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Sumdrio;

Foram estudadas respostas imunolégicas apresentadas por diferentes linhagens de
camundongos @ infecedo por estoques de Tripanosoma cruzi, cepa Y, mantidos em n
vitro (TC) ou in vive (TS). Foi observado que a manutencao do parasita em cultura
celular atenua a viruiéncia, refletida em menor mortalidade. As linhagens também
apreseniaram diferentes graus de resisténcia. Entretanio a linhagem BALB/cd, de
morialidade intermediaria & linhagem A/J e C57BI6/J, apresentou uma cinética
parasitémica maior, ¢ portanto a parasilemia nem sempre correlaciona com a taxa de
mortalidade. A imunizacdo com o TC seguide de desafio apds 72hs com o TS provocou
uma protecdo parcial a leialidade desse estoque. Andlises imunohistoquimicas na fase
precoce da infecedo demonstraram uma hiperirofia do linfonodo popliteo, do bago e das
respectivas dreas povoadas por linféeitos, entretanto sem diferenga entre localizagdo das
células T CD4 e T CD8. A andlise percentual mostrou que na fase inicial da infecedo
existe uma variacdo do niimero de linfocitos T CDA ¢ T CD8 dependente do estoque
utilizado, que pode refletir a protecdo induzida por TC, '




Summary:

Imune responses from differenis sirains of mice were studied (Ijzw infection by stocks of
Trypanosoma_cruzi, Y strain, with in vitro (TC) or in vive (TS) maintance. It was
observed that maintance of parasite in celullar culture reduces virulence, reflected by
smaller parasitemia. The strains of mice present differents leévels of resistance to
mortality. However, the BALB/cJ strain, of intermediated level of mortality between
AZd and C57BI6/J strains, presented greatest parasitemic kinectic, and therefore the
parasitemia may noi always correlacionale with mortality. The imunization with TC
following challenge 72hs after with TS partially protected the lethal action of this stock.
Imunohistoquimics analysis of early phase of infection demonstred hyperirofy in spleen,
poplite linphonode and respectives limphoeyte populated areas, however without
difference between T CD4 or T CD8 lymphocyte localization. The percentual analysis
showed that exist a variation of T CD4 and T CD8 lymphocyte subpopulations quaniity
in inittal phase of infection depended of stock utilizated, which may reflect the
protection induced by TC.




Ainda nfo consegui entender o 1:)():k(;11(3 da Doenca de
Chagas ainda existir, uma vez que o processo evolutivo implica em sobrevivéncia e
perpetuacdo, as quais estio intimamente reélacionadas com a copsciéneia no caso da
espécie Homo sapiens sapiens. 12 também curioso saber que a i{iél;?l lua ja faz parte da
Histdria do passado engquanto que a cura da Doenca de Chagas .mf:esi(iie no mais incerto
futuro. Nio sinto pena dos chagasicos mais que dos 1‘)(uasquisadore$ gque se prendem na
pratica tradicional das comunicacgdes cientificas, contribuindo ﬁ)am a permanéncia
dessas doengas e condenando a propria espécie. Por outro lado,jpode nesse contexto
residir um assombroso fendmeno evolutivo que estid longe de ser racionalmente

compreendido.
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fntroducao

No atual séeulo da ciéneia e tecnologia, a iiﬂ&)i(»)(l‘i‘,ua.]éi(ﬁl.%‘-l de volta-se para a
especializaciio, e com isgo estudos cada vez mais pormenorizados \é’em a tona, nos quais
a pesquisa passa a alimentar a si mesma, pouco voltando a sua é‘iplicabi[idade para a
populacio que a financia. Devido ao rumo veloz das descobertas e teorias, o aspecto
socio-politico-econémico-cientifico também necessita de um espm;é) especifico para que
a ciéncia nfo seja fragmentada em meros compartimentos ié(‘}ia.(if)s que acabam
distorcendo o seu real significado.

Este estudo aborda temas relativos a ]’munologiaj da atualidade, gue,
como outras ramificacdes cientificas. ¢ tendenciosa no sentido de pesquisar
especializados mecanismos de agéo, |

A nossa pesquisa esta centralizada no estudo da E&,so inicial da infeccéio
experimental com o 7. eruzi. Compartimentalizamos o sist.em}a imune em alguns
orgios, chamados linféides, ¢ discutimos possiveis relages dos mecanismo &
conhecidos, como, por exemplo, 0s processos de ativaciio e supr(}}sséjﬁ). Somado a esse
quadro, ousamos raciocinar que o estudo feito em roedores pode s§0r aproveitavel para

0 ser humano em se tratando dessa doenca.

Primeiramente faremos um relato de algumas pesquisas que visaram o

melhor entendimento do que é a Doenca de Chagas, uma vez que ela tém sido objeto

de fascinantes estudos e especulacdes, tanto em seu quadro politico-socio-econdmico

quanto no aspecto parasitologico ¢ evolutivo do agente causador, o T, eruzi.



DESDE CARLOS CHAGAS ATE HOJE

A infeccio pelo 7. cruzi em humanos é denominada Doenca de Chagas
em homenagem a Carlos Chagas, que isolou e caracterizou o i.nﬁasita em meados de
1907 (Chagas, 1981).

[ digno de ser lembrado os trabathos feitos por: Carlos Chagas, sob
orientacio de Oswaldo Cruz, quando foi convidado a verificar uma doenca que atacava
os trabalhadores e familiares responsaveis pela construcio da Kstrada de Ferro de
Minas Gerais caracterizada por febre, anemia, edema e problemas cardiacos (Chagas,
1909). Issa doenca, confundida com opilacdo endémica durante tanto tempo,
posteriormente recebeu o nome do pesguisador.

Ela ¢ uma doenca ainda sem cura, originalmenie uma infecciio de
mamiferos selvagens do continente Americano, tornando-se u méa, zoonose quando o
inseto vetor adaptou-se ao habitat humano devido a invasdo pelo homem no processo
de desmatamento e ocupaciio territorial, As residéncias sujas e pouco Hluminadas,
construidas de bambu e barro, com intimeras [restas e rachaduras nas paredes,
actmulos de entulhos nos cantos sfo locais propicios para a instalacio de triatomineos
do género Triatoma ¢ Panstrongylus (Zeleddn, 1974). Entéo ndio fica dificil responder o
por qué dela ocorrer principalmente em area rural e estar estritamente relacionada as
condigbes socio-econdmicas nas zonas endémicas, sendo um reflexo muito nitido da
diferenciaciio das classes sociais, seja pelo alcance educacional ou pela luta a
sobrevivéncia.

As doengas parasitarias como a malaria, a esquistossomose e a
tripanossomiase estdio entre as causas mais importantes de morbidade e mortalidade
nos paises em desenvolvimento (Zéledon, 1974). A infeccfio por 1. eruzi estende-se pela
América Ceniral e América do Sul, do Texas até a Argentina (Zéledon, 1974), e é
considerada um dos mais importantes problemas de satde pablica da América Latina
sendo estimado cerca de 16-18 milhes de pessoas infectadas na América do Sul e
Central, e outras 90 milhdes em risco de infeccio (Mon(:ayo-Medina, 1987, citado por

Powell ¢ Wassom, 1993).

o]



Essas doencas tropicais sdo um reflexo sé(‘;i()»ec(;;ném'ico por estarem
centralizadas nos paises em desenvolvimento nfo havendo aé“dis;.)()nibi}idade” de
capital necessério para se implantar programas adequados para erradicaciio dos
vetores, que, no caso da Doenca de Chagas, parece ser o passo crucial para o controle
da doenca.

Martins (1968) afirma que, “se, dada a sua grande disseminaciio na
natureza, nfo é possivel a erradicacio do agente etioldgico, ou dos vetores da doenca
de Chagas, a solucdo final do problema da endemia chagéasica S(—}‘,:.“{.‘E’}., evidentemente, a
erradicaciio da calfua. Ora, como a calfua, ou casa de pauv-a-pique, é uma consequéneia
das ‘vergonhosas condi¢des de existéneia que leva uma gmndd parte da populacio
rural dos paises latino americanos’, o problema da doenca de Chagas & muito mais
social que médico, e s6 serd resolvido em caréter definitivo através de uma
reformulacio adequada da estrutura rural obsoleta, ainda pmva}écen_m no Brasil e em
outras regides da América Latina” (citado por PessOa, 1982),

Jomo parece ndo haver interesse suficiente };)z.wfza um programa de
educagfo e controle sanitarios, erradicaciio de vetores e controieéE:}'ic;)l()gi(:o, devem ser
feitos esforcos na tentativa de compreender melhor a ]:mﬁoiogia das doencas

parasitarias e direcionar os estudos para o seu tratamento.

AS PESQUISAS REFERENTES AO T. cruzi

A transmissdio da Doenca de Chagas para o homs}zm é feita quando a
contaminacio fecal do barbeiro ocorre em picadas recentes (formando o chagoma), na
membrana mucosa (formando o sinal de Roména) ou na abms;ﬁo dérmica (Chagas,
1981). Além da vetorial existem outras formas de transmissio, ?(:omo a transmissfio
transplacentaria, a transmissfio pelo leite materno, pelo coilo, pelzi urina, por mgestio,
por transplante de 6rglos e a transmissido acidental do prof;(mdério (Teixeira, 1987;

Zéledon, 1974). Sdo freqiientes a transmissfio por transfusio de sangue, bem como por

(]



acidentes laboratoriais (Hudson, 1983: Teixeira, 1987; Pessba, 1982), demonstrande a
necessidade de maiores cuidados na manipulacio do material contaminado.

O inseto fransmissor de habito noturno é da subfamilia iriciominae,
familia reduvidae, em cujo intestino posterior o protozoario parasita se desenvolve e se
torna infectante. Sio conhecidos 112 espécies e subespécies de triatomineos, sendo que
64 espécies de triatomineos tém sido achados infectados naturalmente com T cruzi,
porém nfo mais que vinte eospéeies sdo  epi demzio}f}gieamerﬁte importantes na
transmissfo da deoenca para o homem (Zéledon, 1974). Seu principal transmissor no
Brasil, em particular nas regifes centro orviental e sul, ¢ o Triatoma infesians e o
Panstrongvlus megistus (Zeledén, 1974; Silva et al, 1979). Como hospedeiros temos
marsupiais, edentados, carnivoros, lagomorfos, roedores e primatas, além dos animais

domesticados (Teixeira, 1987).

Com relacdo ao ciclo do protozoario, o T. cruzi possui dois estagios
distintos nos hospedeiros vertebrados: um extracelular e outro intracelular (Zéledon,
1974; Pessoa, 1982; Teixeira, 1987, Andrade, 1991). Uma vez transmitido, os
parasitas, hemoflagelados fusiformes com uma membrana ondulante de 15 a 20
micras de comprimento (Pessba, 1982), cireulam mas nio se multiplicam na corrente
sanglinea, e sim penetram nas células apropriadas, como as células tissulares,
incluindo macrofagos, masculo estriado e liso, células de Schwan, fibroblastos, células
ghais, neurdnios (Kipinis et al, 1979; Chagas, 1981; Hontebeyrie-Joskowicz e
Minoprio, 1991). Nessas células eles irfio reverter em amastigotas, ¢ somente depois de
24h (Souza, 1979) se multiplicar progressivamente por fissfio binaria (Teixeira, 1987)
dividindo-se em 2 a cada 14 horas aproximadamente (Souza, 1979), podendo reverter
em tripomastigotas antes de romperem a célula hospedeira ou tornar latentes por
longo tempo (Teixeira, 1987). As formas amastigotas passam entfio a se alongar,
transformando-se em tripomastigotas, que destroem a célula e caem no espacgo
intercelular (Souza, 1979; Teixeira, 1987). A célula infectada por 1 parasita dard
origem a cerca de 400 novos protozodrios no final de 5 dias (Souza, 1979), O nimero de
parasitas civculantes aumenta rapidamente, a custa desses varios focos de
multiplicacio que, continua e cichicamente, se formam e se rompem (Pessda, 1982). A

alimentaciio desse sangue contaminado pelo barbeiro fecha o ciclo (Chagas, 1981).



A medida que a doenca progride no hospedeiro vertebrado, a
parasitemia diminui, mas a forma tissular persiste, provocando uma infeccio aguda
progressiva, uma infeccio latente de duracido indefinida ou uma laténeia seguida de
infecgiio cronica (Chagas, 1981).

Um fator intrigante na doenca de Chagas é o periodo assintomaético e :
variacio de seu tempo de duracio. 15 muito importanie ter em mente que o "fendmeno
iceberg" se aplica 2 doenca de Chagas, pois somente cerca de 1% dos infectados
apresentam sintomas clinicos suficientes para atrair a atencido de médicos ( Zeledén,
1974). Qual seria a biologia do protozoario que permite que ele nfio seja eliminado, na
maioria dos casos, e qual poderia ser o significado biologico desse periodo em que a

doenca parece latente?

Uma vez instalada no homem, a Doenca de Chagas apresenta duas
fases: fase aguda e fase cronica.

Na fase aguda da doenca (I a 6 meses de duracdo em humanos -
Teixeira, 1987 e 1 a 2 meses no camundongo - Koberle, 1968), é encontrado casos com
ou sem edema das palpebras (sinal de Romina); febre em geral constante nas
primeiras semanas e, paralelamente ao estado febril, a presenca de parasitas no
sangue periférico (parasitemia). Ocorre sua proliferacio em macréfagos, células
endoteliais e do musculo liso dos vasos sanguineos com posterior coldnias de
amastigotas intracelulares eventualmente nos musculos estriados, lisos ¢ sistema
reticuloendotelial; adenopatias das regides pré-auricular e retro auricular, submaxilar,
cervical e outras regides; dacrioadenites; conjuntivite; dilatacdo do  bacgo
{(esplenomegalia) e do figado (hepatomegalia); adinamia e perturbacdes nervosas de
natureza diversa; prostracio acentuada; delirio e sindrome meningeas;
meningecelalites; imunossupressio. O coraclio ¢ atingido desde o inicio da moléstia
surgindo taquicardia, diminuicdo da pressdo arterial e abafamento das bulhas
cardiacas. A doenca aguda é freqiientemente fatal em recém-nascidos ou criancas, mas
em adultos uma forma de doenca crdnica comumente segue 2 infecedo inicial (Kéberle,
1968; Zéledon, 1974; Chagas, 1981; Teixeira, 1987; Pessda, 1989; Andrade, 1991). O
convivio parasita-hospedeiro pode sofrer alguma perturbacio ainda nio esclarecida
que causa a ruplura dessa homeostase desencadeando numa fase crénica da doenca.
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Nem todos casos evoluem para o estado cronico. Cerca de 5% dos casos sintomaticos
morrem, sendo que apenas 25% dos casos da fase aguda sdo sintomaéaticos (Teixeira,
1987).

A fase crénica & caracterizada principalmente por perturbacdes
ardiacas (cardiopatia chagésica), Traduz-se este fendmeno por miocardite crbnica
progressiva e fibrosante com focos de destruicfio de fibras cardiacas, taguicardia,
hipotensfio, arritimias  extra-sistolicas, cardiomegalia, inéuﬁciéncia sardiaca
progressiva com dilataciio de todas as cimaras cardiacas, formacio de trombos e
fenémenos embdlicos. A insuficiéncia do ventriculo direito ocasiona os grandes edemas
e derrames cavilarios e congesto visceral, particularmente no figado. Aparecem
também nessa fase afecgbes do tubo digestivo, como megaesdfago e megacolon.
Ocorrem encefalomielite e presenca do parasila no sistema nervoso central, sobretudo
nas células microgliais e neuronais, diminuigdo das células ganglionares,
principalmente do sistema nervoso auténomo do coracdo e plexo mioentérico. Na
doenca crbnica, ninhos de parasitas podem ser encontrados, més ndo é freqiente a
parasitemia (Chagas, 1909; Koberle, 1968; Zéledon, 1974; Amorin, 1979; Teixeira,
1987; Andrade, 1991).

Pelo fato do periodo agudo poder ter um curso silencioso e os sintomas
poderem aparecer somente aps varios anos com uma duracio em média de 26,7 anos
antes do aparecimento da fase cronica (Teixeira, 1987), ¢ sendo que somente 30-40%
dos infectados desenvolvem a doenca (Andrade, 1979), talvez seja um pouco mais
compreensivel o por qué da doenca ainda ser subestimada e negligenciada como um

problema de satide phblica.

A descoberta da Doenga de Chagas foi facilitada por experimentos em
animais desde 1909, como o macaco e cobaias (Chagas, 1981). A possibilidade de
utilizaciio de animais experimentais tém possibilitado um 1)'r‘<)g'§cassc> mais rapido na
ciéneia, inclusive na Doenca de Chagas, e até hoje sio utilizados por reproduzirem
comparativamente a fisiologia do corpo humano.

Outro auxilio na pesquisa sfo as culturas celulares, gue nos permitem
estudar especificamente o comportamento de determinada populagéo celular escolhida,
além de servir como mimetizador fisiologico para manutencfio de parasitas. Isso
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possibilitow o desenvolvimento de meios especificos para mfmut(-zh(;éio do 1. cruzi e o
isolamento de suas varias cepas que diferem na viruléncia e patogenicidade (Brener ¢
Chiari, 1963; Brener, 1967; Meyer, 1978). Muitas cepas de tr.i._pémastigotas tém sido
mantidos em culturas de tecidos (Menezes, 1968; Basombrio e Bu%1:15<:hj.t:), 1989) ou em
camundongos (Krettli, 1979). Como exemplo das cepas mais estudadas temos a
Berenice, Tulabuén e a Y, isoladas de humanos com doenca crdnica, e a cepa CL

isolada de triatomineos (Krettli, 1979).

