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FIGURA ©1. Comparagdo entre as Linhagens C57B1/10, CBA,
BALB/¢c, Swiss e Hibridos (CS57B1/10xBALB/c)F1, infectados com
100.000 tripomastigotas do 7Trypanosoma cruzi, cepa Y.
Linhagem e idade dps animais: ( ) BALB/c, 90 dias; ¢ )
CbA, B0 dias; (~.~.) CS57B1/10, 70 dias; f—«ar—) Swiss, 60
diasj (----) Hibridos (CES7Bl1/10xBALB/c)F1, 90 dias.
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FIGURA 02. Comparagio
c57Blrs1¢, CBA, BALB/C,

12 & % 18 20 22 2 26 28 D
DIAS DE INFECTAD .

entre as Mortalidades das Linhagens
Swiss e Hibridos (C57Bl1/10OxBALB/c)F1,

infectados com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa Y. Linbagem e idade dos animais: ( ) BALB/c,
90 dias; (—--__ _ —-) CBA, 80 diasi (~...—}) Swiss, &0 dias;
(~u~.=~) Hibridos (C57B1/10xBAL.B/c)F1, %0 diasg (———-)

c57B1/10, 70 dias.

n = 10 no inicioc da experiéncia.



atingindo, o0s hibridos, a taxa de 20% ao fipal da
experiéncia, enguanto os Swiss chegavam a 100% com 2Z4 dias
de infecg3o. Nos amimails das linbagens CBA e BALB/c, a
mortalidade sobreveio com 12 e 13 dias de infecgao,
respectivamente, atinginde, ambos, 100% de mortalidade; os

primeiros, com 18 dias £ estes altimos, 24 dias apbs a

inoculagdo. Bs camundongos €57BL/10O, mostraram-se
ligeiramente mais resistentes que as trés linhagens
anteriores, atingindo 70% de dabitos com 30 dias de

experimentagado. 0O0s dois hibridos testados, mostraram—se
muito mais resistentes que as demais linmnhagens infectadas
com o mesmo indculo.

As curvas de parasitemia e a meprtalidade dos
animais inoculados com 1.000 tripomastigotas sao mostradas
nag Figuras 3 e &. U periodo pré-patente foi de 3 dias para
ps camundongos BALB/c e Swiss, 4 dias para CBA e C37BL/10 e
6 dias para os hibridos (CS7BL/10xCBA)F1. Os picos
parasitémicos iniciais ocorreram no oitavo dia para os
animais das linbhagens BRLB/c, Swiss e C37BL/10, no nono para
{C57BL/10O%xCBAF1 e no décimo parsa os camundongos CBA (Figura
2). Nenhuma diferenga significativa foi observada nas
parasistemias dos camundongos BALB/C, CS7BL/10, CBA e Swiss.
Os hibridos mostraram os menores indices parasit@émicos,
significantemente diferente {(P<0.05) dos demais camundongos
ensaladeos. Todas as linhagens, com excegd3o da Swiss,
controlaram a parasistemia antes do fim da experiéncia.

A taxa de mortalidade dos animais infectados com
1.000 tripomastigotas fpi de 1004 para os camundorngos Swiss,

80% para os BALB/c, 30% para 0os CBA e CS7BL/10 e de apenas
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FIGURA 03. Comparagdc entre as Linhagens C37B1/10, BALB/c,
CBA, Swiss e Hibridos (C57B1/10xBALB/c)F1 e (C57B1/10xCBA)F1

infectados com 10.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa Y. Linhagem e idade dos animais: (----) CBA, 90
diasy ¢ y Hibrido (CS57Bl1/10xBALB/c)F1, 83 diasg (.ana)

Hibrido (CS57Bl/i0OxCBA)Fi1, 90 dias; (-...—) Cb57Bl1/10, 70
dias; (=.-.-) Swiss, B85 dias; (-——...—-—-) BALB/c, 70 dias.
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FIGURA 04, Comparagdo entre as Mortalidades das Linbagens
CS57B1/10, BALB/c, CBA, Swiss e Hibridos (CS7Bl/10OxBAlL.B/c)F1
e (CS57B1/10xCBA)F1, infectados com 10.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, ¢Ccepa Y. Linbagem e idade dos animais:
( ) EBA, 90 dias; (....) Hibrido (C37B1/10xBALB/c)F1i, B85
dias; {(—-——-—) Hibrido (CS57Bl/10OxCBA}F1l, <90 diasy (—. =)
€578B1/10, 70 dias; {—«e—.—) Swiss, BY diasj (— =)

BALB/c, 90 dias. n = 10 no inicio da experiéncia .
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FIGURA 03. Comparagd3oc entre as Parasitemias das Linhagens

C57B1/10, BALB/c, CBA, Swiss e Hibridos (CS57Bl1/10Ox{BA)F1,
infectados com 1.000 tripomastigotas do Trypanosoma cruzi,
ctepa Y. Linhagem e idade dos animais: ( ) CBR, 90 dias
(m===) Hibrido (C57Bl1/10xCBA}F1, 90 dias; (-...-) CS7Bl1/10,
90 diagy {(~.—-.—) SBwiss, 80 dias; (=== u2a.===) BALB/c, 90
dias. n = 10 no inicio da experiéncia.
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c57Bl1/10, BALB/c, CBA, Swiss

(-———-=) Hibrido (C57B1/10xCBA)F1,
-.—} Swiss,
10 no inicio da experiéncia.

F0 dias; 80 dias;

18 20 22 24 26 28 30

FIGURA 0&. Comparagdo entre as Mortalidades das Linhagens
Hibrides (C57Bl1/10xCHA)F1,
infectados com 1.000 tripomastigotas do Trypanosoma cruzi,
Linhagem e idade dos animais: ( ) CBA, F0 dias;
0 dias; (~...-) CS7Bl1/10,

(——...——) BALB/c, 90



20%, para os hibridos (C57BL/10OxCBA)F1, até o fim do ensaio,
que tambem com este indculo, mostraram—-se mais resistentes
gue as demails linhagens testadas (Figura 6).

Com o inoculo de 100 tripanosomas, foram
comparadas as linhagens BALB/c, CS7BL/10 e Swiss. As curvas
de parasitemia e a sobrevivéncia destes animais S0
mostradas na Figura 7. 0 periodo pre-patente fol de 35 dias
para os camundongos BALB/c, &6 para os Swiss e 7 dias parsa 0S
C57BL/10. 0Us picps de parasitemia maxima ocorreram no NONO
dia, para os camundongos CO7BL/10 e sO com 11 dias de
infecg3o, para as outras duas linhagens. Nenhuma diferenga
significativa fol observada nas parasitemiass das 3 linbagens
testadas.

As taxas de sobreviveéncia destes animais sio
mostradas na Figura 7. O0Os camundongos Swiss moastraram
mortalidade mais precoce (10%, com 16 dias de infecgdo),
seguidos pelos BALB/c (10X, 19 dias apos a inoculagldo). Ao
cabo da experiéncia, DS animais da linhagem BALB/c
apresentaram 30% de sobrevivé&ncia, os Swiss, 404, enguanto
todos os camundongos C37BL/10 sobreviveram a4 fase aguda da
infecgdo.

A cComparagao dos periodos pre—patentes,
parasitemia ® mortalidade de machos e fémeas, das diferentes
linhagens de camundongos i{estadas com esta cepa, n3oc
forneceu resultados conclusivos, que pudessem demonstrar uma

resisteéncia maior de um dos SEexX05.
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FIBURA O07. Comparag¥o entre as Parasitemias e a
Sobrevivéncia das Linhagens BALB/c, C57Bl1/10 e Swiss,
infectadas com 100 tripomastigotas do Tripanosoma cruzi,

cepa Y. Linhagem e idade dos animais: parasitemia: ( )
Bwiss, 60 dias}; (-——-) BALB/c, &0 dias; (....) CS57B1/10, 90
dias. Sobrevivéncia: {(—e=u=) Swiss: e BALB/c

{(——w.e—=}) C57B1/10. n = 10 no inicio da experieéncia.



1.2. Camundongos Swiss — comparatoc entre idades

Obh=gervamos, algumas VEZBRS, durante estas
experiéncias, parasitemiss ou mortalidades maiores em gQrupos
de animais infectados com inodculos menores, gue um outro
grupg de sua mesma linhagem. Comm a diferenga entre estes
grupos residia na idade, resolvemos, em um experimento
isplado, verificar a importancia deste fato.

Camundongos Swiss, ctom 1 mé@s e 2 meses de idade,
foram infectados com um mesmo inbdculo e acompanhados atée a
mortalidade dos dois grupps., A Figura B8 sumariza 0s
resultadps obtidos. Os animais com 1 meés de idade,
apresentaram uma altissima parasitemia, com a mortalidade
atingindo 1004, j& no décimo dia da infecg%o. No grupo com 2
meses, a parasitemia fol significantemente menor (P<0.05), a
mortalidade sobrevindo com 12 dias de infecg3¥o, sendo total
com 17 dias de experimentac3o. Nao houve diferenga

significante no periodo pré-patente dos dois grupos.
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FIGURA OB. Parasitemia e Mortalidade de Camundongos Swiss,
infectados com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa Y. Comparagdo entre camundongos de diferentes
idades. 1 mé@s de idade: parasitemia: ¢ )} mortalidade:
{ernul}s 2 meses de idade: parasitemia: {(————1)3
mortalidade: (-...-). n = 10 po inicioc da experiéncia,




11. Trypanosoma cruzi - cepa CL

1. Parasitemia, Periodo Pré—-Patente e Mortalidade

0 decurso da infecg3o com a cepa CL do
Trypanosoma cruzi, foi verificado nas diferentes linhagens
de rcamundongos estudadas. Salvo quando especificado no
texto, lotes de 10 camundongos (5 machos e 5 fé@meas), foram
infectados, intraperitonealmente, com indculos variando de
1.000 & 100.000 tripomastigotas. A parasitemia foi
acompanhada diariamente, durante 30 dias, sendo verificado
neste intervaleo o periodo pre—patente ¢ a mortalidade dos

grupos experimentais testados,

1.1. Comparagao entre Linhagens de Camundongos

Eomparamos © comportamento das diversas linhagens

de camundongos, infectadas com diferentes intculos do

Irypanosoma cruzi, cepa CLL. A Figura 9 mostra as curvas



de parasitemia dos camundongos CBA, CS37BL/10, BALB/c, Swiss,
e hibridos (ES7BL/10xBALB/c)F1i, imoculadeos. com 10G.000
tripomastigotas.

Em todas as linhagens foram detectados parasitos
Ccirculantes, desde o primeiro dia da infecg2o, O que
dificultou a determinag o do periodo pré—-patente.
Entretanto, observamos que a parasitemia nestes animais,
comegou a ascender entre o quarto e o sexto dias e atingiu
niveis extremamente elevados, nos camundongos Swiss, com  um
pico de parasitemia maxima ocorrendo com 12 dias de
infecgdo, guando o nivel de parasitos circulantes comegou a
decrescer.

A linhagem CBA apresentou uma parasitemia
crescentiforme, enquanto os camundongos BALB/c mostravam uma
cCurva parasitémica, caracterizada pela presencga de
suressivos picos, com um pico maximo ocorrendo com 15 dias
de infecgio.

Dentre as linhagens estudadas, a CS57BL/10 mostrou
o menor indice parasitémico, durante a maior parte da
experimentag3o, com o maximo de parasitemia ocorrendo ja no
fim do ensaio. Us hibridos (CS7BL/10xBALB/c)F1, apresentaram
uma parasitemia relativamente baixa, com um pico
parasiteémico maximo ocorrendo com 22 dias de infecgdo,
quando este animais comtrolaram a onda parasitémica.

0s camundongos Swiss, apresentaram parasitemia
sifnificantemente maior (P<0.03), que todas as outras
linhagens testadas. NZO foram observadas diferengas
msignificativas (P>0.05), entre os niveis parasit@micos dos

camundongos CBA e BALB/c, entretanto, estes ultimos



apresentaram uma parasitemia ligeiramente menor. Os animais
C537BL/10, mostraram parasitemia de nivel menor que os
anteriores e 0 hibridos (CSB57BL/10xBALB/c)Fi, dos animais
testados com este indculo, foram os Unicos que controlaram a
parasitemia e chegaram ao fim da experié@ncia, com niveis
baixos de parasitos circulantes.

A mortalidade destes animais & mostrada na Figura
10, A infecgado foi fatal para todas as linhagens, com
excegdn dos hibridos (CS57BL/10xBALB/c)}Fl, onde um peqgueno
namero de superstites (304) passou para a fase crOnica,
sem nenhum sinal aparente de infecgd3ag.

As linhagens CBA, BALB/c & Swisg, apresentaram
uma curva de mortalidade muito semelbhante, enquanto os
camundongos C37BL./10, mostraram—se mais resistentes, embora

apresentassem também uma infecgd¥n de decurso fatal.

0Os camundongos Swiss e CBA foram também
ensaiados com intculos de 10,000 tripomastigotas. A
progressap da infecgdo fol comparada, nas duas linhagens,

estando estes resultados sintetizados pa Figura 11. Os
camundongos Swiss, apresentaram um periodo pré—-patente de 6
dias, ao fim do qual, a parasitemia elevou-se, atinginde um
pico com 16 dias de infecgdo, quando a curva de parasitemia
tornou—-se descendente. Estes animais Mo conseguiram
controlar a parasitemia, que val tou a elevar—-se,
configurando-se, a partir de ent3o, por ascensdes e quedas
dos niveis de parasitos circulantes. N¥o foram realizadas as
contagens de parasitos, nos dois ltimos dias da
experiéncia, uma vez que os amimais sobreviventes,
apresentaram necrose na tauda, impossibilitando a retirada

de sangue para exame.
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FIGURA O%. Comparagdo entre as Linhagens BALB/c, C57B1/10,

CBA, Swiss e Hibridos (C537Bl1/10xBAlB/c)F1, infectados com
100.000 tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Cl.
Linhagem e idade dos animais: ( ) CBA, 90 dias; (——=)
BALB/c, %0 dias; (....) C57Bl/10, 70 dias; (-...—) Swiss,
60 dias; (—-.—.) Hibridos (C57B1/10xBALB/c)F1, &0 dias.
n = 10 no inicio da experiéncia.
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FIGURA 10. Comparagao entre as Mortalidades das Linhagens
BALB/c, £57B1/10, CBA, Swiss e Hibridos {(C57B1/10xBALB/c)F1

infectados com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa CL. Linhagem e idade dos animais: ( ) BALB/C,
90 dias; (__ _ __)} CBA, 90 dias; (-—--} C57B1/10, 70 dias;

(--..~) Swiss, 60 dias; (....) Hibridos (C37Bl1/10xBALB/c)F1,
60 dias. n= 10 no inicio da experiencia.