A evidente ineficacia da resposta Imune a muitos parasitas levam a
pensarmos de imecdiato que os parasitas bem sucedidos %50 em geral pobres
imundogenos. ntretanto os antigenos parasitarios sio f'axcessiwmﬁeni,e complexos ¢ as
respostas imunes contra eles formam complicados enigmas. Q ciclo biologico dos
protozoarios pode ser constituido de vérias formas, cada uma épossuim:lo diferentes
estruturas antigénicas que podem estar presenles simul.tm'z%ea‘mzmme dentro do
hospedeiro.

Pentre os varios mdétodos que séio empregadoé para obtencio de
antigenos do 7. cruzi com o intuito de detectar qual determinante antigénico poderia
ativar os diversos mecanismos imunoldgicos destacamos o cielo de congelamento e
descongelamento para ruptura de membrana (Scharfstein et al, 1986: Cazzulo et al,
1989), além outros métodos de lise (Rangel et al, 1981; F 'i$chei‘ et al, 1988), lasas
técnicas forneceram um repertério antigénico que vai desde fracdes de antigenos
soliveis, flagelares o do extrato de protozoario, até (:onsl;ituiintes polissacarides,
lipopeptidofosfoglican vesicular e glicoproteinas de membrana, serés do que cada fracéio é
utilizada em animais experimentais para estudo de seu e nvoiv.in%mnto com a resposta
imune. Varios antigenos ja foram isolados ¢ caracterizados, porém a importéncia de

cada um amda é discutida,



TENTATIVAS DE VACINACAO E MECANISMO INDUTORES DE PROTECAO

As vacinas sfio muito visadas na tentativa de (:0':}_1:%0]9 de qualguer que
seja a doenca pela sua praticidade e eficiéneia, e o estudo da Doenca de Chagas
também tém levantado esse aspecto.

Varias tentativas de vacinacio sio realizadas, especialmente utilizando
o T cruzi morto ou suas fraches, e também tripanossomas mantidos em cultura
celular, que ndo tém capacidade de matar o animal de infecgdo ( I‘ééxeim, 1983).

Na tentativa de estudar possibilidades de producfio de vacinas, foram
feitas investigacdes experimentais da imunizacio e da atividade da exoantigenos do 7.
cruzi com inoculacbes de plasma coletado de camundongos em fase aguda. Esses
exoantigenos presentes no plasma foram capazes de esl;imuiér 0 sistema imune
constatado pela protecfio contra mortalidade e reducio na parasitemia (Aratjo et al,
1978). Qutros experimentos datados desde as décadas de 19%5(} (Teixeira, 1987
demonstraram gue a administracfio de tripanossomas mantidos em cultura conferia
protecdo contra a forma virulenta obtida de sangue. A _}j)r'()te(:é(f: foi constatada pela
reduciio na parasitemia e reducdo da mortalidade. :

Verificou-ge, também, gque a imunizacio com i %:epa Corpus Christi
protege contra a infeccdo da cepa Brasil em seis linhagens de (:z-ihi undongos, DBASZ,
S8H/MHed, CA7TBR/edd, CH7BIE], LAF: e SWR/J, verificado pela pﬁmsitemia e taxa de
mortalidade (Hunt, 1967). Utilizando a cepa Tulahuén, outra peéqu;‘sa mostrou que o
inoculo prévio de 20 dias de tripanossomas de cultura em cam und()ngos Swiss conferia
protecio conira a dose letal de tripanossomas obtidos de Saéngue, prevenindo o
desenvolvimento da patologia crinica, refletida em redug;ﬁ;io da mortalidade,
aparecimento de pico de parasitemia mais tardio ¢ diminuicdo difsél incidéncia de lesdes
no musculo esquelético (Basombrio ¢ Bususchio, 1982). Experimeﬁ tos com as cepas Y e
I mostraram que em camundongos da linhagem C57Bl/10dJ, BIU.A & SWIiss 0corre uma
reducdo da mortalidade, tanto na imunizacido com a cepa F e desafio com a copa Y,
como no inverso (Kloetzel e Lafaille, 1983). O fenémeno de protecio foi verificado

também quando se fazia o tratamento prévio da linhagem de camundongos susceptivel



ao T. cruzi C3H{He) com formas derivadas de cultura da cepa Corpus Christi duas
semanas antes da inoculacéio da cepa virulenta Brasil (Rowland e Ritter 1984; Ritter e
Rowland, 1984). Foi constatado gue havia um decréscimo da parasitemia e aumento
da longevidade.

Trabalhos de Camargo, et al (1989) mostram wm fendomeno de
resisténeia em relacdo a infeccho por 7. cruzi  quando camundongos CBA/J sdo
inoculados primeiramente com tripanossomas originarios de cultura celular (T'C).
Estes animais resistiam ao processo infeccioso quando desaliados depois de 24, 48 ¢ 72
horas apds com 10° formas do T, cruzi sangiiicola correspondente a 2.000x LDso,
sobrevivendo os 30 dias do periodo de observacdo. Quando esses animais foram
inoculados com o mesmoe ntimero de tripomastigotas sangiicolas (FS) eles morreram
em 10£1 dias. Portanto, a incculacio de TC conferiv uma resisténcia contra o indculo
de TS, refletido em aumento de sobrevida ao desafio com dose letal de tripomastigotas
sangiticolas. Nesse mesmo estudo, os autores verificaram, através da atividade de
depuraciio de carbono, uma atividade fagocitica aumentada em camundongos
moculados com TC, contrariamente ao observado em relacdio ao indeulo de TS, que
tiveram a atividade fagocitica diminuida, sugerindo que a resisténcia precoce poderia
envolver fatores nio especificos. Adicionalmente, Camargo et al (1991) demonstraram,
utilizando epimastigotas, tripomastigolas sangiicolas, amastigota e extrato de
parasitas (incluindo o obtido da TC da cepa Y) que somente o TC vivo induz o
fendmeno de resisténcia  precoce, verificando portanto que a  resisténcia,
especificamente induzida por epitopos de TC que podem estar mascarados, ausentes
ou em baixas concentracdes em outras formas de pa:ms.;ités e seus extratos.
Experimentos com estoques da cepa Y e a cepa CL em camundongos da linhagem
CBALT também induziram o fendmeno de resisténeia, entretanto }1 protecio foi parcial
(Oliveira, tese de mestrado, 1995). Gutro fato constatado pelos &u;mreas foi de que essas
formas de cultura conferiam uma prote¢iio apenas contra a infecgho pelo 7. cruzi, e
ndo contra a infecclo por outros parasitas intracelulares como a Klebsiella sp.,
Streptococcus pneumoniae ¢ Toxoplasma gondit. |

Entretanto essas pesquisas mostram que resta um poder infectanie nas
formas mantidas em cultura e que inviabiliza o seu uso na protecdo contra a infecclo
pelo protozoaric. Mesmo assim, muitos estudos sdo feitos utilizando as formas de
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cultura para proteciio na tentativa de descobrir algum direcionamento na elaboracio
de vacinas e de terapias auxiliares da infecgfio chagisica. Portanto, faremos a seguir
um relato dos estudos feitos sobre o comportamento da resposta imune frente ao T,
cruzi  que sdo Oleis na compreensfo dos mecanismos imunoldgicos que podem ser

modulados quando pensamos em termos de vacinacio.

AS  PESQUISAS IMUNOLOGICAS DA DOENCA DE CHAGAS
EXPERIMENTAL

Os fenomenos imunologicos na patogénese da Doenca de Chagas sfio
resultados de estudos feitos em modelos experimentais, tanlo in vivo como in vilro.
Iixistem diferencas importantes a serem ressaltadas entre a doen¢a em humanos e a
infeccio experimental por 7. eruzi. Quando se faz a inoculacio experimental
provavelmente utiliza-se wm némero muito maior de pamsit;aS/in(x:ulo/ant.ma]; em
contrapartida temos geralmente varias reinfestacdes em humanos (Silva et al, 1979,
refletida em namero de vezes de contaminacio. Outro fator a ser destacado ¢ a
utilizacdo de tripanossomas mantidos em camundongos isagénicoé e em cultura celular
que, de alguma forma, pode selecionar clones de parasitas para um determinado
microambiente fisiologico (Teixeira, 1987).

A diferenca é refletida também na evolucio da palogenia, pois
diferentemente de humanos, que apresentam uma fase latente assintomatica podendo,
ou nfio, desenvolver uma fase crénica, a maioria dos eamundongos morrem na fase
aguda no pico da parasitemia (Minoprio, 1989; Andrade, 1991).

Portanto, apesar do camundongo ou rato ndo seremn modelos que
consigam reproduzir o quadro da doenca de humanos (Andrade, 199 1}, devemos tentar
tirar o maximo de informacfes, tanto de experimentos in vive quanto in vitro, pars
conseguir delinear os processos mais importantes da m{}iéstia_, Varias inferéncias,

baseadas em sistemas de modelos animais, podem nfo ser apliciveis ao homem, e,
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portanto, a extrapolacdo dos resultados em animais experimentais para o ser humano

deve ser feito com cautela,

Os fendmenos imunoldgicos que ccorrem quando u homem & infectado
pelo 7. cruzi refletem a complicada interacdo que resulta dos (,ii'{'e;mntes antigenos que
entram em intervalos na circulagio durante o curso da _pz‘x,t;z:)geziai.a ¢ causam o mais
importante eleito a longo prazo da doenca espelhado no seu efeito social: a debilitagfio
produtiva. O que pdde ser observado na infeccfio experimental pﬁ@k} protozoario é que
na fase aguda existe uma importincia maior dos mecanismos i;%fnunulég'icos mediado
por células, os quais deixam de ter uma participacio mais efefiva na fase crénica
onde 08 mecanismos imunorreguladores séo entdio mediados por ;ant,icorpos (Tarleton,
1991). Portanto, no contexto do parasitismo intracelular, o esmdo imunolégico basico
da infeccdio por 7. eruzi tem sido relacionada principalmente coém o8 mecanismos de
lise do parasita intracelular pelos macrofagos na fase aguda, e cé:}'m a lise dependente

de anticorpos dos parasitas extracelulares na fase pos aguda e erdnica.

Na infecciio murina parece haver duas fases no controle da parasitemia
(Trischmann, 1983). A primeira fase ocorreria durante as }k)r.ime«;:iras poucas semanas
apos a infecclio, tendo um mecanismo de controle independente éde anticorpos. Nesse
periodo, a grande guantidade de antigenos pode resultar na s‘t?tpressz’io a antigenos
heterdlogos, caracteristica da fase aguda. A segunda fase (:om{-ae%zria muitas semanas
apos a infecciio com o aumento no titulo de anticorpos, sendo o E(zom,mle mediado por
anticorpos. & dessa forma que o 7. cruzi se depara com uma r_’fesposta imune que é
eficiente para a reduciio do parasitismo sangtiineo (Andrade, ]S)E’)Té),

A somatéria da presenca da grande variedade a ntigénica, produtos
metabolicos, antigenos soltveis liberados (Teixeira, 1987), antigenos homdlogos de
reacio cruzada com antigenos do hospedeiro (Levin, 1991; Pefi,ry e Voorhis, 1991;
Arnholdt e Scharfstein, 1991), provavelmente acabam culminando na existéncia de
uma resposta imune capaz de manter a infeccio em niveis minimos, no que se refere 3
parasitemia, embora incapaz de erradicar o parasita ou _Ik)revenir o aparecimento de
lestes. Por outro lado parasitemia subpatente, que permanemé por toda a vida do
hospedeiro (Chagas, 1981), o fato que reinoculacdes do T eruzi ‘iﬂzio induzirem novas
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fases agudas no decurso da infeccdo cronica (Krettli, 1979), ‘a auséneia de cura
espontinea e persisténcia do parasitismo (Andrade, 1991) sugerem a presenca de
mecanismos de evasfio do parasita que devem contribuir para a permanéncia do
parastiismo,

A deteccfio de muitos antigenos de reacfo cruzada entre o parasita e o
hospedeiro (Levin, 1991; Petry e Voorhis, 1991; Arnholdt ¢ Scharfstein, 1991) tem
levantado a possibilidade que o parasita utilize do mimetismo antigénico para se
proteger do sistema imunoldgico do hospedeiro, cobrindo-se com antigenos similares ao
hospedeiro ¢ sendo pobremente reconhecido, como é o caso da adsorcio de
imunoglobulinas do hospedeiro na superficie do parasita (.K.mttéii, 1983). Quando os
animais respondem aos miltiplos determinantes antigénicos presentes nesses
antigenos, ¢ dificil distinguir os determinantes que induzem resposta humoral ou
celular e que determinam a protecéio, quais causam doenca no Eo.espedeém, ¢ aqueles
que possuem pouco ou nenhwm significado clinico, mas que sé() importantes no
diagnéstico. Dessa maneira, muitos estudos tém  visado 0 esclarecimento  do
envolvimento desses antigenos no curso da infeccio chagasica.

Outros mecanismos de escape utilizado pelo 7. (;*ruéaﬁ gue também foram
sugeridos é a fabulacdo, o “capping” de complexos antigeno-anticorpo na superficie do
parasita e posterior “shedding” (Kretth, 1983). Esse fenﬁmém) conhecido como
mimetismo molecular, pode desencadear um processo  de autoimunidade,
principalmente com a produciio de autoanticorpo antineumnzﬂ ¢ anticardiaco que
provocam desordens nervosas e doencas cardiacas (Fischer et al, 1988).

lixistem duas correntes que explicam o E'en@mené{) da autoimunidade
(Andrade, 1991), que podem ndo ser mutuamente excludentes. E'Uma delas aponta a
presenca de antigenos de reaciio cruzada entre o misculo :ardiac:(?) eo T cruzi (Santos
Buch e Teixeira, 1987; Ribeiro dos Santos et al, 1991). A outra ﬂ}xgem que a ativacéo
policlonal durante a infeccfio aguda poderia liberar clones autorreativos {Minoprio et
al, 1986). Isso quer dizer que a principal antigemicidade do 7' ém"u.zi poderia ser o
resultado da perturbacfio do sistema imunologico do hospe({e.iré, Pode ser que o T,
cruzi nao utilize do mimetismo como mecanismo de escape do sistema imunologico do
hospedeiro, e que a ativacio policlonal que o parasita causa seja responsavel pela

quebra da autotolerdncia resultando em autoimunidade (Disen e Kahn, 1991).



Adicionalmente, foi demonstrada uma analogia funcional entre
proteinas estagio-especificas, hberadas pelo parasita, com proi’;(-?:inas do hospedeiro.
Uma proteina denominada TC TOX possui atividade formadora ﬂ@ poros similar a CY
(componente do sistema complemento) (Andrews et al, 1990). Outra proteina, a CCT
possui funcdo analoga ao DAF (Decay Accelerator Factor) (corh;;mnente do sistema
complemento) {(Joiner et al, 1987), ¢ também a sialidase do j;;az-‘ira.sita & homologa a
sialidase do hospedeiro mamifero, sugerindo que o parasita poderia utilizar também o
mimetismo funcional, utilizando fatores ‘host/like’ e enzimas para proprio beneficio
(lisen e Kahn, 1891).

Com relacfio aos mecanismos vinculados ao s.i.stema complemento, sabe-
se que nas aves, que nfo desenvolvem a infeccfio pelo parasita, a atividade litica do
complemento ¢ intensa, sendo capaz de lisar tripomastigotas in vivo imediatamente
apos a sua moculacdo, e in viiro na auséncia de imunoglol')m_inaés (Dias, 1944, citado
por Krettli, 1979). Além disso, foi observado que a depleciio do complemento com fator
de veneno de cobra causa exacerbacio da parasitemia em cam uneﬁ’i(}ngw infectados por
T, eruzi e mortalidade precoce em camundongos de&:ompk—'amenta;dos. (Teixeira, 1987).
Dessa forma, ha evidéncias que sistema complemento tém participacio efetiva na

patologia chagasica.

Um interesse maior reside no papel ('iesempenhucﬁé pelos macrdfagos do
sistema monocttico fagocitario. Essas células sfo consideradas como a primeira linha
de defesa contra a infeccdo, uma vez que servem ¢omo hospedeﬁi‘a inicial do parasita
intracelular, como célula central do hospedeiro na montageém da defesa imune
especifica sendo também responsavel pelo reeonhecimento e .!'“agt}fc‘étesm de particulas e
microorganismos, Além disso, possuem propriedade fisiologica de destrui-los pelos
metabdlitos Oz, OH- e H:02 (Nogueira et al, 1981) e por mecanismos dependentes de
NO:z (Mudoz-Fernandes et al, 1992). Em adicfio, a resposta imune humoral é
dependente da presenca funcional dos macréfagos que cooperarfo com linféeitos
derivados do 1imo e da medula dssea (ou correspondente) na pmd\éwﬁo de anticorpos.

Considerando que os macréfagos tenham importante papel nos eventos
cruciais e subsequentes a infeccdo levando a uma resposta imune, a sua capacidade

funcional em camundongos infectados com tripanossomas foi  estudada,
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particularmente no que diz respeito a captura, metabolismo e antigenos higado ao
macrofago. Analises da atividade fagocitica reticuloendotelial utilizando a proporcio
entre indculo e remocdo de carbono coloidal do sangue revelam que a atividade
fagocitica de animais infectados com o tripanossoma é maior que a de animais normais
(Clinton et al, 1975). '

Estudos in  evifro mostram que a atividade macrotagica anti-
tripanossoma é relacionada com o aumento da capacidade de liberaciio de radicais de
oxigénio, que por sua vez seria mediado por fatores solGveis liberados pelas células T
ativadas, o0s quais estariam envolvidos no fendémeno de resisténcia de algumas
linhagens de camundongos (C3H, BALB/c e C57BD. Observacdes in vivo mostram que
o 7. cruzi se multiplica em macréfagos de animais néo .imun.iz;ados, a0 passo que é
intensamente destruido em macrdfagos de animais imunizados (Russo e Starobinas,
1991). Fot demonstrado também que ocorre penetragdo ativa do tripomastigota em
macrdlagos ¢ passiva do epimastigota (Kipnis et al, 1979).

A integracio macrofago-linfocito tem sido documentada e antigenos
ligados ao macrdfage tem sido apresentados como bons desencadeadores dos
mecanismos de células T e B (Janeway, 1993; Neetfljes ¢ Momburg, 1993). Em
infeccdes produzidas por protozedrios, tem sido sugerido que a inabilidade de animais
infectados montar uma resposta imune adequada é associado com alteracdes por parte
dos macrofagos (Araujo-Jorge, 1989).

Os macréfagos também foram relacionados 4 imunossupressio da fase
aguda, sendo sugerida a existéncia de uma populacfio de macr&l‘ag@s SUPressores no
baco (Cerrone e Kuhn, 1891). Essa imunossupressiao afeta também as atividades das
células T auxiliares e a producfio de citocinas e sua expressiio, e, apesar da habilidade
de camundongos mfectados em gerar células T auxiliares espeicisf:":cas ao parasita e
produzir niveis aparentemente normais de imunoglobulinas (:i'r(‘;ﬁﬂantxas, a geracio da
resposta contra os antigenos do parasita e antigenos heterdlogos (Cunninghan et al,
1981), como eritrécitos de carneiro, é suprimida in vitro e in vivo, podendo essa
supressdo ser mediada por populagdes de macrofagos supressores (Cerrone e Kuhn,
1991; Cerrone et al, 1992).

Em estudos feitos em baco e linfonodos infectados, foi observada uma
inibicdo da proliferaciio celular. Dessa forma, para verificar o mecanismo de SUPressio
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da prolileracio de células T, investigou-se a produciio de 1L-2, induzida por mitégenos,
e constatou-se que ela também estava suprimida. Verificou-se ménbém pela cocultura,
que o linfonodo possui macréfagos supressores que inibem a ';_)'rcz)l'i'fk;erzacg}o das células de
hnfonodo normal, o mesmo nio ocorrendo com o bago(\f’an{iek(—;f*{:k}}()ve et al, 1994).

Além dessas observactes, foi verificado uma supressiio na resposta
quando estudaram o efeito da infecgfio pelo tripanossoma na afeszﬁosta imune primaria
e secundaria a antigenos heterdlogos T-dependentes ¢ Tv.i11(‘1[91)91‘#.(16{1&23 (Ramos et al,
1978). Também nesse aspecto, foi demonstrado que o soro de camundongos C57BI/6
infectados até 120 dias com 7. cruzi (cepa Brasil) suprimiu a réas;;;osi;a de anticorpos
das células de cultura de bago e linfonodos. A supressio Emmoralf tem sido atribuida a
competiciio antigénica por sitios de superficie de macrdfagos qfue previne interacio
normal de T e B, substincias metabdlicas liberadas por organi-zsmoﬂ proliferativos e
deletério para linfécitos imunocompetentes, e IFN-y modulando atividade de linfoeitos
T e B (Cunninghan ¢ Kuhn, 1991). |

Uma das citocinas mais envolvidas é a 11-2 quﬁe tem sua produclio
deprimida frente a mitégenos no curso de uma infecciio, e isso é relevante pois a 112 é
uma linfocina fundamental no fendmeno de cooperacio celular no‘fsistem a imunologico,
sendo responsavel pela ativacfo de linféeitos Be T, m a.{:r():i.'agos,é ctlulas NK, além de
estimular a secrecéio de outras citocinas (Janeway, 1993). Fssa h‘iibi(;ﬁo & discutido ser
resultado do estado de maturaciio das células T e nio da perda fl.e células produtoras
de 11-2 ou da auséncia de IL-1 (Tarleton 1988a). Também é proposto que a falha na
produgdo de 11.-2 em resposta & estimulacdo antigénica é (ievéde;‘) a regulaciio da sua
producdo por células supressoras, que poderiam ser ¢élulas T ou ﬁnacréfa gos (Tarleton,
1988D), |

Experimentos in vitro mostram que a co-cultura de linfocitos de
humanos com o parasita suprime algumas de suas funcoes, incl lé‘jndo a capacidade de
produzir e utilizar a I1.-2, visto que a 1L-2 exdégena nfio se mostrou capaz de restaurar
a sua capacidade linfoproliferativa (Beltz e Kierszenbaum, 1987;’; Vandekerckhove et
al, 1994).

A produciio minima de [L-2 coincide com o elevado nivel de TFN-y nos
primeiros 18 dias de infecciio, e talvez haja alguma relacio rém{,re assas citocinas
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(Tarleton 1991). Baseado em estudos feitos por Mosmann et al (1986), Tarleton (1991)
observa que tanto a IL-2 quanto o [FN- v sio produzidos pe_ias células T, porém
somente a producio da [1-2 é aletada no processo de infeccéio pc:}r'; T. eruzi. O autor nos
lembra, entretanto, que o IFN- v pode ser produzido por outras ;;sdpu.l acoes de células T
assim como pelas células NK e com estudos de deplecio por anticorpos anti IFN-v pode
identificar que a maior fonte de IFN-y vem de céiulas Thy-1 CD8 CD4-. Ainda com
relacéio ao IFN- v, foi observado um consideravel aumento no ;nfxmem de parasitas
circulantes através de um tratamento anti-IFN-y em camundongos CH7BIG
infectados com tripomastigotas da cepa CL (Minoprio et al, 1989).

Experimentos utilizando camundongos BALB/ed Xid imunodeficientes
em 1L-10 revelaram que havia uma produciio elevada das linfocinas II'N-y, 11.-2 e 11.-4
durante a infeccdo pela cepa CL de T. cruzi. Fsses animais apresentam uma
resisténcia malor & infeccdio relacionada ao  controle da; parasitemia e ao
desenvolvimento da fase aguda e cronica, que foi abolida com um tratamento anti-
IFN-y, indicando um importante papel dessa linfocina (Minoprio ef al, 1993).

Adicionalmente, a utilizacdo de indutores sintét;t’.c:éos de IFN-y, como o
tilerone hidrocloride, resultou em aumento de resisténcia na fase aguda refletido na
sobrevida de 50% da populacio de camundongos CHTBI/GS ]?.:ﬁ.’ec;ta(flo:é com uma dose
letal da cepa Y de T. cruzi (James et al, 1982). |

O papel do IFN-y ainda ¢ muito diseutido 9 estudado, algumas
observacdes apontam para o seu papel diversificado, ora demons?-tran(]o um aumento,
ora uma diminui¢do na producdo frente 4 mitdgenos (Vandol\omkhovo et al, 1994).

A participacio das células NK na produgio de IF Ny tém sido estudada
em experimentos utilizando camundongos “beige” (deficientes Nﬁ células NK) (James
et al, 1982), e através de tratamenio com anticorpos anti-NK ((Jau illo et al, 1996),
sugerindo uma importéncia dessas células na fase aguda da 11?1162(:;;110 experimental por
T. cruzi.

Apesar da pronunciada supressio da I1-2, a j‘;rodu(;ﬁ,e de outros
produtos pelas células T ndo parece ser afetada pela infeccio pelo 1 cruzt.. A producio
de 11-3 é suprimida, porém néio na mesma magnitude da I1.-2, 9 a producio de GM-

CSKE, 11-4, 11.-5 e 11.-6 parece néo ser afetada (Grau e Modlan, }‘)91 Tarleton, 1991,
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Com relacdo as imunoglobulinas, anticorpos anti-tripanossomas podem
ser detectados apds a primeira semana de infeccfio, dependendo da dose de inoculacéio,
sendo detectados aderidos a superficie do parasita ou no soro, tanto na fase aguda
como na cronica. A adesfio é especifica, no caso do T, eruzi, ¢ pode causar a sua
destruicfio através de lise mediada por complemento (Kretth, 1 983).

A acdio protetora dos anticorpos antiparasitas pode ocorrer, portanto,
pela ativacdo do complemento através de complexos antigeno-anticorpo ou via Fe da
imunoglobulina ligada a superficie do parasita, resultando na lise do protozoario; pela
opsonizacio do parasita facilitando a fagocitose e destruiclio pelos macrdfagos;
degranulacdo dos mastécitos por anticorpos citofilicos; citotoxicidade através de
granuldcitos, neutrdfilos e mondeitos; inibicdo da penetracio na célula hospedeira por

bloqueio de antigenos necessarios & interiorizacio (Krettli, 1983).

() interesse na participacdo das i'm11110@{&01:)11&211&5 especificas  ma
patologia chagasica reside no fato da Doenca de Chagas ser (f:on,;sj derada uma doenca
autoimune devido & presenca de autoanficorpos que reagem _pf.rincig.}a}menm com o
musculo esquelético e cardiaco (Laguens et al, 1991). Fsses autoanticorpos sido
resultados de epitopos da reacfio cruzada que existe entre o }'1()s;})e(;ieim e o parasita,
assim como da ativacio policlonal que pode ativar clones autorreativos (Petry e Eisen,
1989). '

Os anticorpos especificos na fase aguda da i.nf:écc;fié em humanos séo da
classe 1gM, podendo também ocorrer anticorpos da classe 1gG e IgA (Teixeira, 1987).
Na fase crénica, as imunoglobulinas mais freqilentes sio <‘Iaé classe IgG. Aqui @
importante salientar que enquanto os autoanticorpos naturais sfo da classe 1gM, os
anticorpos autorreativos encontrados na Doenca de Chagas «,30 da subclasse 1g(G2a,
porém o significado desse ‘switch’ ainda nfo foi esclarecido (I’--Edﬂtebyrie—J()Skﬁwicz e
Minoprio, 1991). '

Experimentos de (ransferéncia de soro imune contendo diferentes
classes de imunoglobulinas proveniente de soro de camundongos em fase crénica da
infecedo pelo T. eruzi (obtidas por fracionamento em coluna de Sepharose ¢ Sephadex)

em animais pré-infectados mostraram que os anticorpos mais eficientes na protecéo



foram as [gG2 (mais especificamente IgG2a), sendo que as {racdes 1gM e fgGl ndo
conferiram protecio (Takehara et al, 1981). |

() tratamento com antissoro anti-ui em ratos neonatais, e que ficaram
portanto incapazes de sintetizar IgM e 1gGZ2a, tornou-os mais susceptiveis durante
fase aguda da infeccio, indicando um papel importante dos anticorpos (Rodrigues ot
al, 1981). A atividade litica desses anticorpos estd relacionado a fixacdio do
complemento, apesar da lise mediada por complemento parece nio exercer influéneia

significativa (Teixeira, 1987).

A elevacio do ntmero de células B na fase agu{éa foi constatada por
Kierszenbaum e Hayes (1980), que verificaram um aumento de 3x no nimero de
células B, e por Hayes e Kierszenbaum (1981), em experimenms em baco de
camundongos da linhagem CBA/J infectados com a cepa Tul ahuéén‘ Apesar de ter sido
verificado um aumento nas células B, muitos trabalhos reportam uma resposta

mitogénica reduzida (Kierszenbaun e Hayes, 1980; Vandekerckove et al, 1994).

Ortiz-Ortiz ot al (1980) também detectaram uma f»;.tivz.u;ﬁo policlonal de
células B de baco de camundongos A/J infectados com a cepa Cocula, a antigenos
heterdlogos (eritrdcitos de carneiro, burro, camundongo e eqiiino) -gveri ficado através da
técnica de PFC, com pico no 5-6 dia, e que diminuiu antes da par:?ssi‘i‘.e.mfia aparecer. (Us
autores sugerem que a ativacio policlonal pode sucumbir e.l.zquefz.ni;o os parasitas sdo
sequestrados nos tecidos. Uma segunda ativacio deveria t:)(:orrer'f quando os parasitas
replicassem no sangue, entretanto isso néc ocorreria devido a presenca de células

SUpressoras.

A ativacdo policlonal de células formadoras de a nlicorpos contra
antigenos nfo relacionados ao parasita foi constatada também p?or Cunningham et al
(1981) pela técnica de PIC, nas infecgdes pela cepa Brasil, somente na linhagem de
camundongos CH7BI/6d, e nfio em C3H/Hed. Os autores sugerem um papel adjuvante
do parasita que pode levar & sintese de imunoglobulinas com especificidade além dos
antigenos parasitarios, podendo originar uma doenca autoimune. -

O fato de estudos demonstrarem uma reducfio na resposta mitogénica de

células B (Hayes e Kierszenbauwm, 1981, Kierszenbaun e Hayes, 1980;
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Vandekerckove et al, 1994) e ter side constatado aumento do numero de células B
sugere a existéneia de células T supressoras (Nogueira et al, 1981; Ramos et al, 1979)

ou fenbmenos supressivos (Vandekerckove et al, 1994).

O PAPEL DOS LINFOCFTOS T

Guanto a participacio dos linfocitos nos piﬁ()ﬁé&;gt)s rnunes, varios
trabalhos apontam o importante papel da imunidade media dd por células T na
patogénese da Doenca de Chagas (Trischmann, 1983; rf!"risc:hnﬁmm, 1984; Tarleton,
1988-1991; Towsend, 1989; Hontebyrie-Joskowicz, 1991). Essas células podem atuar
cooperando na producfio de anticorpos antiparasita, na secrecdo de hnfocinas
acionando os mecanismos imunopatologicos, ou na funcéo diiﬂeta citotoxica, podendo

ter participacdo tanto na fase aguda como na fase crénica.

Experimentos demonstrando a participacio das células T foram feitos
em ammais hmectomizados (imectomia neonatal), os quziis mostraram  uma
mortalidade precoce e maior parasitemia que animais 0uf:imié:os (Schmunis et al,
1971, Em camundongos atimicos nude (BALB/cd nu/nu) os re;csl,m,ados se mostram
semelhante, sendo gue o transplante de timo neonatal nessa ii.ni%mgem restabeleceu a
resisténcia para os niveis de animats normais (Kierszebaum e .E-.-“"é.(—?s;nkowski, 1979).

Adicionalmente, animais normalmente resistentes fii{:}ﬁ(:i(m.i,es em células
T por administracio de anticorpos anti-timocitos (Roberson et:f al, 1973) tiveram o
tempo de sobrevida diminuida, o mesmo ocorrendo em outros exé}:_)erimenﬁ,os feitos em
camundongos mude' geneticamente atimicos (Kierszebaum et al, 1979; Trischmann e

Pienkovski, 1979), evidenciando a importancia do timo no controlé da patogenia.

0 envolvimento das células T no controle da infecciio também foi

demonstrada pela transferéncia de células T de camundongos cronicamente infectados
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em camundongos recém-infectados, demonstrando uma transferéncia de protecio
refletida em reducao de parasitemia e taxa de mortalidade Frisc'hm.an, 1980).
Experimentos com suspensdes celulares de};)'ietéa das de células T,
provenientes de animais infectados com 7. eruzi, mostraram (.glfe estas foram mais
efetivas em transferir a protecio quando administradas em i(.:a'mm";dongt)s recdm-
infectados, implicando um papel importante de outros tipos celulares presentes na
suspensio depletada, como células B, NK e K (Trischman, 1980). A participacio das
celulas T pode mediar a protegio matando o parasita diretamente (ADCO),
estimulando a producio de anticorpos e ativando mae}"(f)'i"ag(%s para aumento na
destruicao dos parasitas fagocitados. Observacdes de que os parasilas se mantém vivos
em camaras de milipore implantadas em animais imunes, onde éi.es estio em contato
com fatores humorais e ndo com células fagoeiticas do hospedeiro, demonstram a
existéncia da citotoxicidade mediada por células dependente do anticorpos (ADCO)

(Logan e Hanson, 1962; Kipinis et al, 1981).