Nos camundongos CBA, o periodo prée—-patente
foi de 7 dias e a parasitemis que teve lugar, a partir de
ent3o, caracterizou-se por uma ascensian lenta e gradual,
cujos niveis maximos Dcmrréram no fim da experimentagio. No
tergo medio da experiencia, estes camundongos mostraram
parasitemia significantemente menor (P<0.05), gue o0s Swiss,
n3o havendo diferengas significativas no tergo final do
ensaio.

A mortalidade foi maior 2 mais precoce nos Swiss,
que mostraram, no Tim da experiéncia, 704 de dbitos,
enquanto nos camundongos CBA, a taxa de mortalidade atingiu
40% (P>0.05).

) estudo comparativo dos periodos pré—-patentes,
parasitemia e mortalidade de machos e fémeas, das diferentes
linhagens de camundongos testadas com esta cepa, nao
formeceu resultados conclusivos sobre uma maior resisté@ncia

de um dos sexns.
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FIGURA 11. Comparaglo entre as Parasitemias & Mortalidades

das Linhagens Swiss (=] CBA, infectadas com 10.000
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Parasitemia e
idade dos animais: { ) Swiss, 60 dias; (----) CBA, <0

dias. Mortalidade (—-...-) Swissj (....) CBA.
n = 10 no inicio da experiéncia.



I1l. Comparac¥o entre as Cepas Y e CL do Trypanosoma

cruzi

Comparamos o5 resultados obtidos numa mesms
linhagem de camundongos, inoculada com as cepas Y ou Gl do
Trypanosoma cruzi. Procuramos verificar se haviam
diferengas nos periodos pre—patentes, parasitemias e
mortalidades destes animais, gquando submetidos a um mesmo
inocule das duas cepas do Trypanposoma cruzi em estudo. As
Figuras 12 a 18, resumem as observagBes feitas com um
inoculop de 100.000 tripomastigotas.

A Figura 12 mpostra os resultados obtidos com a
linhagem BALB/c. O periodo pré-patente foi de 3 dias para a
cepa ¥ e de 4 dias para a cepa CL. A parasitemia com a cepa
Y, ascendeu bruscamente, a partir do quarto dia e atingiu o
seu maximo, no sexto dia, gquando © nivel de parasitos
circulantes comegou a cair & as primeiras mortes surgiram
neste grupo.

A parasitemia causada pela cepa CL, ascendeu mais

lentamente, a partir do quarto dia e atingiu o maxime com 15



dias de infecg3o. A mortalidade foi total nos dois grupos,
sendo mals precoce nos camundongos inoculados com a cepa Y,
com os primeiros animais perecendo, ja& no oitavo dia de
infecgapn, e a taxa de mortalidade chegando a 1007 com 12
dias de experimentag3o.

No grupo inoculade com a cepa CL, a mortalidade
iniciou~se com 12 dias de infecgl3o, mostrando uma curva de
ascensdn rapida gue atingiu 100% com 18 dias de experiéncia.

DOs resultados obtidos na linhagem CBA, s3o
mostrados na Figura 13. A parasitemia comegou a elevar—-se a
partir do terceiro dia, nos animais ineoculados com a cepa Y,
apresentando um primeiro pico no gquinto dia e um pico de
parasitemia madxima no sé&timo dia, guando a onda parasit@mica
foi controlada. Uma nova onda de parasitos circulantes
comegou a surgiyr no nono dia, levando & morte os  animais
deste grupo.

Com a cepa CL, a parasitemia apresentou uma
elevagio mais gradual, a partir do guarto dia, & manteve-se
em ascensdo até o décimo dia, gquando o0s animais tentaram
controlar a onda patrasitémica. Uma nova leva de parasitos
circulantes surgiu, a partir de entdo, levando a morte os
animais sobreviventes.

A mortalidade causada pela ¢epa Y ocorreu mais
prematuramente, sobrevindo j&4 no oitavo dia e atingindo
1004 com 11 dias de infecgido enquanto no grupo inoculado com
a cepa CL, a mortalidade comegou a pcorrer com 14 dias de
infecg®o v chegou a 100% com 18 dias de experimentagdo. Nijo
houve, portanto, uma diferenga significante na mortalidade

desta linhagem, em relagdo as duas cepas estudadas.
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FIGURA 12, Comparagio entre as FParasitemias e as
Mortalidades de Camundongos BALB/c, infectados com 100.000
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80 estudo comparativo feite com a linhagem
C57BL.710, & mostrado na Figura 14. 0 periodo pre—-patente foi
de 2 dias, para a cepa Y, a partir do qual & parasitemia
elevou—se bruscamente, apresentando um pico de nivel
parasit@émico maximo, no _quinta dia, quande a onda de
parasitos circulantes foi controlada e manteve-se em niveis
baixos, até o fim da experiencia.

No grupo inoculado com a cepa CbL, a parasitemia
comegou a aumentar a partir do sexto dia, configurando-se
por uma sucessdo de picos de niveis parasit@micos cada vez
maiores.

A mortalidade, nesta linhagem, iniciou-se com 11
dias, para a cepa Y e com 14 dias para a cepa CL, atingindo
100% nos animais inoculados com esta ultima cepa &, 50% nos
camundongos infectados com a cepa Y, mostrando uma
resisténcia aparentemente maior, desta linbagem, para a cepa
Y do Trypanosoma cruzi,

O0s resultados obtidos nos camundongos Swiss, s30
apresentados na Figura 15. D periodo pré-patente foi de 3 e
4 dias, respectivamente, para as cepas Y e CL. A parasitemia
dos animais inoculados com a cepa VY, mostrou um primeiro
Pico no quinto dia, seguido por outro de maxima parasitemia
no setimo dia, quando o nivel de parasitos circulantes
decresceu. Seguiu~se uma nova onda parasitémica de menor
intensidade, que foi controlada pelos animais, ao redor da
segunda semana de infecco.

A parasitemia da cepa CL, apresentou uma discreta
elevagdo, entre o guartom e o setimo dia, guandp uma ascensio

acentuada teve inicio, ocorrendo um pico maximo com 12 dias.



2707

1501

¥

W ae I =t e O I B o W

y Hit/e

1001

0,501

!
wd.
- 39 - T
’
!
h‘ "
= L &
- - f
A |
100 ! { .
{ v !
i X i .
| b
4 f ) I
I | P e
N W
/ : -
f ! v
u 1 I - ‘
¢ P .
. .l' l ! -
p L v
T } I| fl
[ ! \ P
L f ! j:
75 { | b
! ! 1. ‘..
A i ~d
§ ! '
A ‘ .
£ I ; .
/ /

e
_—
——
-
——

2 ST IEPEBcMw 0 22 2 26 28 30
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& mortalidade foi completa nos dois grupos,
iniciando~-se mais prececemente no grupo inoculado com a cepa
Y g atingindo 100% com 1% e 17 dias de infecg3¥o, nos animais
inoculados, respectivamente, com a cepa CL e Y, n¥o havendo,
portanto, diferengas marcantes entre as duas cepas,; para
estes animais, com o intculo utilizado.

Os camundongos hibridos (CS7BL/10OxBALB/c)F1,
apresentaram comportamentos significantemente diferentes
(P<0.05), durante a infec¢d0 com as duas cepas estudadas
(Figura 16). Com a cepa Y, o nivel de parasitemia foi muito
baixo, com um primeiro pico ocorrendo com 7 dias e um
segundo com 12 dias de infecgdp, gquando a onda parasiteémica
foi controlada, mantendo-se, a parasitemia, em niveis
baixissimos, até o fim da experiéncia.

Ja com a cepa Cl.y, a parasitemia manteve-se em
elevagdo, até atingir um nivel de parasitemia maximo com 22
dias de infecglo, gquando os animais sobreviventes
controlaram a onda parasit@mica.

A mortalidade foi significantemente diferente
para os dois grupos, chegando & 70% nos animais infectados
com a cepa CL e somente a 10% nanueles que receberam a oepa
Y como indculo. Entretanto, nestes resultados devem ser
inferidas as idades dos animais, que no grupo inoculado com
a cepa Y era de 0 dias, enquanto nos animais infectados com
a cepa CL era de 60 dias. Por outro .lado, apesar da
diferenga de idades, os dois grupos de camundongos eram
constituidos de animais adultos, com pese oscilando entre
2% & 30 gramas, formados por igual numero de machos e fémeas

(5 animais de cada sexo, por grupo).
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FIGURA 15. Comparaglo entre as Parasitemias e as
mortalidades de Camundongos Swiss, infectados com
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FIGURA 16. Comparas3o entre

as Parasitemias e as
Mortalidades de

Camundongos Hibridos (C57B1/10xBALB/c)F1,
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Trypanosoma cruzi. Parasitemia e idade

Y, 90 dias; (---) CL, &0 dias.
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Mortalidade: (=) Y3
10 no inicio da experi@ncia.



A Figura 17 mostra o decurso da infecgido em
camundongos CBA, inoculados com 10.000 tripomastigotas das
cepas Y ou CL. No grupo infectado com a cepa Y, um periocdo
pre-patente de 3 dias foli observado, ao qual seguiu-se uma
curva de parasitemia, gque apresentou pico maximo no séatimo
dia. O namerp de parasitos circulantes decresceu até o nono
dia, quando uma nova onda de parasitemia ocorreu, levando 3
morte os animais deste grupo.

0O periodo pré-patente com a cepa CL, foi de seis
dias, seguindo-se uma parasitemia de configuragdoc sempre
ascendente, até o término da experiéncia.

A mortalidade foi total nos animais inoculados
com a cepa Y, iniciando-se com 12 dias de infecgl3o e
atingindo 100% com 18 dias de experiéncia, enquanto no grupo
infectado com a cepa CbL, atingiu 404 no fim do ensaio,
mosirando, estes animais, uma maior suscetibilidade & cepa
Y, no indculo testado.

0 desenvolvimentp da infecg3o, na linhagem
C57BL/10, foi comparada com Lm intculo de 1.000
tripanosomas (Figura 18). Nos animals gue recebram a cepa Y,
o periodo pré-patente teve a duragdc de 3 dias, ao qual
seguiu-se uma parasitemia de ascensdo lenta, até o sexto
dia, quando uma elevag3dp abrupta ocorreu, até um pico
maximo, verificado mno oitavo dia da infecgdo. A partir de
entdo, a onda parasitemica foi controlada, apresentando os
animais sobreviventes, baixos niveis de parasitos até o fim
da experiéncia.

N grupo inmfectado com a cepa CL, 0 periodo

pré—patente foi de 8 dias, seguindo—-se uma parasitemia de
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FIGURA 17. Comparagsoc entre as Parasitemias e as
Mortalidades de Camundongos CBA, infectados com 10.000
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dos animais: ( Y Y, 90 dias
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n 10 no inicio da experiencia.



asrensio gradual, com niveis relativamente baixos de
parasitos circulantes. Este grupo presentava 20% de
mortalidade, com 28 dias de infecgdo, gquando wuma forte
diarreia, seguida de prostagdo e inapeténcia ocorreud,
levando 4 morte o animais sobreviventes.

A mortalidade pos animals infectados com a cepa Y
sobrevelio com 14 dias de infecglo, chegando & 504 no fim da

experiencia.
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1V. Observaglies Hematoaldgicas.

Com a finalidade de verificar as possiveis
alteragfies hematolbgicas, no decurso da infecgl®o pelo
Trypanosoma cruzi, realizamps o hematéocrito de algumas

das linhagens de camundongos utilizadas nestas experiencias
e correlacionamos os resultados obtidos, tom as curvas de
mortalidade. Procuramos também verificar, em relagldo aos
dados obtidos, se haviam diferengas entre as linhagens,
entre machos e fTémeas de uma mesma linhagem e entre as cepas
de Trypanosoma cruzi utilizadas. Em algumas linhagens de
camupndongos, examinamns, diariamente, esfregagos de sangue
corado, acompanhando as alteragies da série vermelha.

Em todas as expetri@éncias, salvo se expecificado no
texto, utilizamos lotes de 10 animais, 5 machos 2 5 fémeas,
de cada linhagem estudada e, diariamente, realizamos os
hematocritos destes animais.

O0s resultados destas observaghes, s¥o sumarizados a

seguir.



1. Comparagido entre Hematocritos

Comparamos o0s resultados dos hematocritos das
diversas linhagens de camundongos estudadas, infectadas com

diferentes inoculops das cepas Y ou CL do 7rypanosoma cruzi.

1.1, Camundongos CS7BL/10 — cepa Y

Neste item, comparamos os hematocritos de
camundongos C57BL/10, machos e fémeas, infectados com
diferentes intculos da cepa Y do Trypanosoma cruzi. 0Os
resultados s3o mostrados na Figura 19. Todos os  animais
estudadons, apresentaram uma diminuigado do percentual do
hematdcrito, logo no primeiro dia de infecgdo. Nos animals
infectados com 10.000 tripomastigotas este decrescimo
persistiu até o oitavo dia, gquando uma ligeira recuperacdEo
ocorreu, seguida por uma nova gQueda do percentual, que
atingiu o valor minimo (17.50%), com 22 dias de infecgao,
guando a curva do hemattcrito comegou a ascender. A taxa de
mortalidade neste grupo chegou a 704 ac fim da experiéncia.