Estudos de proliferacio celular de animais infectados com T, cruzi
utilizando mitdgenos de células T (fitohemaglutinina, concanavalina A) e de células B
(lipopolissacarideo) mostraram um supressiio na resposta de Einfécito.&; BeT frente a
esses mitogenos. Quando se ez a correlagdo com o nlimero (if.—}icé}uias presentes no

curso da infeecfio com essa supressdo, as populacies de células T e B se comportaram
de maneira distinta. Houve uma queda do ntmero de células T juni,amente com uma
queda na resposta a mitbgenos, somado &4 uma deplecio (i(‘:}«}:&i@ tipo celular nos
compartimentos do baco. Ja com relaciio as células B, apesar g_{ia resposta lrente a
mitogenos estar suprimida, houve um aumento no namero ;de céhulas do baco,
coincidente com a esplenomegalia observada. Possivelmente ess;a resposta suprimida
seja mediada por mecanismo supressor ou defeito nas células B (E;_{ayes e Kierszebaum,
1981). Esses resultados mostram também que a iln'xtlaogsugvré.assé() & caracteristica da
fase aguda da doenca, inclusive porque camun(,!engosé da fase cronica
imunossuprimidos com ciclofosfamida apresentam um perfil de Fase aguda; ao passo
que na fase crbnica, onde ha um decréscimo da parasitemia, as vespostas aos

mitégenos se mostraram normais (Hayes e Kierszebaum, 1981).
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A imunossupressio caracteristica da fase aguda levaram inicialmente os
estudiosos a pesquisarem o envolvimento dos linfocitos T CD8, uma vez que esses
linf6eitos sio classicas células citotdxicas/supressoras (Bloom et fai, 1992; O'Rourke e
Mescher, 1993). Oulro fator que levou os pesquisadores ao estudo das células T CD8
fol que mecanismo basico de infecciio é a nteriorizacio uma vez estabelecido o contato
tripomastigota-célula  alvo, que geralmente ¢ o macrdfagn. Analisando esse
comportamento, a linha de raciocinio que se seguiu foi a questfio de como ocorreria o
processo de cooperacio celular no contexto do CIHP. Sabe-se que uma vez no interior
da célula, os lisossomos fundem-se ao vaciolo contendo o ;.‘Ja':‘::isita. descarregando
enzimas, porém o protozodrio consegue escapar (Anselmi e E'M'oieim, 1974) ¢ a
multiplicacio se d4 intracelularmente. Como a célula alvo também é uma célula
apresentadora de antigeno, e, sabendo que gquando os antigenos possuem origem
interna a célula a apresentacfio se di no contexto de moléculas do CHP da classe |
(Tarleton, 1991), as células que reconheceriam o antigeno e que seriam entio ativadas
seriam preferencialmente os linfécitos T CDS.

Uma demonstraciio do envolvimento das células T foram realizados com
a deplecio de colulas CD8* por anticorpos anti CD8 (Lyt-2) (;Eesde o inicio da infeccdo
(Tarleton, 1990). A sua deplecfio in vive tornou tanio a l.in}:zagem de camundongos
normalmente resistentes CB7BI6J, quanto a linhagem sum:e_ptivéi C3H, incapazes de
controlar a infeccio causada pela cepa Y de 7. cruzi.. Porém, a auséncia de células
CD8 néo aboliv a imunossupressio observada na proliferacdo frente & mitdgenos e
antigenos parasitarios, e nfo aumeniou a producdo de IL-2, sugerindo uma
dependéncia de outros tipos celulares para essas atividades ('E"a:riéiim, 1990). km outro
trabalho (Tarleton 1991) é discutido que as células CD4- CD8- :ciesempemhai’.iam um
papel mais importante do que as células CD4+ e CD8+ na fase aguda da doenca, pois
ambas populaces celulares podem ser depletadas apds algumas semanas de infeccéio
sem gue haja aumento no processo infeceioso. |

Outra linha de pesquisa foi conduzida por experimentos que
demonstram que a disrrupciio do gene codificador para a BZ-microglobulina, por
recombinacio homdloga, faz com que os camundongos [’a.}.h.ej:m. em expressar o0s
produtos do CHP da classe T (Complexo de Histocompatibilidade Principal). Ksse é um
sistema excelente na avaliacfio da importdncia do fendmeno de apresentacio de
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antigeno na resposta da células T CD8 na resisténcia a doencas infecciosas. Através
desse ensaio loi demonstrado (Tarleton 1992) que esses camundongos nio apresentam
resposta inflamatéria nos  tecidos infectados pelo parasita, demonstrando a
importincia das células T CD8 na protecio imune contra a infecedio pelo 7. eruzt o
inferindo uma importancia maior dos produtos do CHP da classe 1. Com relaciio a esse
trabalho, Parnan (1992) ressalta que as glicoproteinas codificadas pelo CHP da classe
I também afetam a especificidade e funcio das células NK (Natural Killer),

Em trabalho mais recente (Sun ¢ Tarleton 1993) foi verilicado, através
do método avidina-biotina-peroxidase, a populacio de eélulas T Thy-1, CD4+, CD8+ B
e macrofagos do masculo esquelético e cardiaco de camundongos C5TBI/6 infectados
com 1. cruzi (cepa Brasil) na sua fase aguda, correspondente a 12-14 semanas. Os
pesquisadores observaram que a maior populacio de linfocitos correspondiam a
linfocitos T, sendo que a subpopulacdo de células CD8+ teve destaque sobre as CDA+
(3:1 no misculo esquelético ¢ 81 no coracio), sugerindo um iﬁ}g_)ortame papel das
células T CD8+ na fase aguda da doenca de Chagas murina.

O papel das células CD8, tanto em sua base citotdxica e supressora,
guanto noe seu perfil de secrecfio de linfocinas, é muito estudado, tendo sido atribuido
uma importante contribuicfio a sua secrecfio de IFN-y pois sua quantidade sérica néo é
afetada na imunossupresséo (Tarleton, 1990). Com relaciio a sua atividade citolitica,
ela ainda é estudada, e algumas pesquisas demonstram a lise de células mfectadas
pelo parasita mediada por linfocitos T CD8* (Nickell et al, 1993). -

Adicionalmente, outras metodologias tem auxiiiad@ o entendimento dos
mecanismo efetores da resposta imune ao T, cruzi.. '

Pelo perfil de secrecfio de linfocinas foram recentemente classificadas
duas subpopulacies de eélulas T CD4+, denominadas Thl (secvecio de 1L-2, IFN v,
linfotoxina) envolvida principalmente na resposta imune mediaéia por células, e Th2
(secrecio de 1l-4, 11-5, T1-10) envolvidas na resposta imune humoral (Mosmann e
Coffman, 1989,

Trabalhando com linhagens clonais de células T murina de C57BI6 que
reconhecem especificamente antigenos expressos por tripomastigotas de T. cruzi {cepa

Y), Nickell et al (1993) caracterizaram, através de ensaios de transferéncia de protecio



adotiva, que o potencial imunoprotetor foram de células Thl, verificado pela sua
secrecdo de linfocinas, também constatado por Reed et al (1994).

Jom o auxilio de uma linhagem de células CD4 de linfonodo com
caracteristicas de células THZ2, ol demonstrado que a sua transieréneia passiva para
camundongos normais induziu uma ativaciio policlonal em cblulas B e resposta
policlonal Igti2a e IgGG2b, que foi similar aquela observada em camundongos
infectados cronicamente. lssa ativacio for possivel também com o sobrenadante
dessas células que continha principalmente 11.-4, 11.-5, 11.-3 e 11:-6, porém com niveis
nfio significativos de [FN-y e [L-2 (Spinella et al, 1990). Outra conseqiiéneia da
infeccdio, como hipergamaglobulinemia, supde-se resullar de células T tipo Th2
originalmente derivado de camundongo infectado por 7. cruzi (Spinella et al, 1990), e
pode ser responsavel pelo fendmeno de avtoimunidade ja descritd(Ribeiro do Santos et
al, 1991).

A participaciio da linfocina TFN-y também foi abordada conjuntamente
com a 1L-10 em experimentos mostrando que somente a c‘i’é_p]eqfi@ dessas duas
linfocinas por tratamento com anticorpos monoclonais restauravam a resposta
proliferativa inibida de timocitos a concanavalinag A de t:an%’mndongog CHTBIG6]
infectados com a cepa CL de T. eruzi (Leite de Moraes et al, 1994). Uma vez que a
deplecéo de 11.-10 aumenta os niveis de 1FN-y (Leite de Moraes e’t al, 1994) , torna-se

dificil estabelecer o controle prelerencial, se existir, pelos linfécitos Thl ou Th2.

De forma geral, através de 1odos esses trabalhos fica demonstrado
claramente a participacdo da imunidade humoral e celular nos mecanismos de
resisténcia ao Tl cruzi. | assim como a importdncia do sistema imunologico na
patogenia da Doenca de Chagas, |

Entretanto, na pesqguisa experimental utﬂ.iz;a,n.(i:o modelos animais,
fatores vinculados a genética dio continuidade 4 melhor eompreensio da relacfio

parasita-hospedeiro, e de como nela a patogenia se manifesta.
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0S ESTUDOS EM DIFERENTES MODELOS EXPERIMENTAIS

As observacdes tio diversificadas e até contraditdrias relatadas por
pesquisadores do mundo inteiro relacionadas a Doenca de Chagas podem ser reflexos
das condicdes experimentais que ainda nfo estdo padronizadas. Kssa padronizacéo
inicia-se na escolha de modelos de animais experimentais com {lora conhecida (SPF)
(FINEP), Outro ponto a ser padronizado ¢ a cepa utilizada e as condigbes de sua
manutencio, que val desde a escoltha do ammal de repique, inclusive seu sexo, até o
nimero de passagens do repique que serd utilizado. Mais especificamente tem sido
estudado a possibilidade de fazer a clonagem de protozoarios no intuito de termos em
mios parasitas monoclonais resistentes ou susceptiveis (Teixeira, 1987),

O ‘background genético do hospedeiro e do parasita sfio importantes no
desenvolvimento de varias doencas. As influéneias genéticas especificas sfo talvez de
maior significincia, ainda que os mecanismos nfio imunologicos de resisténcia aos
protozodrios possam nfio ser relacionados aos operantes na resposta imunologica
especifica. Além do mais, pode ser também que as diferencas das espécies de
tripanossomas Trypanosoma lewist (somente em rato) e o Trypanosoma musculi (em
camundongo) (Teixeira, 1987) sejam de alguma forma desenvolvimentos sutis de
influéncias genéticas.

Trischmann (1978) estudou as diferentes susceptibilidades a infeccéio
pelo T. cruzi (cepa Brazi) de 9 linhagens de camundongos (C57BI/10, DBA/L, SJL,
BALB/e, CBA, AKR, C3H/He, DBA/2 ¢ A) tentando verificar se existe relacfio entre o
grau de resisténcia a cepa Brasil de T. ¢ruzi ¢ alguma populacio de eélulas linfbides
em particular. Foi verificado que a inhagem C3H, altamente su.;scept:i.voﬁl} desenvolvia
alta parasitemia e morria de infeccdo, enquanto qgue a CH7BI10, resistente,
desenvolvia baixa parasitemia e sobrevivia. A inabilidade do parasita penetrar na
célula hospedeira ou se multiplicar intracelularmente foi descartada pois a linhagem
SB7BY10 desenvolvia parasitemia semelhante, tanto apds deplecio de macréfagos e
linfocitos, como apds a esplenectomia.

Adicionalmente foram conduzidos experimentos sobre genes Ir, do locus
HZ, nas 8 linhagens estudadas e nenhuma correlacio e conclusdoe foi feita. Verificando
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linhagens H-2 congénicas de camundongos (geneticamente idénticos, porém diferindo
na regifio H-2) eles puderam constatar que a resisténeia era assdciada ao ‘background’
genético do camundonge ao invés de seu haplétipo H-2 (Trischman e Bloom, 1982).

Experimentos comparativos entre BALB/C (resistente) e BALB/C
geneticamente atimico nu/nu (susceptivel) mostraram que, ac passo que os BALB/C
mostravam baixa parasitemia, os nu/mu tiveram uma alta parasitemia, sugerindo um
importante papel da imunidade celular associada a células T no controle da
parasitemia (Trischman e Bloom, 1982).

Estudos sobre a genética da resisténcia enfocaram a influéneia dos locus
H-2 de haplétipo k& na susceptibilidade da linhagem de camundongos C311/An, e do
haplotipo b na resisténcia da linhagem C5TBI/10 verificadas pela taxa de mortalidade
na infec¢io pelo 7. cruzi (Trischman e Bloom, 1982),

Outros experimentos comprovaram que hinhagens de camundongos que
expressam um “background” genético de CHTBI/10 e o }m})i(‘)i;ipéo H-2 d, q ou y2 séo
resistentes & infeccéo pela cepa Brazil de T cruzi, enquanto aqﬁeies que expressam o
haplétipo H-2k sao susceptiveis ( Powell e Wasson, 1993).

Em experimentos com hibridos F2 (C3H/AnxChH7 BI/6) foi verificado que
eles eram mais resistentes que os parentais, sendo que o8 animais de haplétipo H-2F e
H-2#% eram mais susceptiveis que aqueles de haplétipo H-2¢, céuzamento entre duas
linhagens susceptiveis C3H/n ¢ A/J originou a prole F1 mai%s resistentes que o0s
parentais, Quando se cruzaram as duas linhagens resistentes DBA/ e CB7BI6 foi
observado 100% de sobrevida em F1 e 99% em F2. Isso é muito curioso pois o estado
heterozigoto do F1 nfo ocorre totalmente em K2, sugerindo que diferentes genes

afetam a resisténcia nessas linhagens parentais (Trischman e Bloom, 1982).

A resisténeia e susceptibilidade também foi es;tLgada(ia nas linhagens
murinas C3H, C57BI/10 e FI(C3HxCETB/0) infectados com 7?'. cruzi com base na
resposta frente a mitdgenos Con-A e LPS. Nio pide ser cor.m?acionada a resposta
linhagem de camundongos com a resisténcia ao parasila poi:{; foi observada uma
reduciio na resposta proliferativa em ambas as linhagens, inclusive em F1, Quando se
fez o teste da producfio de anticorpos anti eritrécitos de carneiro, medida por PIC, as
linhagens susceptiveis C3H, A/J ¢ Balb/C mostraram uma inibicio da reaciio, ao passo

25



que as linhagens vesistentes B10Br, CB7B/10, SJL e FHC3hxCH57BIEG) ndo
apresentaram inibicdo da reacgdo, pelo contrario, até apresentdaram um aumento na
resposta do PFC, indicando que existe um grau genético diferencial nessas linhagens

(Tanowitz et al, 1963).

£m experimentos relacionados A resisténcia foi verificado a habilidade
de fatores liberados por células do baco de animais infectados com T eruzi na ativacio
de macrofagos em estado tripanocida, visualizado em microscopia dlica pela
mmteriorizacio do parasita por esse tipo celular. Os fatores liberados por esplendcitos
das linhagens resistentes C57B/10 e Balb/C mostraram maior poder de ativacio que
as linhagens susceptiveis C3H/He e A/J. A mortalidade também foi monitorada frente
a cepa Y e CL, sendo que as linhagens CBA/, Balb/C, C3HAle tiveram 100% de
mortalidade enquanio que a linhagem CBTBI10 foi de 20% e 50% respectivamente
para as cepas Y e CL (Nogueira et al, 1981).

Linhagens de camundongos foram divididas de acordo com a sua
parasitemia. Desse modo, as linhagens susceptiveis C3H/Hed, Balb/C e CBA/N foram
as que apresentaram maior ndmero de parasitas no sangue ¢ foram denominadas
linhagens de alta parasitemia. As linhagens de baixa parasitemin incluiram CB7BI6 e
DBA/2d. Experimentos com FI hibridos provenientes do acasalamento de varias
hinhagens (C57Bl/GJ, DBA/2J, BALB/ed, C3H/MHed e CBA/N) mostraram que a baixa
parasitemia era hereditaria, sugerindo que esse grau de resisténeia & dominante

(Wrightsman et al, 1982).

Portanto, pode ser verificado que estudos abordando o envolvimento dos
genes do CHP, producdo de anticorpos, fenémenos imunologicos celulares e outros,
estdo sendo relacionados com o grau de resisténcia/susceptibilidade observada em
diferentes linhagens de camundongos, e estfioc merecendo estudos cada ver mais
profundos. Provavelmente esses estudos terfio importéncia crucial na padronizacio dos
resultados dos experimentos de infeccdio pelo 7. cruzi, que hoje se apresentam como

uma grande heterogeneidade de resultados conflitantes.
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Nosso trabalho pretende dar continuidade aos estudos do Fenémeno da
Resisténcia Precoce reportando por Camargo et al (1989). Baseado nas informacies
revistas, nossa proposta é estudar as infecges provocadas por estoques de
Trypanosoma cruzi mantidos em camundongos (estoque TS) ou em cultura celular
(estoque TC) com a finalidade de verificar possiveis meczinismos imunologicos
diferenciais que culminam na inducao da resisténeia precoce. :

[isse estudo comparativo aborda a taxa de mortalidade e o curso
parasitémico decorrente da infeccéio pelos dois estoques do paraf&sjm. Os experimentos
serdo realizados paralelamente em diferentes linhagens (:fé camundongos para
verificar a influéneia da variabilidade genética e destacar a importincia da escolha do
modelo experimental. Analisamos também as subpopulactes d@} celulas T CD4+ e T
CD8+ do baco e linfonodo popliteo de animais com 24, 48 e 72 hs de infecciio pelos
estoques TC e TS, correspondente ao pertodo de induciio do F’en(fnmem) de Resisténcia
Precoce, para verificar se os estoques TC e TS provocam SI;pt‘GSS?-ID ou ativaciio
diferencial que possa ser 1) relacionada com a resisténcia (:::mfericga pelo estoque TC, 2
e observada em animais imunizados com o estoque TC e (Eesaﬁadé@s com o estoques T'S.
Fissa andlise serd feita com o auxilio da técnica de i.m111%:.71.)(&r'z:)xif‘fzmm e serd
guantitativa, através da contagem percentual das m.d‘:pol’)u!ac;ées de linfocitos T, e
demonstrativa, através da revelacio da localizacio das subpc:)';ﬁziagﬁos em cortes de

tecido criopreservados.
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faterial e métodos

1. ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos (Mus
musculus) isogénicos, fémeas, com 2-3 meses de idadé, SPEF,  obtidos do
CEMIB/UNICAMP, sob a supervisio do Controle San;ité%io do CEMIB/DMI-
UNICAMP, e mantidos no Departamento de Imunologia em isoladores tipo Texler. A
marcacio individual dos animais mantidos na mesma caixa foi feita através do corte
dos pélos em diferentes regides do corpo. _

As linhagens de camundongos utilizadas foram Cffi’?Bl/GJ, Al), BALB/ed
e CBA/T, '

2. Trypanosoma cruzi
CEPAY E ESTOQUES UTILIZADOS

A cepa de T. eruzi  utilizada nos experim.entois for a Y (Pereira e
Nussemberg, 1953), originario de humanos com doenca crénica (Krettli, 1979). O
estoque original Y foi obtido do Laboratorio do Dr. Zigman Breﬁjmﬂ de Belo Horizonte
em 1972 e foi mantida em repiques semanais em camundongos Swiss. O estoque
denominado Yz foi cedido pela Dra. Tereza Kipnis da USP ¢ mantido em repiques

semanais em camundongos CBAZJ e mantido por passagem seriada em camundongos
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em isoladores no DMI-UNICAMP.

MANUTENCAO DOS ESTOQUIES
ESTOQUETC

Denominamos de estoque TC  (tripanossoma  de  cultura)  os
tripomastigotas do estoque Yz mantido em cultura de células LLOC-MK2 (Camargo et
al, 1991).

Os protozodrios do estoque TC foram mantidos in vilro, em cultura de
eélulas LLM-MK2, em meio RPMI com 10% de SBE, L-glutamina, a ntibidticos e hepes,
em estula com 5% de €Oz a 37°C. A troca do meio de cultura (repique) foi feito a cada
7-14 dias.

Para obtenefio do estoque TC, o sobrenadante dos frascos de cultura das
células infectadas forma centrifugadas durante 20 minutos a 3.000 rpm a 4°C. O
material foi ressuspenso e lavados 3 vezes em PBS-glicose, e a concentracio, em

tripomastigotas/ml, a contagem foi determinada em chmara de Newbauer.

ESTOQUETS

Denominamos de  estoque TS (tripanossoma  de  sangue) 08
tripanossomas provenientes de sangue de CBA/J infectados com a cepa Yo,

Os protozoarios do estoque TS foram mantidos in vivo através da
transferéncia  semanal do sangue infectado contendo 107 tripomastigotas em
camundongos CBA/J, de ambos os sexos, 2-3 meses de idade. O sangue foi obtido pela
sangria total pelo plexo axial e coletado em frasco contendo 2004l de solugdo
anticoagulante citrato de sédio/animal sangrado.

A contagem dos parasitas foi [eita através do depdstto de Sul de sangue
em laminaflaminula, contando-se o ntmero de parasitas em 20 campos e
multiplicando o total por 3x10* tripomastigotas/ml (Brenner, 1962).
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INFECCAO

Os animais forma infectados intramuscularmente (na  coxa) com
indeulo da quantidade de parasitas requerida, em 100ul de soluciio salina tamponada,
obtidos de doador infectado (sangue contendo parasitas do estoque TS) ou da cultura
celular (solucfio contendo parasitas do estoque TC), sendo os animais controles (C)
inoculados com 100 ul de solugéio salina. _

Quando coletamos linlonodos, denominamos de linfonodo homolateral
aquele situado proximo da regifio onde foi inoculado parasitas ou solucfio salina.
Quando inoculamos ambos estoques, denominamos de linfonodo homolateral aquele
proximo ao local onde foi inoculado parasitas do estoque TS e de linfonodo

contralateral o localizado préximo a inoculacio do estoque TC.

3. INDUCAO DO FENOMENO DE RESISTENCIA PRECOCE EM
CAMUNDONGOS DA LINHAGEM CBA/J

Com a finalidade de reproduzir os resultados obtides por Camargo et al
(1989) relacionados com a inducio de Fendmeno de Resisténcia Precoce, camundongos
fémeas da linhagem CBA/) foram imunizadas com 10° formas do estoque TC, e

desafiadas 72 hs apds com 10° formas de TS,

4. DETERMINACAO DA TAXA DE MORTALIDADE NAS LINHAGENS DE
CAMUNDONGOS A/J, BALB/CJ E CB7BL/GJ INFEC’E‘ADOS PELOS
ESTOQUES TS QU TC :
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INFECCAQ POR 10° FORMAS DE TRIPOMASTIGOTAS DOS ESTOQUES TC OU
TS.

Com o intuito de determinar o efeito da administracio de 108
{ripomastigotas do estoque TC e do estoque TS no perfil de mortalidade, camundongos
das linhagens A/, BALB/ed e CBTBI6J foram infectados e [oi observada a taxa de

mortalidade por 30 dias.

INFECCAO COM OUTRAS DOSES DOS ESTOQUES DETC OUTS

Camundongos da linhagem A/J foram infectados com as concentragbes
equivalentes a 107, 102 10% e 10! tripomastigotas/animal do ostoque TC. A linhagem
BALB/ed foi inoculada com 10%e 10° fripomastigotas/animal do esﬁgoe';ufa TC.

A determinaciio da taxa de mortalidade provocada por diferentes doses
do estoque TS também foi feita nas mesmas linhagens a fim de ¢omparay o potencial
letal dos dois esioques. Dessa maneira, na linhagem A/J {oi inoculada a dose
correspondente a 107, 102 e 10° tripomastigotas/fanimal; e na linhagem BALB/cd a dose
de 10° e 104 tripomastigotas/animal. Os animais ficaram em observaciio por 30 dias e

as mortes foram expressas em porcentagem.

5. DETERMINACAO DA CURVA PARASITEMICA NAS LINHAGENS DE
CAMUNDONGOS A/J. BALB/ed E  Cs7BI6/J INOCULADOS COM 108
PARASITAS DOS ESTOQUES TC ETS

Camundongos das linhagens A/J, BALB/cd e CHTBI/GJ foram inoculados
com 10% formas dos estoques TC ou TS para determinacao da curva parasitémica.
A eontagem diaria e individual foi feita pelo método de Brenner (1980)

no periodo de 30 dias, com a obtencfio de Syl do sangue coletado do corte feito na
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extremidade distal da cauda dos camundongos e depositado entre limina e laminuia.

A contagem foi teita em 20 campos em M.O. comum.

6. DETERMINACAO DO EFEITO DO INOCULO DE 10° PARASITAS DO
ESTOQUE TS EM CAMUNDONGOS DAS LINHAGENS A/J E BALB/cd
PREVIAMENTE IMUNIZADOS 105 PARASITAS DO ESTOQUE TC (TC+TS)

Para verificar a interferéncia da estimulacio com parasitas do estoque
TC no perfil de mortalidade provocado pele infeccfio pelo estoque TS, camundongos das
linhagens A/ e BALB/ed foram inoculados com 107 formas do estoque TC e depois de
24h, 48 ou T2hs eles foram desafiados com 10° formas do estoque TS5. Observamos a

mortalidade por 30 dias.

7. IMUNOHISTOQUIMICA

DIVISAO DOS GRUPOS DE INFECCAO EXPERIMENTAL PARA PREPARO DO
ENSAIO IMUNOHISTOQUIMICO

Para o estudo das populacdes celulares de drgdos linfdides de
amundongos das linhagens A/J ¢ BALB/J durante a fase inicial da infecclio por
estoques TC e TS de T. cruzi , os camundongos foram infectados com 107 formas do
parasila para retirada dos Orgdos. Foram analisados trés grupos experimentais:
animais com 24h, com 48h ¢ com 72h de infec¢io

Nesses trés dias, foram retirados o baco e os linfonodos popliteos,
homolateral e contralateral, para preparo de suspensiio celulares ou cortes histologicos
de tecidos criopreservados, e a caracterizacio das subpopulacdes de células T CD4* ¢

CD8* foi feita através do método de imunoperoxidase.
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ANTICORPOS MONOCLONATS E HIBRIDOMAS UTILIZADOS
Para identificacfio das populagdes de linfocitos do haco e dos linfonodos

popliteos com base nas glicoproteinas de superficie, foram utiizados os  clones de

hibridomas secretores de anticorpos contra os seguintes marcadorés (ver apéndice 1).

ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-MARCADORES MURINOS (mAb)

mAD origem subclasse  especificidade  subpopulacio de células T
GK 1.5 rato [g(G2b L3T4a - b4
YTS 169 rato LyT2 - CD8
ASCITE

Utilizamos camundongos nude (CH7BI6G) de 2-3 meses de idade, para
obtencdo do ascite das linhagens de hibridomas produtoras de anticorpos monoclonais.
(O primeiro passo foi a inoculacio de 05 ml de Sleo: mineral (NUJOL)
intraperitonealmente e, apés 1 semana, foi feita a inoculacho é_(ie 1x107 células do
hibridoma a ser expandido. A coleta foi feita apds 2 semanas com a formacao do ascite,
retirando os animais do isolador e introduzindo uma agulha na (:fividade peritoneal do
animal, deixando o fluido ascitico escorrer. Na coleta {inal, para tiom] aproveitamento,
fizemos a sangria total do animal e combinamos o soro com o :«:sc,ifge. A seguir foi feita a
centrifugacio por 10 minutos 3.000g. |

() ascite do hibridoma GK 1.5 foi utilizado na diiéu'i(_;fi() de 1;1000, e 0

ascite do hibridoma Y'TS 169 na diluicio de 1:2000,

PREPARO DOS ORGAOS PARA SUSPENSOES CELULARES E PARA CORTES
HISTOLOGICOS
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LAMINAS

Foram utilizadas laminas para microscopia nfio lapidadas, com a
extremidade fosca, de 26x76 mm X 1,2 A 1,4mm (Perfecta Ind. ¢ Com. de Laminas de
Vidro 1.TDA - 5P

As laminas foram cobertas com uma pelicula de gelatina através de

banho em gelatina 1% 37°C e posterior secagem por 2h & temperatura de 70°C.

PREPARO DAS SUSPENSAO DE CELULAS

Os drgios foram coletados em tubos de ensaio contendo 5 ml de solucio
salina glicosada FAZEKAS, pH7, contendo 10% de SBF, mantidos em banho de gelo,
macerados e centrifugados a 1.200 rpm por 10 minutos.

As hemacias foram lisadas com 7 mi de HANKS hemolitico/animal por
10 minutos em banho maria 37°C. As células foram lavadas 3 vezes em PBS contendo
10% de SBF. A concentraciio foi acertada pela contagem em cAmara de Newbauer para
5x10% células/iml.  Aliquotas de 100yl dessa  solugio foram depositadas  na

citocentrifuga perfazendo Hx 107 células totais distribuidas em cada na lamina.

SORTES DE TECIDOS CONGELADOS

Os o6rgdos foram coletados com as precauches necessarias para
manutencio da sua integridade estrutural, colocados imediatamente em  capsula
contendo Iml de Tissue-tek, e foram colocados em recipiente contendo  N-hexano.
Esse por sua vez estava merguthado em nitrogénio liquido (Nuiq ). Ksse procedimento
foi utilizado para evitar o choque de temperatura dos Orgdos diretamente com 0 Nag.
Seguiu-se o armazenamento em freezer -70 °C até o momento do processamento
(Henderson et al, 1981).

(s 6rgfios foram entiio secionados em criostato a -20 °C para obtencio

de cortes de 5 a 7 micras de espessura (Henderson et al, 1981).



Foram utilizados 3 animais por grupo de infeccdio, ¢ de cada orgdo foram
feitos 10 Iaminas para obtenciio de duplicatas das reacdes de imunoperoxidase
correspondente a cada anticorpo monoclonal. Em cada lamina foi coletado de 4 a 8

cortes de tecido.

FIXACAO E ESTOCAGEM

Primeiramente foi feita uma delimitacio da Area com uma caneta de
gilicone (PAP-PEN) para evitar que os reagentes escorressem pela lamina ¢ para
garantir uma quantidade similar cobrindo os cortes ou células.

Tanto as lAminas com cortes de tecidos como aquelas com suspensio de
células foram deixadas para secar por 1 hora i temperatura ambiente antes da fixacdo
para evitar rachaduras nesse processo. A fixacéo foi feita por 10 minums com acetona
ahsoluta -20°C.

A estocagem do material foi feita em freezer -70°C baseados em estudos
de Henderson et al (1981) que sugerem o tempo de estocagem D()i} 7 a 14 dias (-70 °C)
avaliado pelo acompanhamento das mudancas enzimaticas. Os a u-;t:o res complementam
que a manutencio de secedes congeladas no criostato por 24 horas nio afeta a

atividade enzimatica.
TRCNICA DI TMUNOPREROXIDASE

(O método utilizado denomina-se ABC ou avidina-biotina-peroxidase
(imunoperoxidase). Essa téenica pode ser aphicada em amostras de} célhulas (Bergroth et
al, 1980y ou secedes de tecidos congelados (Ilenderson et al, 1981)5, e foi utilizada para
a caracterizacio das populactes de células T CD4 e T CD8 de drgios linfoides de
camundongos infectados com 10° formas dos estoques TC, TS ou TCHTS.

() método iniciou-se com o descongelamento do material em estudo
(cortes de tecido ou célula em laminas armazenadas em freezer) & temperatura

3
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ambiente por 10-15 minutos. Seguiu-se a rehidratacio com 100ul de PBS contendo
0,1% de tween 20 por b minutos.

cm seguida foi feito o blogueio (PBS contendo 0,1% de tween 20, 5% de
leite desnatado ¢ 20% de SBF) por 30 minutos. A lAmina nfio foi lavada, apenas foi
retirado o excesso. KEm nosso trabatho foi utilizado 100plddmina de solucio blogueio

Foi adicionado a seguir 100ul do Ac priméario anti CD4 e anti CD8
provenientes de ascites ou soro de camundongo normal no caso do controle, seguindo-
se a incubacfo “overnight “ em camara amida a 4 °C.

Apds esse procedimento foi feita a lavagem das laminas, com os cortes
ou células, por 5 minutos em cubeta com PBS contendo 0,1% de tween 20, lavados
duas vezes com PBS contendo 0,1% de tween 20 e 5% de leite desnatado, seguido da
adicao de 100ul/lamina de anti Ig de rato produzido em coelho, bictinilado (kit DAKO),
diluido em PBS contendo 1% de BSA na diluicio de 1:500 e incubadas por 1 hora em
sAmara tmida em temperatura ambiente. :

As laminas foram novamente lavadas por trés vezes seguidos da adicio
de estreptoavidina-peroxidase biotinilada (kit DAKO) na diluicio de 1:2000.

Apbs a incubacgie por 1 hora em cAmara Gmida a temperatura ambiente
a revelacio foi feita com  solucdo tampdo Tris-TICL pH 7.2, contendo 0,1% de 3-5
diaminobenzidina e 0,08% de HeQq. O final da revelacdo foi définido observando a
intensidade da coloraciio marrom no microscopio otico. '

A contracoloraciio consistiu em merguthar os cortes ou células por 1

minuio em hematoxilina, retirando o excesso com agua.

TALCULO DA PORCENTAGEM CELULAR

A porcentagem das subpopulagbes das suspensdo celulares de bago e
linfonodos popliteos foram determinadas pela contagem de 7 campos aleatorios que
continham de 300 a 500 células.

*ara analise estatistica dos resultados de subpopulacbes de lintécitos T
Ch4d e T CDS8 foi utilizado o teste t de Student, com n=3 ¢ 0, a=0.5, Te=2.57 ¢ 0.01 <p
< (.02
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MATERTAL FOTOGRAFICO

Os cortes foram fotografados em M.O comum ZELSS acoplado com uma

camara fotografica no DMI-UNICAMP.
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Yesultados

1. IN?)UCAO DO FENOMENO DE RESISTENCIA PRECOCE EM
CAMUNDONGOS DA LINHAGEM CBA/J '

A fim de reproduzir o Fendmeno de Resisténcia Precoce em
camundongos da linhagem CBA/J, inoculamos 105 formas do estoque TC ¢ 72 hs
depois desafiamos com 10° formas do estoque TS. Nesse experimento verificamos que
os camundongos noculadeos com o estoque TC tiveram uma ES(:)E').rev'zd.a de 100%,
enguanto que todos animais inoculados com o estoque TS morreram antes do 12° dia.
T

Entretanto, os animais que receberam imunizacdo prévia com o estoque TC foram

protegidos contra o desafio com a dose letal do estogque TS,

2. Determinacac da Taxa de Mortalidade na infecéio por estogues
sangiiicolas (TS) e de cultura (TC) de T. cruzi nas linhagens de

camundongos AfJ, BALB/ed e C57B1/64

Com o intuito de determinar o grau de viruléncia dos estogues TC e TS,
inoculamos diferentes doses em camundongos das linhagens A/, BALB/ed e CRTBI6G,

e acomparnthamos a mortalidade durante 30 dias.