80 grupo inoculado com 1.000 tripanosomas
apresentou uma curva em descenso, cujo valor minimo
(18.88%), ocorreu com 13 dias de infecgd3o. A partir de
ent¥o, 05 percentuais do hematdcrito ascenderam, chegando a
valores préximos dos normais. A mortalidade deste grupo feoi
de S0% ap cabo da experiéncia (Figura 19).

Os camundongos infectados com 100 parasitos,

mostraram uma curva de hematocrito semelhante aguela dos



animais infectados com 1.000 +tripomastigotas, embora de
cinetica ligeiramente diferente. Enquanto nagqueles, o valor
minimo (18.B8%), ocorreu com 13 dias de infecg3o, nestes,
este valor (22.204) otorreu com 15 dias e, a partir de
entdo, o percentual elevou—-se para valores proximps dos
normais. Nenhuma morte feoil observada neste grupo, até o fim
da experiéncia.

Em todas as experiéncias realizadas para
acompanhar o hematdcrito dos animais infectados,
consideramps comp  valores normais, aqueles obtidos dos
camundongos de cada linhagem, no dia "zero" da infecgo.
Neste grupo, acompanhamos o hematécrito de camundongos
normais durante 30 dias, prazo preée-estabelecido para a
duragao de cada experiéncia. Estes resultados foram
incluidos na Figura 19, onde pode ser abservado gue uma
ligeira queda na curva do hematocrito, tambem ocorre, a
partir do primeiro dia.

Entretanto, embora os valores percentuais do
hematoécrito destes animais permanegam em niveis menores cue
os iniciliails, nao bouve uma redusdo drastica, nestes
valores, em nenhum momento da experiéncia, como foi sempre
observado nos animais infectados. WNestes ultimos, embora
pequenas, e possivel verificar diferengas dose dependente,
nas curvas de hematdcrito e de mortalidade. Com © inoculo
de 10.000 tripomastigotas, 707 de mortalidade, hematdcrito
descendente ateé o dia 22 e valor minimo de 17.50%; com
1.000 +tripanosomas, mortalidade de 20%, hematécrito
descendente até o dia 13 e valor minimo de 18.88%; com 100
parasitos, cinética diferente dos demais, valor minimo de

22.20%, com 15 dias e nenhuma mortalidade duranmte o ensaio.
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FIGURA 19, Hematdcrite e Mortalidade de Camundongos

Ce7B1/10, infectados com diferentes inédculos do
Trypanosoma cruzi, cepa Y. Hematocrito: 10.000 ( )
1.000 (__ _ _ )3 100 {....})3 nao infectado (———).

Mortalidade: 10.000 (-...=); 1.000 (xxxx)3; 100 (oocoo}}; n3o
infectado (-.-.—-). n = 10 por grupo, no inicio do ensaijo.



MZo obstante a gqueda nos wvalores do hematécrito
dos animais normais, comparando-se os percentuais minimos de
cada curva, observamos diferengas significativas (P<0.05),
entre o resultado dos animais normais e agueles dos animais
infectadeos com o0s diferentes inoculos da cepa Y do
Trypanosoma cruzi, mostrando, aparentemente, um mecanismo de
causa & efeito entre Doenga de Chagas e percentual de

hematéerito.

1.2. Camundongos (C37BL/10OxCBA)F1 - cepa Y

Camundongos hibridos de gerag3o F1, obtidos pelo
truzamento das linhagens CS57BL/10 e CBA, foram comparados
nos valores dos seus hematderitos ® nas suas  taxas de
mortalidade. A Figura 20 apresenta os resultades cobtidos com
indculos de 10.000 e 1.000 tripomastigotas.

Nenhuma diferenga significativa foi observada nas
curvas do hematdcrito ouw de mortalidade destes dois grupos,
gue apresentaram 20% de mortalidade ao fim da experi®ncia o
cuirrvas de hematdcrito de padr3c semelhante, no decorrer de
todae experiéncia, com valores mininos de 22.90% e 2%.350%,
para os animais infectados, respectivamente, com 10.00¢ e

1.000 tripomastigotas.
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FIGURA 20. Hematdcrito e Mortalidade de Camundongos
Hibridos (C57Bl1/10xCBA}F1L, infectados com diferentes
indculos do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Hematobcrito:
10.000 ( Ys 1.00C (———-). Mortalidade: 10.000 (—...—-);
1.000 (....}. n = 10 por grupo, no inicio da experiéncia.



1.3. Camundongos (C37BL/1CxBALB/c)}F1 — Cepas Y ou

CL

Comparamnos 05 resultados obtidos numa mesma
linhagem de camundeongos, infectada com um mesmo indculo das
cepas ¥ ou CL do Trypanosoma cruzi. Us resultados observados
nas camundongos hipridos (CS7BL/10xBALB/c)FL, inoculados tom
100.000 tripomastigotas, s&0 exibidos na Figura 21%.

As curvas do hematocrito comegaram a decrescer no
primeiro dia da infecgdo, nos dois grupos, que apresentaram
hematécritos de padrdes diferentes, no decorrer do ensaio.
Os animais inoculados com a cepa ¥, mostraram um valor
minimo de 32,70%, com 13 dias de experieéncia, enguanto os
camundongos infectados com a cepa CL, apresentavam 22.50%,
com 19 dias de infecgdon. Entretanto, nc  trecho final da
curva, os hematocritos dos animais sobreviventes, dos dois
grupos, mostravam resultados semelhantes.

2] mortalidade dos dois grupos foi
significantemente diferente, tantoc na cinética da curva,
como na taxa final de mortalidade. Engquanto bos camundongos
infectados com a cepa Y, apresentavam apenas 10% de
mortalidade, sobrevindo a morte no fim da experimentas o,
aqueles inoculados com a cepa CL mostravam 70% de otbitos, ao

término da experiéncia, com a primeira morte sabrevindo com

15 dias de infecg3o. 0Os animais sobreviventes dos dois
grupos, apresentavam hematédcrito normal e parasitemia
negativa, quando faoram sactificados 50 dias depois

(resultados ndo mostrados).
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FIGURA 21. Hematdgrito e Mortalidade de Camundongos
Hibridos (CS57B1/10xBALB/C)F1, infectados com 100.000
tripomastigotas das cepas ¥ ou CL do Trypanosoma cruzi.
Hematécrito: cepa Y ( )3y cepa CL (-—--). Mortalidade:
cepa ¥ (—...—) tepa CL (....).

n = 10 por grupo, ne inicioc da experiéncia.



l.4. Diferentes Linhagens de Camundongos - cepa Y

Comparamos os hematocritos e as taxas de
mortalidade de diferentes linhagens de camundongos,
infectadas com um mesmo inoculo da cepa Y do Trypanosoma
cruzi. Os resultados obtidos com as  limbagens C357BL/10,
CBA e hibridos (CS7BL/10xCBA}F1l, infectadas com 10.000
tripomastigotas, s&o mostrados na Figura 22.

Os camundongos CBA, apresentaram uma curva de
padr3o descendente, desde o primeiro dia, com o percentual
minimo do hematocrito cheganmndo a 15.00%, com 13 dias de
infecgdo, quando a curva comegou a apresentar um  padr3o
ascendente. Entretanto, a mortalidade sobreveio nesta fase,
e atingiu 100% com 18 dias de experiéncia.

A linhagem CS7BL/10, apresentou curva de padr3o
descendente ate o pitavo dia, quando um ligeiro aumento no
percentual do hematécrito ocorreu, sequilindo-se um  Nnovo
decréscimo deste percentual, gue atingiu um wvalor mipnimo
{17.50%), com 22 dias de infecg3do, quando a curva comegou a
ascender. A mortalidade deste grupo foi alta, chepando a
70%, no fim da experi@ncia.

Os camundongos hibridos (CS57BL/710xCBAR)F1, também
apresentaram curva descendente, com valor minimo de
hematocrito (22.%90%4), ocorrendo com 11 dias de infecgdo,
guando a curva comegou a ascender e 0s percentuais do
hematocrito mantiveram-se relativamente estaveis, atée o fim
da experiéncia. A mortalidade do grupo foi baixa, atingindo
apenas 20% ao término da experimentaglo.

Dos trés grupos apresentados agqui, os hibridos



{C57BL/10xCBAYF1 apresentaram a menor taxa de mortalidade,
bem como curva de hematocrito com melhor recuperagdo da
anemia inicial.

Comparamos também os percentuais do hematdcrito e
a taxa de mortalidade, obtidops com os camundongos C57BL/10 e
hibridos (C57BL/10xCBA}FL, inoculados com 1.000
tripomastigotas e estes resultados s¥o mostrados na Figura
23. As curvas dos hematodcritos dos dois grupos, mostraram
padrfes semelhantes, no decorrer da experiéncia. Os
camundongos C57BL./10, apresentaram o indice minimo (18.88%)
com 13 dias de infecg3p e os hibridos (C37BL/10xCBA)YFLI, um
percentual minimo, ligeiramente superior ({(23.50%), com 193
dias de experimentagdo.

A taxa de mortalidade, nous dois grupos, foi
distinta, embora n3do apresentasse diferengas significativas.
Nos camundongos hibridos (CS7BL/10xCBA)YF1, foi de 20%,
erngquanto na linhagem CS5S7BL/10 chegava a 30X no termino da
experiéncia.

Embora as diferengas, tanto no hematocrito como na
taxa de mortalidade n3n fossem significatiwvas, os hibridos
(CS7BL/10xCBAYFL  apresentaram uma conduta superior no

decurso da infecgo.

1.5. Diferentes Linbhagens de Camundongos — cepa CL

Canfrontamos os hematocritos e as taxas de

mortalidade dos camundongos CBA, C57BL/10 =]
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FIGURA 22. Hematocrito e Mortalidade de Camundongos CBA,
CS7B1/710 e hibridos (C57Bl/10OxCBAJF1, infectados com 10.000
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Hematocrito:
CBa Y3 C57Bl/10 (~——=); (CS57B1/10xCBA)F1 {ocooo) .,
Mortal idade: CBA {(-...~)3 C57B1/10 (....); (C57Bl/10xCBA)F1
( _}. n = 10 por grupo, no inicipo da experiencia.
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FIGBURA 23. Hematdcrito e Mortalidade de Camundongos
CS7B1/10 e hibridos (C57B1/10xCBA)F1l, infectados com 1.000
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Hematécrito:
CS7B1/10 ( }s (C57B1/710xCBAR)FL  (----), Mortalidade:
C37B1/10 (=...~); (C57B1/10xCBAYF1 (....).
n = 10 por grupo, no inicio da experiéncia.



hibridos (CS7BL/10xBALB/cIf1, inoculados com 100.000
tripomastigotas da ¢epa CL, deo Trypanosoma cruzi. Us
resul tados destas observagdes sdp fornecidos nae Figura 24.

Os camundongos CBA, apresentaram no decorrer da
experiéncia, uma Ccurva sSempre descendente, com valor minimo
de hematocrito ocorrendo com 16 dias de infecg3io {(10.00%).
A taxa de mortalidade destes animais, atingiu 100% ja com
18 dias de experiéncia, iniciando-se na fase em que o©s
animais apresentavam profunda anemia.

Nos animais da linhagem C57BL/10, a curva foi
descendente até b tguinto dia, quando tornou—-se ascendente
até o oitavo dia. A partir de entdo, os valores do
hematdcrito mantiveram—se em descensn, atingindo o valor
minimo (18.00%), com 18 dias de experiéncia. A taxa de
mortalidade deo grupo atingiu 100%, com o primeiro obito
ocorrendo com 14 dias de infecgdo.

Os camundongos hibridos {CO7BL/10x8AL B/CcF1,
mastraram uma rurva de hematocrito descendente, de padr3o
semelhante aquela des camundongos CS7BL/10, embora com
valores ligeiramente superiores. 0 percentual minimo deste
grupo {(22.30%), ocorreu com 19 dias de infecgdo. A partir
de ent¥o, os valores do hematocrito deste grupo tornaram-—-se
ascendentes, chegando a valores proximos dos normais, ao
cabo da experiéncia. & taxa de mortalidade destes hibridos,
chegou a 70%, ao fim do ensaic, c¢om o primeiro obito
ocorrendo caom 16 dias de experimentagio.

Comparando—se os trés grupos no decorrer da
Experiencia, verifica-se um comportamento superior dos

hibridos, em relagido as duas linhagens testadas.



Com referéncia aos valores minimos dos hematocritos, que
definem o maior grau de anemia, 0OS camundongos CBA
apresentaram 10.00%, os £57BL/10, iB8.00% e os hibridos
(CS7BL/710xBALB/c)F1  mostraram 22.50%, recuperando-se a
partir de ent3o, apresentando valores proximos dos nOrmalrs,
ap térming da experiéncia.

A4 taxa de mortalidade dos camundongos EBA e
CS7BL/10, foi de 100%, mas de cingtica diferente; enguanto
nos primeiros este indice foi atingido com 18 dias, nestes
tiltimos, 56 ocorreu com 28 dias de infecgdo. 05 camundongos
hibridos, foram ©os unicos a apresentarem sobreviventes
{30%}, que perduraram ate g0 dias, guando foram
gacrificrados. 0O exame semanal destes superstites, mostrou
ausencia de parasitos circulantes e hematodcrito normal, 44
dias apos 0 inicio da experiencia (resultados N0

mostrados) .
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1.6. Alteragdes da Serie Vermelha

Para verificar as possiveis alteragles da série
vermelha, no decorrer da Doenga de Chagas Experimental,
fizemns diariamente esfregagos de sangue de camundongos
infectados com as cepas Y ou Cl do Trypanosoma cruzi.
Utilizamos nestes ensaios, camundongos Swiss, BALB/c e
C37BL/10, infectados, o©os dois primeiros com 104,000
tripomastigotas e os C57BL/10, com 10.000 +tripomastigotas
da cepa Y e, camundongos BALB/c e C37BL/10 infectados com
100.000 +tripomastigotas, da cepa CL. Cada grupo era
constituido por 10 animais, 3 maches e 3 fémeas.