RESULTADO DA TAXA MORTALIDADE DURANTE A INFECCAO PELO
ESTOQUETC

LINHAGEM A/

O Grafico 2 apresenta a taxa de mortalidade da linhagem A/J inoculada
com o estoque TC. Nio foi observada mortalidade em camundongos da linhagem A/
nas infecedes correspondentes & inoculacfio do estoque TC nas doses de 107, 102 ¢ 107
parasitas. Porém ocorren uma mortalidade de 22% guando a dose de inoculagio fol de

10F parasitas.
LINHAGEM BALB/cJ
N#o houve mortalidade em camundongos da linhagem BALDB/cJ
inoculados com 10Y, 102 108 e 10F parasitas.
LINHAGEM C57BU6d
Como os camundongos da linhagem C357BU6J sfo considerados

resistentes a4 cepa Y do 7. eruzi . inoculamos apenas 10° formas do estoque TC.

Observamos 100% de sobrevida com essa dose de inoculacéo.



RESULTADO DA TAXA DE MORTALIDADE NA INFECCAQ PI AJ(L) ESTOQUE TS

LINHAGIEM A/

O Grafico 3 apresenta a porcentagem de sobrevida da hinhagem A/d com
diferentes doses do estoque TS, Pode ser observado que a dose do 10 parasitas teve
efeito letal, eliminando 100% da populacido de camundongos. As doses correspondentes
a 10!, 102 e 10° eliminaram 60-70% dos animais, porém diferiram no periodo no qual

ocorreram as mortalidades.

LINHAGEM BALB/cJ

O Grafico 4 apresenta a porcentagem de sobrevida da linhagem
BALB/ed com diferentes doses do estoque TS. Observamos que apenas a dose de 10°
parasitas foi capaz de eliminar 100% da populacfio. As doses correspondentes a 10° e

104 parasitas eliminaram 20%.

LINITAGIEM C57BIG]

Inoculamos as doses de 104 ¢ 10° parasitas «do estoque TS em
camundongos da linhagem CH7BISAL. O Grafico 5 mostra que 100% dos camundongos
inoculados com 10* e 70% inoculados com 10°% sobreviveram mais que 30 dias.
Entretanto ndo pudemos observar a letalidade desse estoque néssa linhagem pois o
sangue obtido de camundongos CBA/ZL utilizados em ro;a;qu(:’s nédo fornecia uma
guantidade maior que 10° parasitas/ml. Nesse caso 1:)0(1@1”?211110% utilizar uma droga
imunossupressora, como o ciclofosfamida, porém correriamos o rfsco de trabalhar com
formas defeituosas de protozoérios, como tem sido constatado {}()f’ laboratorios que

utilizam a imunossupressio em repiques,
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3. EFEITO DO INOCULO DE 10° FORMAS DO ESTOQUE TS EM ANIMAIS
DAS LINHAGENS A/J E BALB/ed IMUNIZADOS COM 10° FORMAS DO
ESTOQUE TC '

Com a finalidade de verificar a influéncia da imunizacdo com o estoque
TC no perfil de mortalidade de animais das linhagens A/J e Balb/C infectados pelo
estoque TS conduzimos experimentos similares a inducio fendmeno de resisténcia
precoce em camundongos CBA/, inoculando 107 formas do estoque TC e desaliando

depois de 24, 48 ¢ 72 horas com 105 formas do estoque TS,

LINHAGEM A/

Pode ser observado que, com relacdo & mortali dséade da linhagem A/J
provocada por 10° formas do estoque TS, a imunizacio t:onfeﬁ da pelo estoque TC
(Grafico 6) provocou um aumento na sobrevida, que passou de 425,3 para 100% no 9°
dia e de 0% para 8% no 14° dia, até atingir 100% de mortalidade no 24°.

Observa-se também que a mortalidade de animais inoculados com o
estoque TS que iniciava no 7° dia sofre um retardamento para comecar apenas no 10°

dia.

LINHAGEM BALDB/ed

Pode ser observado no Gréafico 7 que a imunizaciio prévia com o estoque
TC alterou a taxa de mortalidade provocada pelo estoque TS, A infecciio provocada

3

pela infecciio por 108 formas do estoque TS matou 100% dos cam §;111{,i<_)11g()s. Intretanto
guando fizemos a imunizacdo prévia com 108 formas do e:-zt;)qu.e TC (TC+TS) a
mortalidade foi de 40%. O declinio de sobrevida compreendido eezi‘t;r(} 08 % e 0 23" dias
em animais inoculados somente com o estoque TS desaparecen quando fizemos a
imunizacio prévia com estoque TC, passando a apresentar um platé que se manteve
constante, restando até o 30 dia ainda 57,4% da populaciio viva.
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Grafico 1 - Sobrevida de camundongos CBA/J inoculados com 107 formas do estoque

TC, TS ou TCHTS.
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Grafico 2 - Sobrevida de camundongos da lnhagem A/J inoculados com 107, 10% 10° e

10° formas de TC
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Gréfico 3 - Sobrevida de camundongos da linhagem A/J inoculados com diferentes

doses de TS
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Grafico 4 - Sobrevida de camundongos da linhagem BALB/ed inoculados com

diferentes doses de TS.
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formas de TS,
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Grafico 7 - Sobrevida de camundongos da linhagem BALB/d inoculados com 107

formas de TC e trés dias depois inoculados com 10° formas de TS:



4. PARASITEMIA DAS LINHAGENS A/J, BALB/cd E C57BV6J INFECTADOS
COM 10° FORMAS DOS ESTOQUESTCOU TS

Os Graficos 8 e 9 representam, respectivamente, os resultados da
parasitemia em camundongos inoculados com 10° formas dos estoques TC ou TS, e
mostram que esses estoques provocam diferentes vesultados referentes ao dia do pico
parasitémico, quantidade de parasitas/ml de sangue e linhagem de camundongos
utilizada como modelo experimental.

A analise da curva parasitémica mostrou que de um modo geral a
infeccdo pelo estoque TS provoca um pico de 4 a 5 vezes maior que o provocado pelo
estoque TC nas hinhagens A/, BALB/ed e C57BIG, respectiva mente. Na linhagem de
amundongos A/ o pico parasitémico decorrente da infecgio pelo estogque TC ocorreu
no 9° dia (7,4x10* tripomastigotas/ml), na linhagem (157’?-?»1;/’(;3(} no 9% dia (1,7x10*
tripomastigotas/ml) e na linhagem BALB/cd o pico ocorren no 7° dia (1,6x10°
tripomastigotasfmli), |

(Js primeiros parasitas detectados no sangue de camundongos da
linhagem A/ infectados com o estoque TS ocorreram no 6° dia, que também
correspondeu ao pico parasitémico equivalente a 3, 1x10% '1:'1"?;.)(>mas;t:i gotas/ml, m
camundongos da linhagem C57BL/GJ o pico parasitémico durante a infeccfio pelo
estoque TS também ocorreu no 6° dia e correspondeu a 1,5x10° Etr‘a’poma.smgot.as/mi de
sangue. Na linhagem BALB/ed infectada com o estoque TS, os primeiros parasitas
foram detectados a partir do 8° dia, e a infecciio apresentou 3 }')iéfi()&: no 7° dia (1,3x 108
tripemastigotas/ml) , o no 12° dia (6,5x10° tripomastigotas/ml) ;e 0 maior pico no 17°
dia (8,4x10° tripomastigotas/ml). Observamos que o pico parasi ié“)m ico na infeccéo pelo
estogue TS ocorreu antes do pico observado na infeccio pelo estoque TC, tanto na
linhagem A/L. como em BALB/ed. Inversamente, na Iinhagem CHTBIGd o pico
parasitémico no mfecciio pelo estoque TS ocorreu depois do pico na infeccio pelo TC.
Ao passo que o pico parasitémico da infeccdo pelo estoque TS foi mais precoce (6° dia)
do que o pico na infecciio pelo estoque TC (9° dia) nas linhagens AL ¢ C5TBL/GS, a
linhagem BALB/cd infectada com o estoque TS apresentou um pico (18° dia) que foi

tardio quando comparado a infeceiio pelo estoque TC (79 dia).
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Gralico 9 - Parasitemia de camundongos da linhagens A/J, E.EEEAL“BICJ e CHT7BYGS
mnfectados com 10° tripomastigotas do estoque TS.
AL = 100% mortalidade no 15° dia **BALB/ed = 100% mortalidade no 24° dia

FHEECHTRYGS = 0% mortalidade
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5. RESULTADOS DA PORCENTAGEM DE SUBPOPULACOES DE
LINFOCITOS T CD4 ¢ T CD8 DE BACO E LINFONODO POPLITEO DE
CAMUNDONGOS NORMAIS :

As Fotogralias I1a ¢ 1b mostram o resultado da deteccdo de linfécitos T

CD4 através da téenica imunoperoxidase.

SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS DO BACO NORMAL

A Tabela 1 apresenta os valores percentuais de (:éé.!ufiais positivas, com
erro padrido médio, em relaciio as glcoproteinas CD4 e CD8, c¢ontadas em bhago de
camundongos das linhagens AlJ e BALB/cJ normais. _

Observamos que, enquanto a proporcio de Ii.nfiﬁéi.i';(>s T CD4/CD8 na
linhagem BALB/J é equivalente a 1:1, a quantidade de linfocitos T CD4 na linhagem
AfJ & maior (1,5:1). Comparando entre linhagens, observamos que a porcentagem da
populacio de linfécitos T CD4* ¢ semelhante em relacio a zmibas linhagens, ¢ a

porcentagem de linfécitos T CD8* é maior na linhagem BALI/cd. |

SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS DO LINFONODO P(’)P}f;lfff“{ﬁ(ﬁ) NORMAL

A Tabela 2 apresenta os valores percentuais com erro padrio médio de
células positivas, em relacfio as glicoproteinas CD4 e CD8, observadas em linfonodos
de camundongos das linhagens A/J e Balb/C normais, |

Observamos que a subpopulacdo de linfécitos T CD4* e T CD8* é mais

elevada na linhagem A/J que na linhagem BALB/c.
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Fotografia 1a. Reaco de imunoperoxidase revelando linfécitos T CD4 em suspensio celular

do baco de camundongoes normais. x 20,

Fotografia 1b. Detalhe da Fotografia la mostrando 4 células reveladas pelo anticorpo

monoclonal contra linfécitos T CD4 (+) ¢ 6 células de reacio negativa (- ).



FOTOGRAFIA 1a

FOTOGRAFIA 1b
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TABELA 1

Linhagem % T (CDA4) % T (CD8)
AlJ 23,89 £ 1.69 15.89 £0.96
BALB/cd 23.14 £ 1.05 25.06 £ 1.29

Porcentagens e erro padrdo de linfocitos do baco de camundongos das linhagens A/J e
BALB/cd normais.

* diferenca estatisticamente significante, 0.01<p1<0.1, «=0.05, Te=2.57 (teste t-student)

TABELA 2
Linhagem % T (CD4) % T (CD8)
AlJ 44,53 +1.13 26.77 £2.59
BALB/cd 38.47 £ (.89 21.66 +1.97

Porcentagens e erro padrdo de linfécitos do linfonodo popliteo de camundongos das
linhagens A/J e BALB/cd normais.

* diferenca estatisticamente significante, 0.01<p1<0.1, «=0.05, Te=2.57 (teste t-student)

Obs: Ndo houve a preocupaciio de separar os érgéios em homolateral e contralateral a
imoculacdo do parasita pois testes prévios de inoculacio de solucio salina nio

demonstraram diferencas na porcentagem celular.
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6. RESULTADOS DA PORCENTAGEM DE POPULACOES DE LINFOCITOS T
CD4 E T CD8 DO BACO E DO LINFONODO POPLITEO DE CAMUNDONGOS
DA LINHAGEM A/J INFECTADOS COM 10° TRIPOMASTIGOTAS DOS
ESTOQUES TCOU TS

*Obs: O percentual e erro padrio estdo apresentados em Tabelas no apéndice.

SUBPOPULACAO DE LINFOCITOS DO BACO INFECTADO (TC OU TS)

Observamos que, apds 24, 48 e 72hs de infeccdo pelos estoques TC e TS
(Figura a), os animais da linhagem A/J apresentam uma porcentagem de linfocitos T
CD4* sempre menor que os valores do controle. A infeccdo pelo estoque TS (Figura a)
induziu em 72hs uma reducéo de até 10% (13.80%) do valor do percentual normal
(23.89%).

As porcentagens das células T CD8 (Figura g) dos animais infectados
com o estoque TC néo se mostraram alteradas dos valores normais. Na infeccio pelo

estoque TS houve um aumento principalmente nos primeiros dias.

SUBPOPULACAO DE LINFOCITOS DO LINFONODO POPLITEO
HOMOLATERAL INFECTADO (TC E'TS)

Quando comparados ao controle (44,53%), a porcentagem de células T
CD4* do linfonodo popliteo homolateral (Figura ¢) a infecgéo pelo estoque TC mostrou
uma elevacio para 56,89% e, 48hs de infeccéo. A infeccio pelo estoque TS (Figura c)
provocou uma reducdo na porcentagem dos linfocitos T CD4* durante todo o periodo
experimental.

Com relacdo aos valores percentuais dos linfécitos T CD8* podemos
observar que o padréo percentual da subpopulacdo de linfécitos T CD8* ndo mostrou
alteracdes na infeccdo por TC (Figura i). Na infeccio pelo estoque TS observamos um

valor elevado em 24hs, seguido de reducfio em 48hs e aumento em 72hs (Figura i).
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SUBPOPULACAO DI LINFOCITOS DO LINFONODO POPLITEO
CONTRALATERAL INFECTADO (TC ETS)

Com relacdo ao linfonodo contralateral de animais infectados com o
estoque TC e TS, os valores percentuais de linfécitos T CD4 (Figura e) foram elevados
na infeccéo pelo estoque TC e reduzidos na infecgdo pelo estoque TS. O percentual de

linfécitos T CD8 somente reduziu na infeccio pelo estoque TS (Figura k).

7. RESULTADOS DA PORCENTAGEM DE POPULACOES DE LINFOCITOS T
CD4 E T CD8 DO BACO E DO LINFONODO POPLITEO DE CAMUNDONGOS
DA LINHAGEM BALB/cd INFECTADOS COM 10° TRIPOMASTIGOTAS DOS
ESTOQUES TC OU TS

SUBPOPULACAO DE LINFOCITOS DO BACO INFECTADO (TC OU TS)

Pudemos notar que ocorreu uma reducfio nas porcentagens de linfécitos
T CD4* apenas em animais infectados com o estoque TS (Figura b). Os valores
percentuais durante a infeccéio pelo estoque TC (Figura b) se apresentaram iguais ao
controle.

A subpopulacdo de linfécitos T CD8* do bago de animais apds a infeccéo
pelo estoque TC (Figura h) alterou na fase inicial apresentando um valor normal em
72hs. A infeccio pelo estoque TS (Figura h) provocou uma reducio acentuada no

percentual dos linfocitos T CD8 (13.86%) comparado ao controle (25.06%).

52



SUBPOPULACAO DE LINFOCITOS DO LINFONODO POPLITEO
HOMOLATERAL INFECTADO (TC OU TS)

Nessa linhagem, a subpopulacéo de linfocitos T CD4* durante os dois
primeiros dias da infec¢do pelo estoque TC (Figura d) tiveram os valores percentuais
aumentados. Na infeccdo pelo estoque TS (Figura d), apés uma elevacio em 24hs, a
porcentagem desse tipo celular apresentou reducéo gradativa.

Na porcentagem de linfécitos T CD8*, apenas os animais infectados com
o estoque TC (Figura j) apresentaram um valor diferente, que foi maior que o controle
em 72hs de infeccdo, todos os outros periodos experimentais apresentando um valor

igual ao controle.

SUBPOPULACOES DE  LINFOCITOS DO  LINFONODO  POPLITEO
CONTRALATERAL INFECTADO (TC OU TS)

Observamos que a inoculacio do estoque TC (Figura f) provocou uma
elevaciio no percentual de linfécitos T CD4 nos primeiros dois dias. Com relacfio a
inoculagéo do estoque TS (Figura f), houve uma elevacdo apenas no primeiros dia na
populacéo de linfocitos T CD4*,

Essa elevacfio na infeccdo pelo estoque TS também foi observada no
percentual de linfocitos T CD8* (Figura 1), a infecclo pelo estoque TC nfio causando

alteracgdes significativas.

8. RESULTADOS DA PORCENTAGEM DE POPULACOES DE LINFOCITOS T
CD4 E T CD8 DO BACO E DO LINFONODO POPLITEO DE CAMUNDONGOS
DA LINHAGEM A/J IMUNIZADOS COM 10° TRIPOMASTIGOTAS DOS

ESTOQUES TC E DESAFIADOS COM 10° FORMAS DO ESTOQUE TS (TC+TS)



SUBPOPULACAO DE LINFOCITOS DO BACO INFECTADO (TC+TS)

Comparado ao controle (T'S), a imunizacéo com o estoque TC (TC+TS)
alterou apenas os percentuais de linfécitos T CD8* (Figura m), apresentando um valor

menor que animais infectados somente pelo estoque TS em 48hs, e maior em 72hs.

SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS DO LINFONODO HOMOLATERAL
INFECTADO (TC+TS)

Apenas a porcentagem de linfécitos T CD8* apresentou valores

diferentes que o controle TS, e, similarmente ao baco, os percentuais se mostraram

menores em 24hs e maiores em 72hs (Iigura o).

SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS DO LINFONODO CONTRALATERAL
INFECTADO (TC+TS)

Os valores percentuais de linfocitos T CD4* do linfonodo contralateral
(Figura ) apresentou uma reducfo com relacdo ao seu controle (T'S) em 48hs. O

percentual de linfécitos T CD8* ndo apresentou diferencas significativas.

9. RESULTADOS DA PORCENTAGEM DE POPULACOES DE LINFOCITOS T
CD4 E T CD8 DO BACO E DO LINFONODO POPLITEO DE CAMUNDONGOS
DA LINHAGEM BALB/cd IMUNIZADOS COM 10° TRIPOMASTIGOTAS DOS
ESTOQUES TC E DESAFIADOS COM 10° FORMAS DO ESTOQUE TS (TC+TS)
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SUBPOPULACAO DE LINFOCITOS DO BACO INFECTADO (TC+TS)

A porcentagem de linfécitos T CD4* de animais infectados com os
estoques TC+TS tiveram um valor mais elevado que o seu controle somente em 48hs
da infeccdo (Figura n). Os valores percentuais de linfocitos T CD8* foram maiores que
os controles durante os trés dias experimentais, entretanto somente sendo significativo

nos dois primeiros dias de infeccéio (Figura n).

SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS DO LINFONODO HOMOLATERAL
INFECTADO (TC+TS)

Observamos um valor reduzido de linfocitos T CD4* relativo ao controle

TS. A porcentagem de linfocitos T CD8* néo se mostrou diferente (Figura p).

SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS DO LINFONODO CONTRALATERAL
INFECTADO (TC+TS)

Com relacdo aos valores percentuais de linfocitos T CD4*, animais que
receberam a imunizacdo prévia pelo estoque TC apresentaram porcentagens menores
(Figura r). A porcentagem de linfécitos T CD8* ndo diferiu significativamente dos

valores normais.
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* as colunas representam o percentual de células positivas obtidas no controle (azul), apés 24
hs de infeccdo (rosa), ap6s 48 hs de infec¢éio (verde) e apos 72 hs de infeccdo (laranja).
** TC - infecedo pelo estoque de Trypanosoma cruzi mantido in vitro

TS - infeccéo pelo estoque de Trypanosoma cruzi mantido in vivo

H - homolateral; CT - contralateral

NR - néo realizado

Figuras a, ¢, e - Porcentagens respetivas de linfécitos T CD4 do baco, linfonodo
popliteo homolateral e linfonodo popliteo contralateral de camundongos da
linhagem A/J.

Figuras b, d, f - Porcentagens respetivas de linfécitos T CD4 do bago, linfonodo popliteo

homolateral e linfonodo popliteo contralateral de camundongos da linhagem
BALB/cd.

Figuras g, i, k - Porcentagens respetivas de linfécitos T CD8 do baco, linfonodo popliteo
homolateral e linfonodo popliteo contralateral de camundongos da linhagem A/J.

Figuras h, j, | - Porcentagens respetivas de linfécitos T CD4 do baco, linfonodo popliteo

homolateral e linfonodo popliteo contralateral de camundongos da linhagem
BALB/cd.
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Figuras m, o, q - Porcentagens respectivas de linf6citos T CD4 e T CD8 do baco,
linfonodo popliteo homolateral e linfonodo popliteo contralateral de animais da
linhagem A/J infectados com TS (controle) ou imunizados com TC e desafiados

72hs apds com TS (TC+TS).

Figuras n, p, r - Porcentagens respectivas de linfécitos T CD4 e T CD8 do bhaco,
linfonodo popliteo homolateral e linfonodo popliteo contralateral de animais da
linhagem BALB/cJ infectados com TS (controle) ou imunizados com TC e desafiados
72hs ap6s com TS (TC+TS). s



10. IMUNOHISTOQUIMICA

DISTRIBUICAO E LOCALIZACAO DE LINFOCITOS T CD4 E T CD8 NO BACO DE
ANIMAIS DAS LINHAGENS A/J E BALB/cJ NORMAIS E INFETADOS PELOS
ESTOQUES TC, TS E TC+TS.

As fotografias seguintes foram obtidas de cortes de tecidos
criopreservados e caracterizam a localizagdo de linfocitos T CD4 e T CDS8, utilizando a
técnica de imunoperoxidase no baco e de camundongos normais e infectados com 105
formas dos estoques TC e TS (Fotografias 2 - 6).

A detec¢iio das subpopulacdes de linfocitos T auxiliares e dos classicos
citotoxicos/supressores no baco normal mostrou, tanto na linhagem A/J como na
BALB/cd, que essas células se concentram predominantemente na corona (C), bainha
periarteriolar (BPA), sendo também encontradas dispersas pela polpa vermelha (PV)
(Fotografias 2 - 6). Houve presenca de linfécitos T CD4 no foliculo linféide do baco (F),
mas de muitos poucos linfécitos T CD8 (mostrado nas Fotografias 2a e 2b). As
subpopulagdes de linfécitos T CD4 e T CD8 tiveram localizacies semelhantes,
diferindo na intensidade de reacdo.

Fm animais infectados, além de observarmos uma polpa branca maior
do que o normal, os linfécitos se encontraram mais concentrados e constituindo uma
grande regifio, correspondente & bainha periarteriolar (Fotografias 4 - 6).

Todas as reacbes positivas se apresentaram localizadas centralmente no
orgdo, acompanhando a bainha periarteriolar, sendo que a porciio periférica nfo
apresentou zonas positivamente coradas. KEntretanto, animais previamente
imunizados com o estoque TC e desafiados com o estoque TS (Fotografias 6a e 6b)
apresentaram regides de reacfio positiva na periferia do 6rgio e mais delimitada que
os 6rglos de animais infectados pelo estoque TC (Fotografias 4a e 4b) e pelo estoque
TS (Fotografias 5a e 5b). Em adicdo, comparados com animais normais (Fotografias
2a, 2b e 3a) e infectados pelos estoque TC ou TS, poucos linfécitos foram encontrados

dispersos pela polpa vermelha.



DISTRIBUICAO E LOCALIZACAO DE LINFOCITOS T CD4 E T CD8 NO
LINFONODO POPLITEO DE ANTMAIS DA LINHAGEM A/J E BALB/cJ NORMAIS
E INFETADOS PELOS ESTOQUES TC, TS E TC+TS.

As fotografias seguintes foram obtidas de cortes de tecidos
criopreservados e caracterizam a localizacédo de linfocitos T CD4 e T CD8, utilizando a
técnica de imunoperoxidase no linfonodo popliteo homolateral de camundongos
normais e infectados com 10° formas dos estoques TC e TS (Fotografias 7 - 9).

A localizacdo dos linfocitos T CD4 e T CD8 foram sempre similares,
compondo a regido paracortical (PC) ao redor da area folicular de linfécitos B (F), e
também a regido cortical (C) (Fotografias 7 - 9).

Os linfonodos proveniente de animais infectados pelo estoque TC
(Fotografia 8) foram sempre maiores que dos animais normais (Fotografias 7a e 7b) e
infectados pelo estoque TS (Fotografias 9a e 9b).

A localizagdo das subpopulagbes de linfécitos nédo diferiram, néo
demostrando que houve aumento preferencial ou migracfo diferencial de ntimero de

um dos tipos celulares.
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Fotografia 2a. Reacdo de imunoperoxidase em secciio criopreservada do baco de
camundongo da linhagem A/J normal. x 20. Anticorpo monoclonal contra linfécitos T CDA4.
Notar a abundancia de linfocitos T auxiliares na bainha periarteriolar (BPA) e corona (C)
rodeando o foliculo (F) na regido da polpa branca (PB). As células também foram

detectadas dispersas na polpa vermelha (PV).

Fotografia 2b. Rea¢fio de imunoperoxidase em secciio seriada do baco de camundongo da
linhagem A/J normal. x 20. Anticorpo monoclonal anti linfécitos T CD8. O perfil de
distribuicdo é similar aos linfocitos T CD4. Notar a baixa presenca de linfécitos T

citotoxico/supressor na area correspondente ao foliculo (seta).
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Fotografia 3a. Reacdo de imunoperoxidase em secclo criopreservada do baco de

camundongos da linhagem BALB/cJ normal. x 12, Anticorpo monoclonal contra linfécitos T

CD4. Notar a abundéncia de linfécitos T auxiliares na bainha periarteriolar (BPA)

rodeando o foliculo (F) na regido da polpa branca. As células também foram detectadas
dispersas pela polpa vermelha. Observa-se uma arteriola central em corte longitudinal e

em corte transversal (a). O padrdo de linfécitos T CD8 é similar ao apresentada pelos
linfécitos T CDA.

Fotografia 3b. Detalhe da area assinalada na Fotografia 3a. Notar as células da bainha
periarteriolar (BPA) individualmente coradas e também presentes no foliculo primario (F).

Ao centro, observa-se uma arteriola seccionada transversalmente (a). x 40.
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Fotografia 4a. Reacdo de imunoperoxidase em secciio criopreservada do baco de
camundongo da linhagem A/J com 72 hs de infeccdo pelo estoque TC. x 24. Anticorpo
monoclonal contra linfocitos T CD4. Notar a bainha periarteriolar (BPA) com uma arteriola

seccionada transversalmente e longitudinalmente (a). A distribuicio é semelhante a de

animais normais (Fotografia 2a).

Fotografia 4b. Reacfio de imunoperoxidase em secciio seriada do baco de camundongo da
linhagem A/J com 72 hs de infeccio pelo estoque TC. x 24. Anticorpo monoclonal contra
linfécitos T CD8. A distribuicdio dos linfécitos T CD8 é semelhante a0s animais normais

(Fotografia 2b) e ocupa as mesmas regides dos linfocitos T CD4 (Fotogr’aﬁa 4a).



FOTOGRAFIA 4a

=
<
5
e
&
S
-
O
~

o

o

.

S .

... . @




Fotografia ba. Reacdo de imunoperoxidase em seccdo criopreservada do bago de

camundongo da linhagem BALB/ed com 72 hs de infeecio pelo estoque TS, x 24. Anticorpo

monoclonal contra linféeitos T CD4. A polpa branca (PB) é maior que dos animais normais

e a bainha periarteriolar ocupa uma area mais extensa. Nio se observam estruturas com

caracteristicas de foliculo secundéario.

Fotografia 5b. Reacdo de imunoperoxidase em seccdo seriada do bago de camundongo da
linhagem BALB/cJ com 72 hs de infeccdo pelo estoque TS. x 24. Anticorpo monoclonal
contra linfocitos T CD8. O padriio de distribuicdo dos linfécitos T CD8 & similar aos
linf6citos T CD4 (Fotografia 5a).
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Fotografia 6a. Reacio de imunoperoxidase em secciio criopreservada do baco de
camundongo da linhagem BALB/cJ imunizadas pelo estoque TC de desafiados pelo estoque

TS (72hs de infeccdo). x 30. Anticorpo monoclonal contra linfécitos T CD4. Notar a polpa

branca (PB) aumentada com relacio ao controle (Fotografia 5). Nao se observam foliculos

secundarios.

Fotografia 6b. Reacdo de imunoperoxidase em secciio seriada do baco de camundongo da
linhagem Balb/cJ imunizadas pelo estoque TC de desafiados pelo estoque TS (72hs de
infecgdo). x 30. Anticorpo monoclonal contra linfécitos T CD8. Observa-se que a regido
ocupada pelos linfécitos T CD8 é menor que a regido ocupada pelos linfécitos T CDA4.
Entretanto, os linfécitos T CD8 possuem a mesma localizagdo dos linfocitos T CD4

(Fotografia 6a).
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Fotografia 7a. Reacfio de imunoperoxidase em seccdo criopreservada do linfonodo popliteo
de camundongo da linhagem BALB/cJ normal. x 24. Os anticorpos monoclonais contra

linfécitos T CD4 definiu a regifio paracortical de células T (PC), inclusive revelando células

T CD4 na area folicular de linfécitos B (F).

Fotografia 7b. Rea¢fio de imunoperoxidase em seccio seriada do linfonodo popliteo de
camundongo da linhagem BALB/cJ normal. x 24. O padriio de distribui¢do dos linfocitos T

CD8 é similar ao de linfocitos T CD4 (Fotografia 7a).
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Fotografia 8. Reacdo de imunoperoxidase em seccio criopreservada do linfonodo popliteo de
camundongo da linhagem BALB/cd com 72 hs de infeccio pelo estoque TC. x 15. Anticorpo
monoclonal contra linfécitos T CD4. Notar o tamanho dobrado do 6rgao com relacdo ao
normal (Fotografia 7a). O padrio de distribuicfio e localizacfio dos linfécitos T CD4 e T CD8

(ndo mostrado) é similar ac normal.



FOTOGRAFIA 8




Fotografia 9a. Reacfio de imunoperoxidase em seccio criopreservada do linfonodo popliteo

de camundongo da linhagem BALB/cJ com 72 hs de infeccdo pelo estoque TS. x 18.
Anticorpo monoclonal anti linfocitos T CD4. A distribuigdo e 1oéa]iza(;éo dos linfécitos T
CD4 é similar ao controle (Fotograﬁa Ta). Nesse corte; observa-se a presenca de linfocitos T

CD4 na area parafolicular (PF) ao redor do foliculo (F).

Fotografia 9b. Reacdo de imunoperoxidase em secciio seriada do linfonodo popliteo de
camundongo da linhagem BAI.B/ed normal. x 18. Anticorpo monoclonal contra linfécitos T

CD8. Notar que a quantidade de linfécitos T CD8 é menor que T CD4. A distribuicio e

localizagdo se equiparam ao apresentados pelos linfécitos T CD4 (Fotografia 9a).

obs: O padréo de distribuicdo dos linfécitos T CD4 ¢ T CD8 do linfonodo popliteo de animais de

ambas linhagens infectadas com os estoques TC+TS (ndo mostrado) é similar ao dos animais

infectados com o estoque TS.
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@iscusséo

A patogenia da Doenca de Chagas humana e experimental ainda contém
muitas incégnitas que dificultam o direcionamento das pesquisas no desenvolvimento
de remédios que visem a cura ou na elaboracfio de vacinas. Experimentos utilizando
modelos experimentais vém sempre apresentando novas descobertas que mostram
acima de tudo a importancia da padronizacio desses modelos experimentais. Fatores
como o curso infeccioso das diferentes linhagens de camundongos (Albright e Albright,
1989; Wrightsman et al, 1982; Trischmann e Bloom, 1982), assim como o uso de
diferentes sexo e idade do animal (Hauschka, 1947; Culberston e Kessler, 1942),
diferencas entre as cepas e estoques do 7. cruzi (Krettli, 1975) e diferencas entre
resultados de experimentos conduzidos em humanos ou em camundongos (Beltz e
Kierszenbaum, 1987; Tarleton e Kuhn, 1983) mostram nitidamente que existe
singularidades no padréo experimental.

Outro fato conhecido, porém ndo muito explorado, é a existéncia de
variacdo dentro da populacdio de parasitas, seja ela mantida in vivo ou in vitro,
verificado em resultados obtidos em experimentos de longa duracfio. Nos parasitas
mantidos in vitro, a quantidade de repiques (passagens e trocas de meios) ¢ um fator
fundamental influenciando na viruléncia da populacdo parasitaria (Menezes, 1968;
Camargo et al, 1989). Esses fatores ja foram apontados por outros pesquisadores e
também foram verificados durante nossos experimentos (resultasdos de mortalidade e
parasitemia). Entretanto estudos mais detalhados sobre a influéncia nos mecanismos
imunoldgicos decorrentes da infecgdo por formas de cultura ainda sdo escassos.

Na tentativa de melhorar as condicdes experimentais, refinou-se as
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condi¢des de manutencio de animais experimentais, que passaram a ser livre de
contaminantes externos e de patégenos especificos, passando a ter uma flora conhecida
(animais SPF). Mesmo assim, experimentos de Rangel et al (1994) revelaram a
existéncia de um virus contaminante presente no sangue de animais SPF infectados
com a cepa Y que interferiam na resposta do hospedeiro ao parasita. Provavelmente
muitos estoques ainda estejam contaminados, principalmente aqueles utilizando
animais mantidos em biotérios convencionais comprometendo os resultados. Este
certamente é um dos fatores que conduzem aos resultados heterogéneos reportados até

o presente.

O presente estudo teve como principal objetivo ampliar os
conhecimentos sobre os diferentes efeitos decorrentes da infecgfio com os estoques TC e
TS de T. cruzi, e discutir os possiveis mecanismos desencadeados pelo estoque TC que
conferem a resisténcia a infeccfio pelo estoque TS, relatado por Camargo et al (1989),
assim como as condicdes experimentais neles utilizadas. Procuramos inicialmente
reproduzir os resultados obtidos pelos pesquisadores para utilizarmos as condi¢Oes
experimentais similares e fazer um estudo extensivo. Assim, camundongos da
linhagem CBA/J imunizados com o estoque TC reproduziram a inducéo do fenémeno
de resisténcia precoce, resultando em 0% de mortalidade quando houve o desafio com o
estoque TS, e garantimos com isso que os parasitas utilizados estivessem nas mesmas
condicOes experimentais.