Todas as trés linhagens ensaiadas, tanto machos
como fémeas, apresentaram graves alteragles hematolégicas.
Nos animais inpculados com a cepa Y, estas alteraghes
comegaram a ocorrer a partir do terceiro ou quarte dias de
infecgdo e caracterizavam—se por discreta policromasia. Nos
animais infectados com a cepa CL, as alteragbes comegaram a
ser detectadas entre o qguarto e (] sexto dias e
caracterizavam—se também, por policromasia discreta. A
partir de ent3no e até a morte dos animais, o quadro
hematologico se complicou, caracterizando-se pelo
surgimento de policromasia acentuada, hipocromia,
anigsppecilocitose, presenga de corpusculos de Jolly e de
pontilhado basofilo e 0o aparecimento de eritroblastos no
percurso lamimar.

N&o foram observadas diferengas significativas
entre as trés linhagens testadas, que apresentaram taxa de

mortalidade de 100% antes do tErming da experiéncia,



em virtude dos elevados indculos wutilizados nos ensaios.
Entretanto, nos camundongos C57BL/10, as alteragties
hematoldgicas ocorreram um pouco mais tardiamente.

As cepas ¥ e CL provocaram o aparecimento de
quadro hematolbgico ideéntico, surgindo as alteragfes
observadas, mais prematuramente nos animais inoculados com a
cepa Y, provavelmente, devido a caracteristica da cepa, que
em camundongos apresenta curva de parasistemia com pico
inicial mais precoce que a cepa CL. Estas observaghes sao

mostradas nas Figuras 25 a 33.

FIGURA 25. Amostra de Sangue de Camundongo BALB/c, nao

infectado. Aumento: 800 x.

UNICAMP
BIBLIGTECA CENTRAL




FIGURA 26. Esfregago de Sangue de Camundongo BALB/c,
infectado com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa CL, 4 dias ap6s inoculagXo. Presenga de
discreta policromasia. Aumento: 800 x.

FIGURA 27. Esfregago de Sangue de Camundongo BALB/c,
infectado com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa CL, 8 dias apo6ts inoculagd¥o. Presenga de
acentuada policromasia. Aumento: 800 x



FIGURA 28. Esfregago de Sangue de Camundongo BALB/c,
infectado com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa CL, 11 dias apbs inoculagdo. FPresenga de
acentuada policromasia, hipocromia, pontilhado basofilo e
corpusculos de Jolly. Aumento: 800 x.

FIGURA 29. Esfregago de Sangue de Camundongo BALB/c,
infectado com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa CL, 14 dias ap6bs inoculagdo. Presenga de
acentuada policromasia, anisopecilocitose, pontilhado
bastfilo e corpusculos de Jolly. Aumento: 800 x.



FIGURA 30. Esfregago de Sangue de Camundongo C357BL/10,
infectado com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa CL, 20 dias apbs inoculagdo. Presenga de
acentuada policromasia, hipocromia e anisopecilocitose
evidente. Aumento: 800 x.

»

k] s
FIGURA 31. Esfregago de Sangue de Camundongo C57BL/10,

infectado com 10.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa Y, 21 dias apos inoculag&¥o. Presenga de
acentuada policromasia, anisopecilocitose, pontilhado
bastfilo, corpusculos de Jolly, hipocromia e

eritroblasto no percurso laminar. Aumento: B0Ox.
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de Camundongo C57BL/10,

FIGURA 32. Esfregago de Sangue
infectado com 10.000 tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa Y, 22 dias apbs inoculagdo. Presenga de

hipocromia, pontilhados

policromasia,

bastfilos, corpusculos de
eritoblastos no percurso laminar.

e

acentuada
Jolly, anisopecilocitose

Aumento: 800 x.

de Camundongo C37BL/10,
do Trypanosoma
Presenga de
hipocromia e

FIGURA 33. Esfregago de Sangue

10.000 tripomastigotas
cruzi, cepa Y, 29 dias apbs inoculagdo.
acentuada policromasia, anisopecilocitose,
corpusculos de Jolly. Aumento: 800 x.

infectado com



V. Observagies Esplénicas

1. OUbservagbes Macroscbpicas

Fara este ensaio, um grupo de 20 camundongos

Co7BL./10, todos machos, com %90 dias de idade, foram

inoculados com 100.000 +tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, cepa Y. A intervalos regulares, 2 animais
aleatoriamente escolhidos, foram sacrificados apbs

determinagdc do hematodcrito e da parasitemia. O0s bagos
destes animais foram retirados, fixados em formol e

2 examinados macroscopicamente.

A parasitemia e o hematdcrito deste grupo,
apresentaram os padrbfies anteriormente descritos neste
trabalho. 0 exame macroscoHpicno dos bagos, mostrou
esplenomegalia evidente, a partir do qQuinto dia de

inoculag¥o, que comegou & regredir com 21 dias de infecg3o.
A presenga de nodulos linf4dticos evidentes, foi verificada

a partir do oitavo dia de infec4t3¥o (Figuras 34 e 33).

2. UObservagties MicroscoOpicas

Nestas observagdes foram utilizados 52 camundon-—~
gos C57BL/10, 26 machos e 26 fé@meas, com idade wvariando
entre 2 e 3 meses. A intervalos pre-determinados, lotes de
4 camundongos de ambos os sex0os, escolhidos aleatoriamente,
foram sacrificados e SEUs bagos examinados

histologicamente.
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FIGURA 34. Aspecto macroscopico de bagos de
camundongos C57BL/10, infectados com 100.000
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y.
Da esquerda para a direita: normal, 3, 5, 8, 11,
14, 17, 21, 24, 27 e 30 dias apos infecgao.

FIGURA 35. Aspecto macroscopico de bago de
camundongo CS57BL/10, infectado com 100.000
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y,
mostrando nédulos linfaticos evidentes.



Us camundongos normais, mostraram bagos de tamanho
padr¥o, apresentando nédulos linfaticos bem delimitados pela
polpa vermelha (Figura 36). Apés 3I dias de infecg3o, os
nodulps apresentaram—se aumentados devido a proliferagdo da
coroa perinodular, havendo perfeita disting3o entre as
polpas branca e vermelbha (Figura 37).

As observaglies feitas com & e 7 dias apds a
inpculagdo, mostraram acentuada hipertrofia dos nodulos
linfaticos, havendo ainda nitida delimitagdo entre as polpas
branca e vermelha (Figura 33).

Os exames realizados nos cortes histolégicos dos
animais sacrificados com 9 dias de infecgdo, revelaram uma
sensivel mudanga na organizagdo do oOrg¥%o. A polpa branca
perde os seus contornos, anteriormente t&o nitidos, e parece
espalhar—-se por todo o &rg3o (Figura 39).

Com 12 dias de infecg3o, o bago mostra—-se
completamente diferente do seu padr&o organizativo, com toda
a polpa vermelha invadida pela polpa branca (Figura 40).

As nbservaglies das preparagles, 14 dias apts a
inocul ag ¥o, mostraram (] bago ainda desorganizado.
Entretanto, verifica-se em diversos pontos do 6rg3o acumulo
de células que aparentam migrar para determinados setores do
bago (Figura 41).

Com 16 dias de infecg2o, a aparencia do Org¥o
sugere uma reorganizaglio das polpas branca e vermelha., 0O
acumulo de ceélulas gue com 14 dias era discreto, mesta face
€@ bem evidente, sugerindo a formag3o de novos noedulos

linfaticos (Figura 42).



Com 19 dias de infeccgdo, 0o orgdo torna a
desorganizar-se, ndo havendo delimitag&o entre a polpa
branca e a vermelha (Figura 43). Entretanto, todos os
animais sobreviventes atée ent3o, morreram no vigesimo dia,
ndo sendo possivel acompanhar e evolugdo esplénica até o

surgimento da fase cr@nica.

FIGURA 36. Aspecto histoldgico de bago normal de

camundongo C57BL/10. Aumento: B8O0x.



FIGURA 37. Aspecto histolbdgico de bago de camundongo
C57BL/10, 3 dias apos a infecg®o com 100.000 tripomasti-
gotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Aumento: 80 x.

FIGURA 38. Aspecto histolbgico de bago de camundongo
C57BL/10, 6 dias apos a infecg&o com 100.000 tripomasti-
gotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Aumento: 80 x.



FIGURA 39. Aspecto histolédgico de bago de camundongo
C57BL/10, 9 dias ap6s a infecgdo com 100.000 tripomasti-
gotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Aumento: 80 x.

FIGURA 40. Aspecto histoldgico de bago de camundongo
C57BL/10, 12 dias apts a infecg¥o com 100.000 tripomas-—
tigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Aumento: 80 x.



FIGURA 41. Aspecto histoldgico de bago de camundongo
C57BL/10, 14 dias apts a infecgdo com 100.000 tripomas-—
gotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Aumento: 80 x.

FIGURA 42. Aspecto histolégico de bago de camundongo
C57BL/10, 16 dias apos a infecgdo com 100.000 tripomas-—
tigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Aumento: 80 x.



FIGURA 43. Aspecto histoldgico de bago de camundongo
C57BL/10, 19 dias apds a infecgdo com 100.000 tripomas-—
tigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Aumento: 80 x.

Em virtude dos resultados obtidos com esfregagos

de sangue corados e com preparagBes histolégicas de bago,

resolvemos repetir estas esperiéncias, com algumas
modificag®es. Para isto, foram wutilizados 32 camundongos
C37BL/10 (16 machos e 16 fémeas), com idade variando entre 2

e 3 meses, que foram inoculados com 100.000 tripomastigotas
do Trypanosoma cruzi, cepa Y. Diariamente foram realizados
esfregagos de sangue destes animais, que desta vez, foram
corados com um corante supra-vital: o Azul de Cresil

Brilhante.



Os resultados obtidos com estas coloragbes s3o
mostrados nas Figuras 44 a 48. Nos animais normais (Figura
44), a contagem diferencial de reticuldcitos apresentou 1 a
3% destas células. Com 3 dias de infecg&o, o numerp médio de
reticuldcitos nas preparasgfes coradas, elevou-se para cerca
de 107 (Figura 4S5), surgindo também no percurso laminar,
células com corpisculos de Jolly. No gquintoc dia aptbs a
inoculagdo, este numero chegou a cerca de 30% (Figura 46),
caindo para 10% no sexto dia (Figura 47) e voltando aos
valores normais gdeste ent3os. A partir da segunda semana de
infecgao, DS animais voltaram a apresentar Crise
reticulocitéria, com percentuais de cerca de 30% de
reticuldcitos, nas preparagfes realizadas com 16 dias de

infecg3o (Figura 48).



FIGURA 44. Esfregago de Sangue de Camundongo CS57BL/10,
ndo infectado (1 a 3% de reticultcitos). Aumento: 800 x.

FIGURA 45. Esfregago de
3 dias apos a infecgdo com 100.000 tripomastigotas do

Sangue de Camundongo CS57BL/10,

Trypanosoma cruzi, cepa Y (cerca de 10% de

reticuldcitos e presenga de células com corpusculos de
Jolly). Aumento: 800 x.



FIGURA 46. Esfregago de Sangue de Camundongo CS57BL/10,
S dias ap6s a infecgdo com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepa Y (cerca de 307% de
reticuldcitos). Aumento: BOO0 x.

FIGURA 47. Esfregago de Sangue de Camundongo C357BL/10,
6 dias aptds a infecgdo com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepsa Y (cerca de 10% de
reticulécitos). Aumento: 800 x.



FIGURA 48. Esfregago

de

Sangue de Camundongo CS57BL/10,

16 dias apods a infecg&o com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cCruzi, cepa Y (cerca de 30% de
reticulécitos). Aumento: 800 x.

Os mesmos animais wusados para a feitura dos

esfregagcos de sangue,
as observagfes citoldgicas
sacrificados por
processados pela teécnica
mostrados nas Figuras 49 a

A Figuras 49
camundongo n&o infectado,
normal, constituido na sua
com algumas formas

neutrofilos e eosintfilos.

descritos acima,

exanguinagdo,

intermediarias e

foram utilizados para

dos bagos. Os camundongos foram

seus bagos retirados e

de imprint. Os resultados sao

58.

mostra o imprint de Dbago de

apresentando padr3o citologico

maioria por linfdcitos maduros,

alguns granuloécitos



No terceiro dia de infecsdo, comega a alterar—se
o padr3o citoldgico dos bagos (Figura 50). Observa-se uma
discreta infiltrag3o granuloeritroblastica, mas predominando
o contedde linfocitario. A partir de entlo, as estruturas
linfoides foram gradativamente substituidas por formas
mieldtides granulociticas e eritrobléasticas (Figura 51, 5
dias de infecgio).

Mo sexto e sétimo dias apts a inoculag3o, a
metaplasia mieloide se acentua e observa-se um  desvio da
curva para a esquerda, ou seja: ha predomind8ncia de formas
intermediarias, principalmente granulociticas neutrofilicas
(Figura 352).

As observagbes feitas com 9 dias de infecg3o,
mostraram aumento da metaplasia mieldide, que era
constituida, principalmente, por granuldcitos intermediarios
e eritreoblastos, notando-se, inclusive, a presenga de
precursor granulocitico em processo de mitose (Figura 53).

Com 12 dias de infecg3o, a metaplasia mielobide
continua evidente, com aumento do namern de eritroblastos
{Figuras 54, 5% e 56), observando—se a presenga de precursor
neutrofilico (Figura 54) e de megacaridcito (Figura 56).

Com 14 dias de infecgd3o, os bagos continuam
apresentando estrutura mieldide, mostrando infiltragado
evidente de precursores granulociticos {Figura 57).

Dezesselis dias apts a inoculagdo, observa—~-se
acentuada presenga de granulocitos intermediarios e
indiferenciados, além de grande guantidade de eritroblastos

(Figura 28}.



FIGURA 49. Imprint de Bago de Camundongo CS57BL/10, n3o
infectado. Padrdo citoldgico linfoide normal. Presenga
de linfdcitos maduros, algumas formas intermediarias e

alguns granuldcitos neutrofilos e eosindfilos. Aumento:
800 x.

FIGURA 50. Imprint de Bago de Camundongo CS57BL/10, 3
dias apts a infecgd3o com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepa Y. Presenga de discreta
infiltragdo granuloeritrobléastica. Aumento: BOO x.



FIGURA 51. Imprint de Bago de Camundongo C57BL/10, 5
dias aptds a infecgdo com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepa Y Presenga de formas
mieldides granulociticas e eritroblésticas. Aumento:
800 x.

FIGURA 52. Imprint de Bago de Camundongo C537BL/10, &
dias apds a infecg3¥o com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepa Y. Presenga de acentuada
metaplasia mieldide, com predominancia de formas inter-—
mediarias, principalemnte neutrofilicas. Aumento: BOO x.



FIGURA 53. Imprint de Bago de Camundongo C57BL/10, 9
dias apts a infecg3o com 100.000 tripomastigotas do

Trypanosoma cruzi, cepa Y. Acentuada metaplasia
mielvide, com predomin@ncia de granulécitos intermedia-
rios e eritroblastos. Presenga de precursor granulociti-
co em processo de mitose. Aumento: 800 x.

FIGURA 54. Imprint de Bago de Camundongo cs57BL/10, 12
dias aptbs a infecgdo com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepa Y. Acentuada metaplasia mieloi-
de, com grande aumento do numero de eritroblastos.
Presenga de precursor neutrofilico em processo de
mitose. Aumento: 800 x.



FIGURA 55. Imprint de Bago de Camundongo C57BL/10, 12
dias apts a infecgdo com 100.000 tripomastigotas do

Trypanosoma cruzi, cepa Y. Acentuada metaplasia

mieloide, com aumento exacerbado do numero de
eritroblastos. Aumento: 800 x.

FIGURA S&6. Imprint de Bago de Camundongo C57BL/10, 12
dias apvs a infecgdo com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepa Y. Acentuada metaplasia mieloi-
de, com grande aumento do numero de eritroblastos.
Presenga de megacaritcito no percurso laminar. Aumento:

800 x.



FIGURA S57. Imprint de Bago de Camundongo CS57BL/10, 14
dias apds a infecgdo com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepsa Y. Acentuada metaplasia
mielvide, com infiltragd&o evidente de precursores
granulociticos. Aumento: 800 x.

FIGURA 58. Imprint de Bago de Camundongo C357BL/10, 16
dias apds a infecgd¥o com 100.000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepa Y. Acentuada metaplasia mieloi-
de, com grande numero de granulbcitos intermediarios e
indiferenciados e de eritroblastos. Aumento: 800 x.



Vi. Observagtes Medulares

Camundongos CBA, com idade variando entre dois e
trés meses, inoculados com 100,000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepa Y, foram utilizados nestes estudos.
Os resultados sao mostrados nas Figuras 59 a &4.

Os animais nao infectados, apresentaram a medula
Ossea com padrdo mieldide narmal, constituido pela linhagem
eritrocitica, apresentando Varios graus de maturidade e,
leucopoese, mostrando todas as formas maturativas,
predominando as intermediarias e maduras e a presenga normal
de um baixo numero de linfocitos (Figura 59 e &0} e
megacariocitos, alguns com fungao Plagquetogénica e outros
com maturag3o intermediaria (Figura &0).

0 exame das medulas osseas dos camundongos
infectados n¥o revelou & presenga de qualguer forma do
tripanosoma, até o setimo dia apés a inoculagdo. A partir do
oitavo dia de infecg3o, foram observadas formas semelhantes
a amastigotas nas células misltides destes animais,
Inicialmente, discreto, o numero de celulas parasitadas foi
aumentando gradativamente com o decorrer da infecg3o,

Com oito dias de infecg3e, observamos formas
semel hantes a amastigotas extracelulares (Figura bl).
Nove dias apts a inoculagXo, verificamos formas semel hantes
a amastigotas intracelulares, em granulodcitos maduros e
intermedidrios (Figura &2).

As observagles realizadas onze dias apos a

inoculag3o, mostram grande guantidade de formas semelhantes



a amastigotas dentro de precursores granulociticos e de
macréafago (Figura &43), circundadado por estruturas
granulociticas, ainda mais jovens.

Ainda com onze dias de infecg 3o, observamos
macrofago, fagocitando varias formas semelhantes a
amastigotas. Ao redor do macréfago, pode ser observado
granulocitos com formas semelhantes a amastigotas presentes

no citoplasma (Figura 64).



FIGURA 59. Medula Ossea de Camundongo CBA, n3o infectado.
Padrdo mielodide normal, constituido pelas séries
eritrocitica e granulocitica. Aumento: BOO x.

FIGURA 60. Medula Ossea de Camundongo CBA, n3o infectado.
Padr¥o mielodide normal, constituido pelas séries
eritrocitica, granulocitica e megacariocitica. FPresenga
de um pequeno linfocito. Aumento: B0O x.



FIGURA 61. Medula Ossea de Camundongo CBA, B8 dias apbs a
infecgdo com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma cruzi,
cepa Y. Presenga extracelular de estruturas semelhantes a
amastigotas. Aumento: BO0O0 x.

FIGURA 62. Medula Ossea de Camundongo CBA, 8 dias apbs a
infecg3do com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma cruzi,
cepa Y. Presenga de estruturas semelhantes a amastigotas
em granuldcitos maduros e intermediarios. Aumento: 800 x.



FIGURA 63. Medula Ossea de Camundongo CBA, 10 dias apb6ts a
infecgdo com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma cruzi,
cepa Y. Presenga de estruturas semelhantes a amastigotas
em precursores granulociticos e em macrofagos. Aumento:
800 x.

FIGURA 64. Medula Ossea de Camundongo CBA, 11 dias apbs a
infecgdo com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma cruzi,
cepa Y. Presenga de estruturas semelhantes a amastigotas
em macrofago e em granuldcitos. Aumento: BOO x.



Discussdo

0 efeito de diferentes intculos de tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi foi estudado em diferentes linhagens de
camundongos iseogenicos ou nd3o e em camundongos bhibridos da
geragdo Fl. Foram empregadas nestas experiencias, duas das
mais representativas cepas de Trypanosoma cruzi: a cepa Y
(PEREIRA DA SILLVA & NUSSENIWEIG, 1933) e a cepa CL (BRENER &
CHIARI, 1963).

Estas cepas, pelas suas caracteristicas biolbgicas,
morfolégicas, parasitoldgicas, bioquimicas e imunologicas,
foram consideradas representantes "tipos® dos “grupos
polares”, termps introduzidos por  BRENER (1977), para
designar cepas com caracteristicas bem distintas.

Mestas experiéncias foram observados D periodo
pré—-patente, o indice parasitémico, a taxa de mortalidade,
algumas alteragities hematoldgicas e esplénicas e Observagao
da medula dssea.

0 periodo pré-patente em todas as linhagens de
camundongos estudadas, mostrou—se dose dependente, para a
cepa Y. Podemos, entretanto, pbservar com esta cepa, um

periodo minime de 3 dias para o aparecimento dos primeiros



parasitos circulantes, quando a dose maxima (100.000
tripomastigotas/indculo) foi empregada @ um periodo mAxXimo
de B dias gquando a dose minima (100 tripomastigotas/indéculo)
foi utilizada,

Com a cepa CL, foi dificil a determinag3o exata de um
periodo pre-patente, em guaisquer das doses utilizadas, uma
vez gue parasitoé circulantes foram observados logo no
primeiro dia apobos a infecgao. Este fato ocorre,
provavelmente, devido as caracteristicas intrinsecas da
cepa, que apresenta predomindncia de formas largas. BERTELLI
& BRENER (1980), mostraram gue estas formas s3oc pouco aptas
para infectarem células de cultura de tecido.

In vivo, PIZZI (1963) e BRENER (1%96%), relataram que em
camundongos, as formas tripomastigotas delgadas desaparecem
rapidamente, engquanto as formas largas permanecem na
circulag3do por alguns dias, fato, alias, utilizado por
RIBEIRO e colaboradores (198&4), para o isolamento destas
formas, utilizando camundongos como filtros biplbgicos.

Podemos, portanto inferir, pelas nossas observagiies
corroboradas por aguelas dos autores acima citados, gque o
periodo pre~patente em camundongos experimentalmente
infectados, e determinado pelo intculo utilizado e pela cepa
de Trypanosoma cruzi empregada, pouca importd8ncia parecendo
ter a linhagem de camundongo ensaiada na determinaglio deste
periodo.

0 1indice parasit@émico mostrpu-se como consequBncis
direta do indculo injetado, para gquaisquer das cepas de
Trypanosoma cruzi empregadas, embora diferengas na
parasitemia possam ser observadas entre as duas cepas

testadas.



Entretanto, diferentemente do periodo pre-patente, a
linhagem do camundongo determina a durag3do e a intensidade
da parasitemia.

Com a cepa Y, usualmente ocorre uma parasitemia de
rapida ascendeéncia, seguida por uma queda brusca do  indice
parasitémico. 0 padrido da curva a partir de entio, depende
da dose testada e da linhagem de camundongos empregada.

Nos camundongos C57BL/10, apds o pico de parasitemia
maxima, ocorre uma diminuigio no nivel de parasitos
circulantes, gue peermanece baixo durante toda a experiéncia.
YVale assinalar, gue mesmo com parasitemias insipientes nesta
fagse, a morte sobrevém para agueles animais inoculados com
as doses mais elevadas.

Com os animais da linhagem CBA, exceg3do feita agueles
inoculados com a dose minima (100 tripomastiqotas/indculaol),
uma nmnova onda parasitémica surge, levando a morte todos os
animais dos grupos inoculados com as doses mais elevadas,
resultados muito semelhantes, em intensidade e duragdo da
parasitemia, bem comp da taxa de mortalidade, agueles
obtidogs com os camundongos BALB/c e Swiss.

Moz camundongos hibridos (CS57BL/10 x  BALB/c)F1 e
(CS7BL/10 x CBA)F1, embora as curvas de parasitemia
apresentem os mesmobs padries, o indice parasitémico &
significantemente menor gque agueles das demais linbhagens
{P<0.05). Estes animais, controlam a onda parasitémica,
mantem—se com baixos niveis de parasitos circulantes, mesmo
guando inoculadeos com a maior dose testada (100.00Q

tripomastigotas/intbculo).



Comparando as curvas de parasitemia das linhagens de
camundongos & hibridos estudados com a cepa Y do
Trvpanosoma cruzi, tomando como par8metro as maiores doses
testadas, observamos os menores Indices de parasitemia nos
hibridos (C57BL/1Q « BALB/c)F1 e (C537BL/10 b CBA)F1
seguidos, em intensidade de parasitemia, pela linbhagem
CS7BL/10.

N&o observamos diferengas entre os camundongos CBA,
BALB/c e Swiss, que apresentaram parasitemias elevadas,
embora estes ultimos mostrassem o pico de parasitemia de
maior intensidade.

Esta caracteristica dos camundongos Swiss, unida a sua
rusticidade, tornaram—-nos o animails de escolha para a
manutengdo das cepas de Trypanosoma cruzi camumente
utilizadas. Os resultados obtidos neste trabalho, mostram
comportamento semelhante nos camundongos Swiss, BALB/c e CBA
infectados com a8 cepa Y do Trypanosoma cruzi. Sendo esies
tltimos, camundongos isogénicos, poderiam, eventualmente,
substituir os camundongos Swiss, na manutengdo da cepa Y do
Trypanosoma cruzi, com a vantagem de apresentarem maior
hompgeneidade nas respostas.

A taxa de mortalidade destes animais, quando examinada
em relagao as doses mais elevadas, mostra infecgdo de
decurso fatal para os camundongos BALB/e, CBA e Swiss, Jja
cam 15 dias de infecgl3o. Os hibridos (C57BL/10 X CBAIFL e
(CS7BL/10 x BALB/c)F1l, apresentam baixa mortalidade 2 passam
para a fase cronica.

CORSINE e colaboradores {1980), estudando a

suscetibilidade de camundongos LsoQ@nicos &4 cepa Y do



Trypanosoma Cruzi, utilizando Como inoculo 100
tripomastigotas, rrelataram que os camundongos CBA s3o
suscetiveis, os C37BL/10 moderadamente resistentes e os
hibridos (E37BL/10 x CBA)F1l resistentes, recomendando estes
dltimos, como modelo para estudos experimentails da doenga de
Chagas, uma vez gue nestes animais, as fases aguda € crdnica
est¥o bem caracterizadas. Nossos resultados, encontram—se em
consonancia com agueles destes autores.

No nosso trabalho, usamos alem dos hibridos
(C37BL./10 x CBAF1L, os hibridos {C37BL/1C = BALB/c}F1i,
aparentemente ainda ndo utilizados na doenga de Chagas
experimental. Utilizamos também, doses elevadas como
inaculo.

Os camundongos hibridos (CS7BL/10 ® BALB/c)F1, que
receberam 160 .000 ou 10.000 tripomastigotas/indculo,
apresentaram no decurso da infecg 3o baixos indices
parasitémicos e uma taxa de mortalidade muito baixa, a
maioria passando para a fase crfnica .

Uils resultados obtidos neste trabsalbo, recomendam estes
animais como modelop experimental para o estudo da fase
cronica da doenga de Chagas experimental, causada por altos
inotculos do Tryvpanosoma cruzi, cepa Y.

Para a realizagd3o destas experiéncias, utilizamos
camundongos com idade variande entre 2 e 3 meses. Preferimos
este parametro, ao peso, comumente utilizado, uma vez que as
diferentes linhagens por nos utilizadas, apresentam
caracterigticas distintas entre si.

Assim, enquanto camundongos BALB/c apresentam um peso

meédio de 28 e 30 gramas para feémeas e mac hos,



respectivamente, com 36 semanas {cerca de < meses ),
camundongos CBA atingem, respectivamente, para machos e
fémeas, 34 & 29 gramas com 16 semanas (POILEY, 1972). Os
camundongos Swiss, por nos utilizados, apresentam ﬁm peso
médio de 28 gramas com apenas B semanas de idade.

Em uma experiéncia utilizando camundongos Swiss, machos
e femeas, com 1 mes {20-25 g) e 2 meses (25-30 g) de idade,
inoculados com 100,000 tripomastigotas, observamos a
importancia deste par@metro na evolugo da doenga de Chagas
experimental. Enquanto os primeiros apresentaram infecgdio
com altos niveis parasit@micos e mortalidade de todos os
animais 11 dias apds a inoculago, os seqQundos, embora
apresentassem infecg3o de decurso fatal, tal se deu 17 dias
apds a inotulagio e a parasitemia apresentada foi
significantemente menor gue aquela dos animais de 4 semanas
(Figura 8).

Estas observagdes sugerem, que a maturidade do animal
determina a evolug3o da doenga, sendo este parametro mais
seguro que o pesh, Aotadamente guando se compara animais de
giferentes linhagens.

A comparagdo entre machos e fémeas das diversas
linhagens ensaiadas com a cepa Y do Trypanosoma cruzi nao
mostrou diferenga significativa entre os dois sexos, nem no
indice parasitémico, nem na taxa de mortalidade.

No trabalho piloneiro de HAUSCHKA (1947), a hipbdbtese de
uma maior resisténcia das fémeas fol aventada; entretanto,
PEREIRA DA SILVA & NUSSENZWEIG (1933), nmo primeiro trabalho
sobre a cepa Y, n3o encontraram diferengas significativas

entre machos e fémeas, resultados semelhantes aos nossos.



Com a cepa CL, n¥o ocorre um padr3o parasit@mico bem
definido como aquele comum a ©epa Y. Usualmente a
parasitemia permanece em ascend@ncia durante o decorrer da
experiéncia, apresentando picos e guedas aleatoriamente.

Comparando as parasitemias das linhagens CBA, BALB/c,
Swiss, CS57BL/10 e hibridos {C37BL/10 » BALB/c)F1l, inoculadas
com a malior dose testada (100.0Q0 tripomastigotas),
observames niveis altissimos de parasitos circulantes nos
camundongos Swiss e CBA ¢ niveis relativamente altos nas
demais linhagens estudadas. Os camundongos CS37BLALO e
hibridops (CS57BL/10 x BALB/c)F1, apresentaram entre todos, os
menares indices parasit@micos (Figura 9).

A taxa de mortalidade deste animais foi de 1004 para
todas as linhagens testadas, com excegdo dos hibridos
(CS7BL./10 »x BALB/c)FLl. Nenhuma diferenga foi observada entre
05 camundongos CBA, Swiss e BALB/c, que mostraram—-se muito
susceptiveis ac inéculo testado. A linhagem CS7BiL/10, apesar
de apresentar infecg3o fatal, mostrou—-se mais resistente que
as linhagens citadas. Dos hibridos, 30% conseguiram passar a
fase cronica, mostrando—se bs menos susceptiveis dos amnimais
analizados (Figura 10).

Apesar da alta taxa de mortalidade dos hibridos
testados, alguns supérstites passam a4 fase cronica, podendo
ser utilizados para o estudo desta fase na doenga de Chagas
experimental, obtida por indgulos elevados desta cepa.

As cepas Y e CL s3o consideradas altamente virulentas
para os animals experimentails (PEREIRA DA SILVA &
NUSSENZWEIG, 1953; BRENER & CHIARI, 19463; SCHLEMPER, Jr. e

colaboradores, 1986). 0Os padrbes parasitémicos e as taxas de



mortalidade destas cepas, observados neste trabalho, de uma
maneira geral {resguardando—se as diferengas de doses e de
linbhagens de camundongos utilizadas), estdo de acordo com
agueles descritos por seus descobridores (PEREIRA DA SILVA &
NUSSENZWEIG, 1953; BRENER & CHIARI, 1963) & por trabalhos
posteriores de diversos autores (BRENER, 1945; BRENER, 196%9;
HOWELLS & CHIARI, 19753 CORSINI e e¢olaboradores, 19803
SCHLEMPER, Jr. e colaboradores, 1786).

A grande wviruléncia destas cepas, parece esta
relacionada com os padries parasit@micos gue elas
individualmente apresentam.

A cepa Y, compnsta predominantemente de formas delgadas
{BRENER & CHIARI, 1963), penetram mais facilmente nos
tecidos (PIZZI1, 19633 BRENER, 1969) e desta forma, mesmo em
doses elevadas, desaparecem da circulagdo, mositrando um
periodo pré—-patente minimo de 3 dias, guando a onda
parasitémica surge, formando picos caracteristicamente
elevados gue sdo seguidos por gquedas bruscas da parasitemia.

Este decréscimo subito do nivel parasitémico pode ser
explicado tanto pela destruig3p dos parasitos pela defesa
inespécifica {fagocitose} e especifica (anticorpo,
complemento & fagocitose especifica), como pela penetragdo
de novas ceélulas dp hospedeiro, pelos parasitos circulantes
ou, pelos dois mecanismos conjuntamente.

A cepa Y & considerada  macrofagotropice (MELLD &
BRENER, 1978). Esta observagldc tem gerado controvéersias
quanto a8 importancia deste fato. KIERSZIENBAUM e
colaboradores (1974), inoculando formas sanguineas do

Trypanosoma cruzi; intraperitonealmente, em camundongos,



observaram uma crescente destruig¥o dos parasitos
fagocitados, tanto pelos macrdfagos retirados da cavidade
peritoneal a intervalos regulares, Como por agueles

retirados logo no inicio da infecg3o e mantidos in vitro.

DVORAK & GCHMUNIS (1972), demonstraram que
tripomastigotas obtides de cultura de tecido, n3g =1
multiplicam, nem sobrevivem in vitro, em macrédfagos

peritoneais obtides de animais normais. Estes resultados
sugerem que os macrofagos (tamto de animais infectados com o
Trypanosaoma cruzi, como de animais neormais) estdo envolvidos
na resisténcia & doenga de Chagas experimental.

Por outro lado, HOFF (19735) e NOGUEIRA & COHN (1976),
cultivaram tripomastigotas em macrofagos normais, em
condigiies semelbantes as descritas acima. Além disso, as
observagies classicas da literatura, consideram o sistema
mononuclear fagocitario, particularmente adequado ao
parasitismo pelc Trypanosoma cruzi.

Deste modo, apresentandoc a cepa VY predominancia de
Tormas que penetram facilmente nos tecidos, a infecgado tende
a se perpetuar, caracterizando a grande patogenicidade desta
cepa.

A cepa CL, apresenta uma parasitemia de padrio
ascendente, caracterizada pela presenga de parasitos
circulantes desde o praimeiro dia da infecgdo.

Este fato ocorre, provavelmente, devido a predomindncia
de formas largas, nesta cepa (BRENER & CHIARI, 19463; BRENER,
1949). As formas largas, s3o pouco aptas para penetrarem nos
tecidos (BERTELLI & BRENER, 1980; RIBEIRO e colaboradores,

19863 PINTO & colaboradores, 1286) e desta maneira, uma
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parcela destas formas permanece circulando, enguanto a
percentagem de formas delgadas e demais formas largas
promovem a infecgdo tecidual.

Duas das cararteristicas marcantes destas formas sio a
sua resisténcia 4 lise mediada pelo complemento (KRETTLI &
NUSSENZWEIG, 1977) e o baixo indice de fagocitose que elas
induzem em macrofagoes, in vitro (ALCANTARA & BRENER, 1978).

Portamto, provavelmente guando surgem os parasitos da
infecgao tecidual, estes se somem as formas largas
circulantes. A percentagem de formas delgadas desta onda
parasiteémica sera destruida e/ou  infectara novas ceéelulas,
enquanto o niamero de formas largas na circulagido tendera a
aumentar. Esta hipotese explicaria os indices parasitémicos
crescentes, por nos obtidos, bem como as observaglies de
BRENER (1965), gque encontrou em suas experiéncias,
percentagens superiores a 0% de formas largas, no estadio
tardio da fase aguda da doenga de Chagas experimental.

Comparando o comportamento das duas cepas de
Trypanosoma cruzi estudadas, verificamos gque apesar das

diferengas na morfologia, no periodo pré-patente 2 no indice

parasitémico, a taxa de mortalidade de ambas =¥ ful
semelhantes. 0 periodo pré—-patente, o pico de max ima
parasitemia e o i1nicio da mortalidade, OCorrem mais
precocemente com a cepa Y. Entretanto, as duas 53D
extremamente letais para os animais experimentados, E

excegdo dos hibridos, levando a morte os animails infectados

ainda na fase aguda da doenga.
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As observaglies hematologicas realizadas neste trabalho,
mostraram profundas alteragfies na série vermelha dos animais
experimentais. UOs resultados dos hematocritos de todas ag
linhagens testadas, inoculadas com as cepas Y ou CL do
Trypanosoma cruzi, indicaram o surgimento de uma anemia
severa no decorrer da experiéncia.

Os niveis dos hematocritos comegam a cair ja no
primeiro dia de infecgldo e continuam em descengo, usualmente
durante duas semanas, gquando uma recuperagdo da anemia tende
a ncorrer.

Nps animais normais, ocorre também uma gqueda no nivel
do hematdcritn a partir do segundo dia do exame,
permanecendo este nivel abaixo do normal, embora
significantemente mais elevado gue o dos animais infectados
(cf. Figura 17).

Esta gueda no nivel dos hematécritos dos animais
normais, pode ser explicada pelo stress, infecglies devido a
quebra da barreira mecanica da pele, perda continuada de
sangue ou a jung¥o de todos estes fatobres. Entretanto; n¥o
ha em nenhum momento da experiéncia, uma queda t3o brusca
como aquelas observadas nos animais infectados, tanto com  a
cepa Y como com a cepa CL.

N¥o obstante a gueda nos valores do hematdcrito dos
animais normais, comparando-se o0s percentuais minimos de
cada curva, observamos diferengas significativas (p<0.0%5),
entre o resultado dos animais normais e agueles dos animais
infectados com oz diferentes indculos da cepa Y do
Trypanosoma cruzi, mostrando, aparentemente, um mecanismo
de causa & efeito entre Doenga de Chagas e percentual de

hematocrito.
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N&o foram observadas diferengas significativas entre
machos e feémeas de qualgquer linphagem, infectados com
qualquer inoculo de ambas as cepas testadas, bem como também
n¥o se verificou diferengas nos niveis dos hematocritos de
animais de mesma linhagem, inoculados com a mesma dose da
cepa Y ou CL.

A comparagdo de diferentes linhagens inoculadas com uma
mesma dose da cepa ¥ do Trypanosoma cruzi, embora N30
apresente diferengas significativas, mostra os camundongos
hibridos com uma taxa de hematécrito ligeiramente superior,
e melhor recuperagdo da anemia inicial (Figura 22).

Com as linhagens CBA, hibridos (CS57BL/10 x BALB/c)IF1 e
C57BL/10, infectadas com a dose maxima (100.000
tripomastigotas) da cepa CL (Figura 24), observamos uma
profunda anemia aproximadamente com 2 semanas apos a
inoculagdo, notadamente nos camundongos CBA. 0s camundongos
hibridos (C37BL/10 x BALB/c)F1 apresentaram a menor gqueda no
percentual do hematbdcrito e ne tergo final da infecgdo,
mostravam resultades proximos dos niveis normais.,

Embora n¥o houvessem diferengas bem delimitadas nos
resultados dos hematécocritos das diversas linhagens,
incculadas com a cepa Y ou CL, podemos observar uma
superioridade dos hibridos sobre as demais linbagens, tambeéem
neste parametro.

Os nossos resultados mostram que durante a infecg¥o com
indculos elevados das cepas Y ou CL do Trypanosoma cruzi,
ocorre uma grave alteragio bematoldgica nos animais
experimentais, que se caracteriza pelo aparecimento de uma

anemia profunda.
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REPKA e colaboradores (19895, trabalhando com
camundongos Swiss infectados com uma dose letal 50%  (cerca
de 200 parasitos) da cepa Y do Trypanosoma cruzi,
descreveram nestes animais, uma discreta anemia que ocorria
entre a segunda g sexta semanas da infecglo.

Estes resultados diferem dos nossos, provavelmente
devido a diferengas nos intculos e mnas linbagens de
camundongos utilizadas.

Naguele trabalho, REPKA e colaboradores {(1989%), sugerem
como possivel mecanismo, para a anpemia observada, uma
destruig¥o aumentada das ceélulas vermelhas alteradas pela
adsorgdo de antigenos do parasito.

Os dados da literstura hematologica classica, mostram
gue varias alteragfies podem ocorrer nas células vermelhas,
durante um processo an@mico agudo. Observando esfregagos de
sangue de animais infectados com as cepas Y ou CL do
Trypanosoma cruzi, verificamos j& a partir do terceireo ou
quarto dias de infecg3o, © aparecimento de uma discreta
policromasia, gque se acentua ao redor do gquinto ao opitavo
dias (Figuras 2&6 g 27).

A policromasia & detectada pelo surgimento de hemacias
que, guando caoradas pelos corantes hematologicos habituais,
apresentam colorag3o azulada, indicando uma eritropoese
reacional da medula 6ssea, ou seja: had uma eritropoese fora
do ritmo mormal, cuja finalidade é& suprir a defici@&ncia de
hemacias circulsasntes.

Para dirimir davidas com relagio a palicromasia,
realizamos também coloraglies com o Azul de Cresil Brilhante,

um corante supra-vital, gque evidencia reticuldcitos. A
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contagem diferencial destas células, nos animais normais,
mostrouw 1% a 3% de reticuldécitos, resultados, alias, em
conson@8ncia com adueles descritos na literatura, para
camundongos normais (RUSSEL & FONDAL, 1951). No guinto dia
de infecg3o, a contagem diferencial mostrou, em camundongos
C57BL/10 infectados com 100,000 tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, cepa Y, taxas variando de 20 a 40%
(cf. Figuras 44 a 48), confirmando a presenga de acentuada
policromasia, Esta policromasia tende a diminuir na segunda
semana de infeccdo, chegando a niveis préximos dos normais,
quando os reticulécitos d¥o lugar a presenga de outras
celulas alteradas, contendo corptasculos de Jolly, pontilhado
basé6éfilo e, inclusive, precursores eritrocitarios (Figuras
28 a 33).

Na terceira semana de infecg¢lo, volta a Crise
reticulocitidria, com a taxa média de reticulocitos chegando
a 30% (Figura 48). Aparentemente, ocorre um ciclo bem
definido, dentro do Qqual células da série vermel ha,
alteradas na forma, no tamanho ou maturidade, s%o langadas
na circulagdo numa tentativa de controlar a anemia profunda
que ocorre durante o processo infecciosc. Inicialmente,
reticulocitos, depois células com corpusculos de Jdolly ou
pontilhado basofilo e por fim, o prdpric precursor, ou seja,
o eritroblasto.

Nas observagfes feitas em camundongos BALB/c,
infectados com 100.000 tripomastigotas da cepa CL,
verificamos, a partir do décimo primeiro dia de infecgdo,
graves alteragles na série vermelha (Figuras 28 e 29).

Constatamos nestes esfregagos, acentuada policromasia,
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hipocromia, pontilhados basé4dfilos, corpusculos de Jolly e
anisopecilocitose.

A bhipocromia & caracterizada pela deficiéncia de
hemoglobina nas hemédcias, gue aparecem nos esfregagos com a
sua cvoloragdo normal alterada. A deficiéncia de hemoglobina
leva & hipoxia tecidual, fato este, que leva & sintese de
eritropoetina gue estimula a eritropoese. Como consequ@ncia,
s¥o langadas na circulagd3o células 4que n3o completaram
totalmente a sua maturagio, inclusive precursores
eritrocitarios (eritroblastos},

A presenga de pontilhado basofiloe e corpusculos de
Jolly, observados nestes esfregagos, indicam claramente a
imaturidade destas ceélulas.

Na eritropoese normal, o8 eritroblastos realizam a
cariorrexis, transformando-se em hemacias gue s3o langadas
na circulagdo. Durante um processo anémico agudo, a
eritropoese torna-se desorganizada, nd3o ocorirendo a
detruigic total do nidcleo do eritroblasto e a hemacia dele
resultante, chega A& c¢irculagdo com restos nucleares
(corpisculos de Jolly) ou apresentando restos de &Acidos
nucleicos {pontilbhado basofilo).

Ainda em wvirtude desta eritropoese desorganizada,
hemacias alteradas na forma e no tamanho
(anisopecilocitose)}, chegam ap sangue circulante.

Resultados similares aos descritos acima, foram
observados com camundongos E57BlL./10 inoculados com 100.000
tripomastigotas da cepa CL (Figura 30) ou com 10.000
parasitos da cepa Y (Figuras 31 a 33). Neste grupo,
ocbservamos com 21 e 22 dias de infecg3o, a presenga de

eritroblastos no percurso laminar (Figuras 31 e 32).
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Estes resultados estdo de acordo com agqueles observados
nos hematoeritos, A presenga de uma anemia profunda &
detectada quer pela acentuada queda nos niveis dos
hematécritos, quer pela presenga de graves alteragbes na
serie vermelha, incluindo a presenca de precursores
eritrocitarios no percurseo laminar,

As pbservacbes agul relatadas, s3o caracteristicas de
quadro an&mico profundo. A hipocromia grave, pode levar &
morte pela hipoxia tecidual e a destruigdo sistematica dos
eritrocitos pode levar ao chogque hipovolémico, que tem como
consequencia, Qquase sempre a mprte.

As observagles esplénicas, todas realizadas em
camundongos C37BL/10, infectados com 100.000 tripomastigotas
do Trypanosoma cruzi, cepa Y, mostraram, ao exame
Macroscopico, esplenomegalia discreta a partir do terceiro
dia de infecg¥o, que se acentua a contar de entdo, atingindo
o maximo 11 dias apos a inoculagd¥o (Figura 34). A partir da
terceira semana de infecg3o, a esplenomegalia tende a
regredir, ndo atingindo, entretanto, o padr3o normal, ao fim
da experiéncia.

Os exames histoldgicos dos bagos dos animais
infectados, mostraram a partir do terceiro dia apos a
inoculag¥o, aumento dos nddulos linfaticos, que se tornam
hipertrofiados a partir do quinto dia de infecgdo (cf.
Figuras 36 a 43). Nas observagles feitas a partir do nono
dia, observa-se uma desorganizag3o dos bagos, n3o havendo
mais distingdo entre as polpas branca e vermelha (Figuras 39

a 43).
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Baseando-nos apenas nas observagfes histolbgicas,
supomos que o grande infiltrado celular observado nos bagos
dos animais chagasicos, a partir do nono dia de infecgdo,
fosse devideo a umsa grande proliferagdo linfoide,
consequéncia de poderoso estimulo antigénico, provocado
pela presenga e multiplicagdo do Trypanosoma cruzi, nestes
animais.,

Para verificar a natureza das ceélulas presentes nos
bagos dos animais thagasicns, repetimos a5 experiéncias e
examinamos, atraves de imprint, a populagid3o celular destes
Organs.

Constatamos, que a medida que a infecg¢Ho progride, a
paopulacdo linfoide vai sendo gradualmente substituida por
celulas mieldides. O gque ocorre, portanto, & uma metaplasia
mieléide, gue se inicia, discretamente, Jja a partir do
terceliro dia de infecgdo, onde ja& se pode observar uma
pequena infiltragilo de células granuloeritroblasticas
(Figura 49). A partir do sexto e setimo dias de infecglp, a
metaplasia mieldide se acentua e até a morte dos animsis,
podem ser oObservados, nestes basgos, quase todos os  tipos
celulares mieloides, ou seja: células das series
granulocitica, eritrocitica e magacariocitica (cf. Figuras
49 a 58).

Poartanto, O gque ocorre nestes camundongos, =) a
transformasdo, durante b periodo agudo da doenga de Chagas
experimental, da fungldo linfoide do bago em fungdo mieldide.

0 que poderia levar, o maior Org3o linfbdide, que
apresenta uma estrutura bem definida, com regifies

T-dependente & B-dependente, sede principal das respostas
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imunoldgicas, a, durante um processo infecciosc agudo e
grave, deixar de realizar SUAS funglies naturais e
primordiais, para funcionar como um 6rg3o de produgdo
mieldide?

Em roedores, o bage pode funcionar Como HOrgdo
homopoético (DUNN, 1954). A fung3do homopoética do baco, &
comum em recem—nascidos & em fémeas gravidas, mas n3o é
comum em adultos jovens, como os por nds usados (FOWLES &
NASH, 1968). Entretanto, alguns estimulos podem levar
adultpos Jjovens a eritropoese esplénica. Entre gstes,
incluem-se infecgles bacterianas, toxinas bacterianas e
reagdo de enxerto contra o hospedeiro (FRUHMQN; 1970). DOutro
mecanismo que leva a uma grande atividade homopoética do
bagw, & a anemia, especialmente a anemia hemolitica
congénita (AMBRUS e colaboradores, 1764). Portanto, podemos
conjecturar, que a anemia severa observada nos animais
chagasicos, seria responsavel pela metaplasia mielbdide.

A medida em que ha uma diminuigdo sistematica do numero
de eritrdcitos circulantes, por néds verificada através de
hematdcritos diadrios destes animais, a medula 4ssea, sede da
homopoese, procura suprir esta defici@ncia langando na
circulag¥o novas hemacias. 0O processo envolve a produs3do de
eritropoetina, gue estimula a eritropoese. E£m condigdes
normais, isto ocorre para manter o equilibrio entre o namereo
de hemacias naturalmente (e diariamente) descartadas pelo
organismo e aquelas gue as substituiri3o.

No caso da doenga de Chagas experimental, nas
condigfes por nos ensaiada e estudada, a destruigio

sistematica dos eritroacitos, leva a uma eritropoese
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reacional, cuja consequencia observamos e descrevemos neste
trabalho, qual seja: sdo langadas na circulacdo células
vermelhas imaturas, apresentando corpiusculos de Jolly ou
pontilhado basofilo, hemacias com contedado insipiente de
hemoglobina {hipocromia), celulas alteradas no tamanho e na
forma {anisopecilocitose). Em determinado momento da
infecgdo, o proprio precursor eritrocitico €& langado &
circulagzo sanguinea.

Pode—se deduzir, portanto, pela gravidade da situagdo,
que a medula éssea n3o consegue cumprir a contento  suas
fungfes, levando ©o bago a suptrir esta deficiéncia, em
detrimento da perda de sua fungdo linfdide, principal, com
consequ@ncias, provavelmente drasticas, para as respostas
imunologicas nNecessarias a saude do animal. Tambem =]
possivel deduzir, gue a homopoese torma—-se mails importante
que a linfopoese, nestas circunstlcias.

Parece—-nos claro, portanto, gque ocorre uma crise grave
na medula Gssea, durante a doenga de Chagas experimental,
nas condigBes por nos estudada. Trabalhando com base em
conjecturas, tentamos explicar esta crise, através de gquatro
hipOteses ndo excludentes.

Na primeira, a anemia profunda (gue para nos esta
relacionada com a crise esplénica dos animais chagésicos),
seria produzida perla destruigioc sistemdtica de hemacias
recobertas com antigennps do parasito, adsorvidos a sua
superficie (REPKA e wol., 1985} . Esta hipbtese &
interessante, poilis explicaria a homopoese reacional da
medula dssea, com ags consequéncias ja descritas agui.

Antigenos soluveis (ou n3o), adsorvidos &8s hemacias dos
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animais chagésicos, levariam & sintese de anticorpos
liticos, que juntamente com o concurso do complemento e da
fagacitose, permeada por componentes opsonizantes do
complemento, levariam 3 destruig3o metodica dos eritréacitos
2 4 sua ilagap: a homopoese reacional.

Entretanto, como se pode observar uma discreta
infiltrag¥o de células mieldides, no bago dos animais
chagasicos, ja no terceiro dia de infeccd3op, que se acentua
do quinto dia em diante, parece~nos qQue a crise medular
ocorre muito cedo, gquando o© nivel de anticorpos liticos
circulantes, contra os presumiveis antigenos do parasito
adsorvidos as hemadcias, ainda &, provavelmente, baixo.

Um outro mecanismo, dentro desta hipstese, pode ser
aventado. As hemacias alteradas pelos antigenos do parasito
poderiam, gragas &s caracteristicas fisicoguimicas destes
antigenos, ativar o complemento pela via alternativa e a
destruiglo dos eritrocitos, neste caso, pcorretria
precocemente, ja gue a agd¥o do complemento por esta via,
prescinde da presenga de anticorpos liticos.

A segunda hipdtese, refere-se a ag%o de neuraminidase
do Trypanosoma cruzi. Atualmente, vem sendo demonstrado que
as formas tripomastigotas do 7rypanosoma cruzi, apresentam
uma atividade de neuraminidase (PEREIRA, 1983; PEREIRA,
1983a; CSETE & colaboradores, 1985). A neuraminidase, & uma
glicpproteina gque remove residuos terminais de acido
sidlico, contidos em macromoléculas (GOTTSCHALK, 1972).

0O &cido sialico tem um papel critico mna regulagdo da
via alternativa do complemento, tendo sido demonstrado que

regula o numero de sitiovs de Czw, disponiveis para BiH.
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A defici@éncia de 4&cido sialico na superficie celular,
transforma a célula numa particula ativadora da via
alternativa do complementn (FEARON, 1978).

A agdo da neuraminidase do Trypanosoma cruzi, poderia
tornar os eritrécitos susceptiveis & lise pela via alternada
do complemento. Esta possibilidade, explicaria a destruigio
de eritrocitos P a consequente homopoese reacional, por nés
observada.

0 Aarido sialico €& de grande import@ncia para o
funcionamento normal de leuctcitos, plaguetas e eritrocitos.,
Plaguetas tratadas com neuraminidase, sd0 rapidamente
retiradas da circulag3o, pelo figado (CHOI e col., 1972).
lLinfocitos que sofrem a agdo da neuraminidase, apresentam um
padr3o de circulagd¥o anormal: eles se localizam no figado (e
14 s¥o retidos) ao invés de seus sitios normais, © bago e
linfonodos (WOODRUFF e col., 1977).

Com a idade, 0os eritrdcitos perdem seu contedado de
acido sialico de superficie. Este fen@meno, regula o tempo
de vida das hemacias, uma vez que, deficientes em Acido
sialico, elas s¥0 descartadas da circulagao peloc bago e
pelo figado. Eritraciteos tratados Com neuraminidase,
mimetizam eritrocidos envelhecidos e s3o rapidamente tirados
da circulagdo, pelo figade e pelo bago (JANCIK e col.,
1378).

Estes fendmenos poderiam, também, explicar os
resultados por nos obtidos, em camundongos c¢hagasicos. A
agdo da nedraminidase do Trypanosoma cruzi, s0obre
plaguetas, linfocitos e eritrocitos e sua retirada de

circulagao, criaria a necessidade de reposiclo destas
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celulas e, de acordo com a gravidade da situagdo, a crise
medular e esplénica, por nos observada, ocorreria como
consequencia.

Tem—se demonstrado, entretanto, que a atividade de
neuraminidase do Trypanosoma Ccruzi, ocorre por um curto
periodo de tempo e gQue, um fator sérico que blogueia esta
atividade, desenvolve-se g perdura por toda a infecgdo
chagadsica (De TITO & ARAUJO, 1987). Este fator bloqueador da
atividade de neuraminidase, inexiste antes da infecgdo e,
interessantemente, so aparece gquando sdo detectados
anticorpos para os antigenos do Trypanosoma cruzi (De TITTO
& ARAUIC, 1987).

0 rapido desenvolvimento de uma atividade serica, qgue
bloqueia a neuraminidase do Trypanosoma cruzi, sugere que,
Se a neuraminidase tem um papel importante no mecanismo de
invas¥%o das células do hospedeiro, isto deve ocorrer
somente, durante a fase inicial da infecg¥o (De TITTO &
ARAUJO, 1987). Esta hipotese, também limitaria a importancia
da neuraminidase no desenvolvimento das alteragtes
hematolégicas, ao estagio inicial da fase aguda da infecgldo
chagasica.

A terceira hipotese, por nos levantada, presume a
possibilidade de o Trypanosoma Cruzi, secretar ou excretar
substancia(s) com ag¥o téxica direta sobre a medula oOssea,
comprometendo, temporariamente, a homopoese . Tais
substancias, poderiam inclusive, exercer alguma agD
imunogenica.

Semelhantement®e a0 que ocorre no tétano, onde o]

Clostridium tetani, localizado num sitio qualguer do
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organismo, produz toxinas que atuam noutro (sistema nervoso
central), o Frypanosoma cruzi, localizado nos tecidos ou
circulande, poderia liberar substs8ncias que exerceriam sua
agao na medula Ossea.

Tal TFato ocorre, realmente, em algumas infec@ﬂes
bacterianas e virtdticas; & o case da hepatite infecciosa e
do tifo, onde produtos de virus e de bactérias exercem agdo
deletéria direta, mas reversivel, na medula Ossea.

Se tal fato ocorresse na doenga de Chagas experimental,
a destruigdo direta e reversivel de células da medula Gssea,
levaria, pela gravidade do momento, & transformagl3oc da
fungdo linfoide do bago, em fungdo mieldide, enguanto
durasse a crise ou até gque o organismo encontrasse meios de
superar a fase de crise medular.

Tal hipotese, produto apenas de conjecturas, pode
parecer fantasiosa; entretanto, n3o pode ser simplesmente
descartada, em virtude dos resultados aqui apresentados e dg
pouco conhecimento que, infelizmente, ainda & comum & doenga
de Chagas.

A quarta hipotese por nés arvorada, implica na
destruig3c das ceélulas da medula oOssea, pela ag3o da
multiplicacg®o dos tripanosomas, dentro das celulas
mieldides. A penetragdo de formas tripomastigotas e sua
transformagioc em amastigotas, gue se dividiriam dentro de
celulas da medula 4ssea, poderia explicar, pelo menos em
parte, a crise medular observada, que se traduz por uma
homopoese reacional, nao funcional e pela metaplasia

mieldide do bago.
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Testamos a terceira hipbtese em nossoc laboratorioco e
observamos, na medula Ossea, a presenca de estruturas
semelhantes a amastigotas (Cf. Figuras 59 a 64}).

Nas experi@ncias com medula oOssea de camundongos
infectados com a cepa Y do Trypanosoma cruzi, observamos
a presenga de estruturas semelhantes a amastigotas extra e
intracelulares no tecido mieldide destes animais. Estas
formas extracelulares foram vistas, sempre, circundadas por
uma estrutura hialina, de bordas bem delimitadas,
semelhantes a um grande vacudolo.

N&o sabemns se estas formas extracelulares est3o
realmente se multiplicandp fora do seio celular ou se se
trata de um artefato de técnica. Poderia ocorrer, durante o
processo de feitura dos esfregagos, o rompimento de ceéelulas
contendo formas intracitoplasmaticas, gue seriam liberadas,
dentro de vacliolos, nos espagos extracelulares.

Estas formas semelhantes a amastigotas, foram wvistas
intracitoplasmaticamente, em ce2lulas granulociticas
intermediarias @ maduras e mesmo em precursores destas
células e, em macrofagos medulares. N¥o sabemos, ainda, a
real import@mcia deste achado.

A presenga de amastigotas no tecido mieloide foi
observada ha muito tempo. TALIAFERRO & PIZZI em 1935, ja
descreveram este fato e mais recentemente, MELO & BRENER
(1978), também o mostraram. Neste ultimo trabalho, o numero
de amastigotas/100 campos microscoapicos {x 1000 de
magnificagao) foi, para a cepa Y, 962, 1.942 e 420,

respectivamente para sétimop, oitavo 2 pono dias.
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NMuma experiéncia feita por nods, camundongos CBaAa,
infectados com 100,000 tripomastigetas do Trypanosoma cruzi,
cepa Y, foram sacrificados, a medula dssea retirada e
inoculada em camundongos CBA, sadios. 0Os animais assim
inoculados, desenvolveram a infecgdo chagasica, com
parasitemias classicas da cepa e da linhagem de camundongos.

Embora fossem observadas estruturas semelhantes a
amastigotas, no tecido mieldide de animais chagéasicos, na3o
podemos afirmar gue tal fato leve & deleg3o temporaria da
medula ossea. Entretanto, e licito conjecturar que, umas
situagdo de anormalidade ocorre no tecido mieldide destes
animais infectados e, consequentemente, & licito supor, gue
um prego gqualguer & cobrado a saudude dos animais, nestas
circunstamncias.

A presenga de amastigotas nas células mieldides dos
animais chagasicos, poderia representar um motive {(mas ndo
obrigatoriamente o unico o©ou o principal) de destruigi3o
destas celulas, © que poderia provocar a eritropoese
Feacional, gue levaria, como ja visto, a metaplasia mieloide
do bago.

O nossos resultados nlo descartam nenhuma das

hipoteses aqui levantadas. Até a obtengd3p de resultados

definitivamente comprobatdrios, todas s3c passiveis de
jogarem um papel importante (talvez, quem sabe,
conjuntamente), nos fendmenos observados nas celulas

vermelhas e nos tecidos esplénico e mieldide.

Portanto, serda prematura gualguer conclusi3o gque leve a
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importante (indutor ou consequente), na patologia da
doenga de Chagas experimental.

0 desenvolvimento de um quadro an@mico profundo, ndo &
apanagio da doenga de Chagas. OQutros processos morbidos
podem provoca—-lo, tais como a anemia megaloblastica,
hemoglobinopatias, doengas hempliticas hereditédrias, certas
parasitoses (malaria, ancilostomose), anemias imunoldgicas,
neoplasias hematoldbgicas, etc.

Embora nao tenhamos condigles de propor com seguranga e
td¥o somente sugerir com parcimBnia, mecanismos para explicar
0 surgimento do guadro anemico, verificado na doenga de
Chagas experimental, nas condigles por nés estudada, nossos
resultados indicam gue este processo tem grande importancia
na definig¥p da patogenicidade desta doenga, na fase aguda
(guigad, na fase cronica), merecendo maiores e melhores

estudos gue este por nos intentado.
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Conc lusbes

1.-0 periodo pré—-patente na doenga de Chagas
experimental, ¢ dose-dependente para a cepa Y do
Trypanosoma cruzi, n¥o dependendo da linhagem de camundongo

usada nNos ensaios.

2.-0 indice parasit@émico em animais infectados com as
cepas Y ou CL do Trypanosoma cruzi, depende do indculo e da
linhagem de camundongo utilizada. Camundongos Swiss, BALB/cC
e CBnA, apresentam parasitemias elevadas, C57BL/10,
parasitemias intermediéarias e o0s hibridos {(CS7BL/1OxCBAR)F1L e

(E57BL/71O%BALB/Cc)F1, os menores indices parasiteémicos.

3.-A taxa de mortalidade de camundongos infectados com
as cepas Y ou CL do Trypanosoma cruzi, ¢ dependente do
indcule injetado e da linhagem de camundongo ensaiada. Os
camundongos Swiss, CBA e BALB/c s¥o muito suscetiveis, os
C57BL/10 s3&o moderadamente resistentes e 0s hibridos

{(C37BL/10OxCBA)F1 e (CS7BL/10OxBALB/c)Fl, os mais resistentes.
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4.-0s camundongos hibridos (C37BL/10xBAL.B/c)F1 e
{C57BL/10xCBA)F1, s¥o os animais de escolba para o estudo da
doenca de Chagas experimental cronica, obtida com inoculos

elevados do Trypanosoma cruzi, cepas Y ou CL.

5.-0 indice parasitémico e a taxa de mortalidade &
tanto maior quanto menor ¢ a idade dos animais. O parametro
idade & mais seguro que o parametro peso, npa estolha dos

animais experimentais.

65.—N%o existem diferengas significativas entre o
campor tamento de machos e femeas das linhagens BALB/c, CBA,
Swiss, C57BL/10 & hibridos (CS7BL/10xBALB/C)F1 e

(C57BL/10xCBA)F1, infectadas com diferentes 1ndculos das

cepas Y ou CL do Trypanosoma cruzi,

7 .-Camundongos Swiss, BALB/c e CH7BL/10, infectados com
indculos elevados (100.000 ou 10.000 +tripomastigotas), das
cepas Y ou CL do Trypanosoma cruzi, apresentam anemia
profunda, caracterizada por baixos percentuais de
hematécrito e presenga de télulas vermelhas alteradas, na

circulagao.

B.-Durante o processo anemico, podem ser observadas
policromasia, hipocromia, anisopecilocitose, celulas com
corpasctulos de Jolly, pontilhado bas4dfilo e eritroblastos,

no percurso laminar.

?.~N3o existem diferengas significativas entre machos



- 119 -

e fémeas, com relagdoc ac processo aneéminco apresentado

durante a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi.

10.-0s hibridos (CS7BL/10OxBALB/c)F1 & (CS57BL/10xCBA)F1,
apresentaram a menor queda no percentual do hematdcrito e a

melhor recuperag3o da anemia inicial.

1i.-Durante a doenga de (Chagas experimental, obtidas
por altos indculos da cepa Y do Trypanosoma cCruzi, ocorre
uma acentuada metaplasia mieldide nos bagos dos animais
experimentais. Celulas das series eritrocitica,
granulocitica e megacariocitica, apresentando diversos graus
de maturagdo, s¥o encontradas nos bagos dos animais

infectados.

12.-Camundongos CBA, infectados com 100.000
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y, mostraram
estruturas semelhantes a formas amastigotas extra =

intracelularmente na medula Ossea.

13.-Granulsdcitos intermediarios, maduros ou Seus
precurssres e macrafagos medulares, foram encontrados
albergando formas semelhantes a amastigotas, durante a fase

aguda da doenga de Chagas.

14 .-Medula bssea retirada de camundongos CBA,
infectados com 100.000 tripomastigotas do Trypanosovma cruzi,
cepa ¥, inoculadas intraperitonealmente, em camundongos CBA,
sadios, produziu pestes Gltimos amimais, infecgdo chagasica

com parasitemia classica da cepa e da linhagem testada.
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Resumo

0 periodo preée~patente, a parasitemia, a mortalidade e
alteragties hematoldgicas, esplénicas e medulares, foram
estudados em camundongos Swiss, n¥o isog@nicos e em
camundongos isog@nicos BALB/c, CBA, C57BL/10 @ em hibridos
(C37BL/10xBALB/c)F1 e (CS7BL/10xCBA)F1, infectados com
intculos variando de 100 a 100.000 tripomastigotas
sanguineas do Trypanosoma cruzi das cepas Y ou CL.

As diferengas no periodo pre~patente, mostraram—se comb
decorréncia direta do indculo e das cepas de Trypanosoma
cruzi empregadas, independente da linhagem dJe camundongo
utilizada.

Com relagdo as curvas parasitemicas, 0s animais puderam

ser divididos em treés grupos: Swiss, BALB/cC e cBA,
apresentando as maiores parasitemias, (0] hibridos,
apresentando as menores e 0s C37Bl1/s10, mostrando

parasitemias intermediirias entre os dois grupos acima.

{0 estudo comparativo das mortalidades, mostrou alta
suscetibilidade dos camundongos BALB/c, Swiss e £BA,
moderada tresisténcia dos CE57BlL./10 e uma resisténcia

relativamente alta dos hibridos (CS7BL/10xCBA)F1 e
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e {C37BL./10xBALB/C)FL, estes ultimos, aparentemente mais
resistentes, podendo servir como modelo para o estudo da
fase cronica da doenga de Chagas experimental, obtida com
altos indculos. A comparagdo entre a resisté@ncia de machos e
fémeas, n3o forneceu resultados conclusivos.

Graves alteragBes hematologicas foram observadas em
camundongos BALB/c, CS78BL/10 e Swiss, infectados com 100.000
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, cepas Y ou CiL.
Estas alteragles consistiam em gueda brusca e acentuada do
hematocrito, aparecimento, no detorrer da infecgao de
policromasia, hipocromia, anisopecilocitose, corpusculos de
Jdolly, pontilhado baséfilo e eritroblastos no percurso
laminar, caracterizando um quadro de anemia profunda.

Os exames histologicos dos bagos de camundongos
C37BL/10, infectados com 100.000 tripomastigotas do
Trypanpsoma cruzi, cepa Y, mostraram hipertreofia dos
nodulos linfaticos a partir do terceiro dia de infecgd¥o e
hipertrofia acentuada, no sétimo dia, contudo, com nitida
delimitagdo entre as polpas branca e vermelha. A partir do
nono dia de infecgdo, uma sensivel mudanga ocorre no 4rgdo,
Que perde a sua organizagdo taracteristica, nd3o bavendo mais
delimitagdo entre as polpas branca e vermelha.

Imprint dos bagos de animais infectados, mostraram o
surgimento de celulas mieldides a partir do terceiro dia de
infecg&o. Foram observados megacaritcitos, eritroblastos e
granulocitos apresentando varios graus de maturagio,
passando os bagos destes animais a apresentarem uma tipica

estrutura mieldide.
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0 exame da medula Ossea de camundongos (CBA, infectados
Com 100.000 tripomastigotas do 7Trypanosoma cruzi cepa Y,
revelou a presenga de formas semelhantes a amastigotas,
extra =] intracelularmente em granulocitos maduros,
intermediarios e seus precursores e em macrofagos. 0 numero
destas formas, a principio discreto, aumenta com o decorrer
da infecgi3o.

Medulas osseas retiradas de camundongos CBA, infectados
com 100.000 tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, cepa Y,
transferiram a infec¢3o chagasica, Quando inoculadas

intraperitonealmente em camundongos sadios.
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