Com esses dados prosseguimos no estudo comparativo das infeccoes
provocadas pelos estoques TC e TS quanto a taxa de mortalidade, parasitemia e
subpopulacdes de células T de baco e linfonodos popliteos.

Esse interesse pelas respostas dos estoques mantidos in vivo e in vitro se
prende principalmente a dois pontos de vista: um se refere aos efeitos dos estoques
sobre o funcionamento dos mecanismos imunolégicos e comportamento do sistema
imune durante uma infeccdo; outro puramente aplicado, diz respeito a utilizacdo da
forma atenuada em termos de vacinacfio, que é muito visada na tentativa de controle
de qualquer doenca pela sua praticidade e eficiéncia. Varias tentativas de vacinac¢io
foram realizadas, especialmente utilizando o 7. cruzi morto ou suas fraccoes

(Kierszenbaum e Budzko, 1975; Leon et al, 1980; Teixeira, 1983). Estudos tem
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levantado a possibilidade do uso de T.cruzi mantidos em cultura como vacinas, sendo
verificada nas cepas Y (Menezes, 1968), Corpus Christi (Hunt, 1967; Rowland e Ritter,
1984), Brazil (Hunt, 1967; Rowland e Ritter, 1984; Tanowitz, 1981) e Tulahuén
(Basombrio e Bususchio, 1981; Basombrio e Bususchio, 1982). Entretanto, as
tentativas de vacinacdo com parasitas vivos apresentam um poder infectante
iviabilizando a sua utilizacéo.

Em nossos experimentos constatamos que a manutencio do parasita in
vitro o torna menos virulento que a sua manutencéo in vivo. Observamos que o
estoque TC néo foi capaz de matar a populacdo de camundongos como o estoque TS.
Ao diminuirmos a dose, tanto do estoque TC ou do TS, verificamos que a mortalidade
decorrente da infeccio é dose dependente, isto é, o indculo de maior ntmero de
parasitas provoca maior mortalidade e maior parasitemia (dado nfio mostrado), fato
também verificado por Trischmann et al (1978) utilizando a cepa Brazil.

Quando analisamos a parasitemia resultante da infeccdo pelos dois
estoques observamos curvas parasitémicas diferentes. A infeccdo causada pelo estoque
TS, além apresentar maior ntmero de parasitas em todo periodo experimental
analisado, apresentou um pico parasitémico 4x a 9x maior que a infeccio pela mesma
dose do estoque TC, sugerindo que se tratam de populagdes parasitarias diferentes.
Essa diferenca entre a infeccdo do estoque TC e do estoque TS, refletido na sua perda
de viruléncia, é importante no sentido de apontar em qual parte dos mecanismos
imunolégicos eles atuam diferentemente. Se houvesse a possibilidade de detectarmos
qual o mecanismo que causa do distarbio da homeostase do sistema imune que
determina a diferenca da fatalidade entre a infecgdo pelo estoque TS e o TC
poderiamos direcionar as pesquisas no sentido terapéutico, e, adicionalmente,
compreender melhor o funcionamento da resposta imunolégica ao parasita. Estudos
abordando o grau de patogenicidade de formas de T. cruzi da cepa Tulahuén mantidos
em cultura denominado de TCC (Basombrio e Bususchio, 1982) em camundongos das
linhagens Swiss e BALB/cJ mostraram que 99% dos protozoarios do TCC eram formas
epimastigotas. Isso é relevante pois as condi¢des ambientais do TCC proporcionaram
uma fase estacionria em epimastigota e que néo ocorreu no estoque por nés utilizado.

Podemos entéo propor que a diferenca de acéio se reflete na fisiologia de

crescimento dos diferentes clones da populacgfio parasitaria uma vez que o estoque TS
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somente perde a viruléncia apbs 2-3 passage;as em cultura (Camargo et al, 1989).
Dessa forma, o fato da passagem em cultura diminuir a viruléncia pode nos levar a
pensar que os clones virulentos poderiam ser mais eficientes em termos de
metabolismo, ou motilidade, e com isso escaparem do sistema imune de forma mais
eficaz que os individuos menos virulentos. lisse processo de selecéio in vivo é ausente in
vitro. Adicionalmente, estudos da composi¢édo antigénica do estoque TS e TC da cepa Y
utilizando Western Blotting mostraram grande homologia em seus componentes (Silva
et al, 1988), portanto sendo pouco provavel que a diferenca de poucos epitopos sejam

responsaveis pelos graus de letalidade dos dois estoques.

Utilizamos também diferentes linhagens de camundongos para enfatizar
os graus de variabilidade existentes nas linhagens e sua importéncia como modelo
experimental na pesquisa cientifica. Constatamos que a linhagem de camundongos
A/J é mais susceptivel ao estoque TC da cepa Y, refletida numa taxa de mortalidade
maior que os camundongos da linhagem BALB/cJ de C57Bl/6J. Essa susceptibilidade
da linhagem A/J foi visivel por apresentar um periodo de sobrevida, até a mortalidade
total, menor que as outras linhagens. Esses dados referentes a susceptibilidade de
camundongos A/J e maior resisténcia de camundongos BALB/cd e C57Bl/6dJ concordam
com aqueles apresentados por outros autores (Corsini, 1980; Minoprio, 1989).

A parasitemia provocada pela infeccio com os estoques TC ou TS
também foi distinta nas linhagens estudadas. O pico na infecgdo pelo estoque TC foi 4x
menor que o pico pela infeccio com o estoque TS na linhagem A/J, 5x menor em
BALB/ed e 9x em C57BI/6J, demostrando que o processo infeccioso é dependente do
hospedeiro.

Outro fato observado foi que, enquanto o curso parasitémico das
linhagens A/J e C57Bl/6J se mostraram semelhantes, apresentando o pico no mesmo
dia e o ntimero de parasitas decaindo no mesmo periodo, a parasitemia da linhagem
BALB/cd foi peculiar apresentando trés picos, além de se estender por um periodo mais
longo que as outras linhagens. Essa linhagem é moderadamente resistente, pois sua
taxa de mortalidade foi intermediaria aquelas apresentadas pelas linhagens A/J e
ChH7Bl/6d.

Observamos também que a linhagem susceptivel A/J teve um curso
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parasitémico sempre maior que a linhagem resistente C57Bl/6J, ao passo que a
linhagem moderadamente resistente BALB/cJ apresentou uma parasitemia maior que
as outras linhagens. Outra diferenca apresentada pela linhagem BALB/cd foi a
inversdo dos picos decorrentes das infecgoes pelos estoques de 7. cruzi . Enquanto que,
nas linhagens susceptivel A/J e resistente C57BI6/J o pico causado pela infeccéio pelo
estoque TS foi mais precoce em relacdo ao pico causado pela infeccéo pelo estoque TC,
na linhagem moderadamente resistente BALB/cJ a infeccéo pelo estoque TS causou
um pico posterior ao pico causado pela infeccéo pelo estoque TC.

Verificamos que parasitemia pode nfdo se correlacionar com taxa de
mortalidade e com a resisténcia das linhagens de camundongos, pois a linhagem que
apresentou maior parasitemia nfo foi a mais susceptivel nem apresentou a maior taxa

de mortalidade. Isso quer dizer que a alta parasitemia pode néo ser obrigatoriamente

relacionada 2 taxa de mortalidade das diferentes linhagens. Essa observacdo esta de
acordo com Minoprio et al (1989), mas contraria os resultados obtidos por Trischmann
et al (1978) nos quais a parasitemia é proporcional & mortalidade das diferentes
linhagens de camundongos infectados por formas sangiiicolas. Outro fator apontado
por Trischmann et al (1978) foi que as linhagens susceptiveis geralmente morrem no
pico da parasitemia, o que niio foi constatado em nossos experimentos e também néo
observado por Camargo, et al (1989) e Minoprio et al (1989). I importante salientar
que Trischmann et al (1978) utilizaram a cepa Brazil de 7. cruzi enquanto nos
utilizamos a cepa Y, e, como se sabe, as linhagens de camundongos se comportam de
maneira diferente frente a diferentes cepas (Kloetzel e Lafaille, 1983; Trischmann et
al, 1978; Albright e Albright, 1989; Wrightsman et al, 1982).

Ao tentarmos induzir o fenémeno de resisténcia precoce nas linhagens
A/J e BALB/cd verificamos apenas uma prote¢do parcial, ndo reproduzindo a
resisténcia refletida em inducédo de 100% de sobrevida contra o indculo da dose letal do
estoque TS que ocorre na linhagem CBA/J.

A auséncia do fendmeno de resisténcia precoce na linhagem A/J
utilizando 105 formas dos estoques TC e TS pode ser explicado pelo fato de 10° formas
do estoque TC por si ja ser capaz de causar mortalidade. Nesse caso, a infeccdo pelas

formas de cultura em uma dose supra-6tima seria efetivamente incapaz de acionar os
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mecanismos responsaveis pela inducfo da resisténcia. Provavelmente por esse motivo,
a linhagem BALB/cd, que apresentou uma resisténcia igual/superior que a linhagem
CBA/J no que diz respeito a mortalidade, ndo desenvolveu a resisténcia total, como em
CBA/J infectados com os estoques TC+HTS, sugerindo que cada linhagem tenha sua
dose 6tima de inducio do fenémeno de resisténcia precoce.

Assim, quando inoculamos 10° formas do estoque TS em animais das
linhagens A/J e BALB/cJ previamente imunizados com o estoque TC houve apenas
prolongacio no tempo de sobrevida em ambas as linhagens, e que foi mais visivel em
camundongos BALB/cd, demonstrando que a imunizacéo prévia pelo estoque TC altera
o perfil da infeccdo do estoque TS. Fica bem claro que, apesar de termos fixado a dose
de inducdo de resisténcia em 10° formas dos estoques de 7. cruzi e essa dose ser
linhagem-especifica, houve uma protecdo, mesmo que parcial, vinculado a algum
mecanismo diferencial e especifico (Camargo et al, 1989) provocado pelo estoque TC.

Esse efeito da infeccdio por formas mantidas em cultura tém sido
estudada principalmente no seu potencial indutor de protecdo contra as formas
sangiiicolas e verificada através de taxa de mortalidade e parasitemia (Menezes, 1968;
Hunt, 1967; Basombrio e Bususchio, 1982; Rowland e Ritter 1984). Todos esses
trabalhos utilizaram protocolos de vacinagfo, pois a imunizacdo foi feita em um
periodo suficiente longo para a inducfo de producdo de anticorpos. Mesmo assim,
através desses trabalhos, podemos considerar que o inéculo prévio do estoque TC ative
uma resposta imune que pode ser utilizada quando desafiamos com o estoque TS.

Em nosso trabalho, descartamos a acdo de anticorpos especificos pois foi
feita uma imunizacio prévia de um a trés dias, periodo insuficiente para sua producio
(Roitt, 1993).

Entretanto, a contribuicio exata das células T na infeccdo inicial
experimental pelo T.cruzi ainda néo foi definida, mas trabalhos sugerem que seu
efeito anti-parasita nas primeiras semanas precede a resposta mediada por anticorpos
e é independente da sua producfio (Trischmann, 1983; Trischmann, 1984). Assim, uma
analise das subpopulagdes de células T poderia detectar alguma ativacfo diferencial
que pudesse ser correlacionada com a protecéo conferida pelo estoque TC.

Desse modo, conduzimos experimentos no sentido de caracterizar as

subpopulagdes de células T auxiliares (CD4) e T citotoxicas/supressoras (CD8) a fim de
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detectar diferencas nos seus percentuais e localizacdo em 6rgéos linféides em 24, 48 ou
72 hs (tempo estipulado para a inducfo do fenémeno de resisténcia precoce) provocada
pela infec¢io com os estoques TC ou TS. Nesses experimentos utilizamos animais das
linhagens A/J e BALB/cd.

Como o parasita foi inoculado intramuscularmente, analisamos as
subpopulacdes de linfocitos T do linfonodo popliteo, que drena o local da infeccéo, e do
baco, que é um 6rgdo linféide vinculado com a circula¢io sangiiinea e representante da
resposta imune sistémica. Apesar da linhagem C57Bl/6J ser mais representativa do
que a linhagem BALB/cd, no que diz respeito a resisténcia a infeccéo pela cepa Y do T.
cruzi , ndo pudemos continuar os estudos com camundongos dessa linhagem pela falta

de disponibilidade.

Nossos resultados mostram que animais normais das linhagens A/J e
BALB/cJ possuem porcentagens diferentes de linfécitos T. O baco da linhagem A/J
possui maior ntmero de células T CD4 que T CD8, enquanto que na linhagem
BALB/cd a proporcio é igual. Minoprio et al (1989) também verificaram, através de
separador de células (FACS), que a linhagem C57BI/6J normal possui quantidade de
linfocitos T CD4 de baco maior que de linfécitos T CD8. O linfonodo popliteo de ambas
linhagens também apresentaram maior nimero de linfécitos T CD4 que T CD8.

Este trabalho também revelou que a porcentagem dessas células em
animais infectados com o inbculo dos estoques TC ou TS alteram quantitativamente as
populacdes no baco e no linfonodo popliteo nos trés primeiros dias de infeccfo.

Constatamos que, nas linhagens A/J e BALB/cd, o padrdo do baco foi
diferente do linfonodo popliteo. Essa diferenca pode ser explicada pela localizacdo
desses 6rgdos, uma vez que o linfonodo popliteo recebeu uma carga antigénica maior e
primeiramente que o baco, e também pelo papel diferente desses 6rgdos na infecciio
pelo 7. cruzi (Curotto de Lafaille et al, 1990; Lowy et al, 1982).

Observamos que o baco de animais da linhagem A/J infectados com os
estoques TC e TS apresentou uma redugfio no percentual de linfocitos T CD4. Por
outro lado, o baco da linhagem BALB/cJ os linfonodos popliteos de ambas linhagens
apresentaram um aumento dessa populaciio durante a infeccdo pelo estoque TC e uma

reducéio durante a infeccio pelo estoque TS. Nossos dados também apresentam valores
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elevados de linfécitos T CD8 nas infec¢oes pelos estoques TS na linhagem A/J, que
somente ocorreram na linhagem BALB/cJ infectada com o estoque TC. sugerindo que
os estoques provocam respostas imunologicas diferentes.

O fato dos resultados percentuais apresentados pela linhagem A/J serem
diferentes dos apresentados pela linhagem BALB/cJ sugere que a resposta imune ao
T. cruzi  difere nas linhagens de camundongos, confirmando dados sobre
susceptibilidade e resisténcia ao parasita (Trischmann, 1978; Nogueira et al, 1981;
Trischman e Bloom, 1982;. Powell e Wasson, 1993).

Mesmo assim, as duas linhagens mostram reducio das porcentagens de
células T CD4 positivas no baco e linfonodos popliteos durante a infeccéo pelo estoque
TS e nio pelo estoque TC. Uma vez que experimentos de infeccdo pelo T. cruzi

utilizando camundongos nude ou depletados de linfécitos T CD4 mostram que essas

células controlam a parasitemia (Minoprio et al, 1989; Russo e Satorbinas, 1991), essa
reducdio pode contribuir para a maior parasitemia provocada pelo estoque TS
comparado com o estoque TC.

A anélise do curso da infec¢do provocada pelo estoque TS em animais da
linhagem A/J que receberam imunizacéio prévia do estoque TC (I'C+TS) mostrou que
nio houve diferenca entre as porcentagens de linfécitos T CD4 de animais imunizados
e dos que receberam somente o estoque TS, tanto no bago como no linfonodo popliteo.
Entretanto a porcentagem de linfécitos T CD8 mostrou oscilacdes, sugerindo que a
imunizaco pelo estoque TC pode influenciar essa subpopulacéo de células T.

Ao analisarmos animais da linhagem BALB/cJ que receberam os
estoques TCHTS comparados aqueles que receberam apenas o estoque TS, observamos
que a imunizacio prévia modifica a porcentagem de linfocitos T, reduzindo ainda mais
a porcentagem de linfécitos T CD4 e elevando a porcentagem de linfécitos T CD8
apenas no baco, apontando para um importante papel dos linfécitos T CD8 na infeccéo
pelo estoque TC.

Pelo fato da linhagem A/J ter se mostrado a mais susceptivel, no que diz
respeito a taxa de mortalidade, e praticamente ndo ter desenvolvido resisténcia com o
in6culo dos estoques TC+TS, acreditamos que a carga antigénica administrada causou
desequilibrio no sistema imunoldgico que torna dificil a analise dos dados.

Ja o fato da linhagem BALB/cdJ ter desenvolvido certo grau de
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resisténcia a infec¢do pelo estoque TS quando imunizamos previamente com o estoque
TC, a analise do efeito do estoque TC pode fornecer dados que argumentem a
resisténeia conferida por esse estoque. Observamos que, no baco e no linfonodo
popliteo, ele causa um efeito oposto ao estoque TS. Entretanto, quando inoculamos 0s
estoques TC-LTS, ocorre uma reducfio ainda maior da populacdo de linfécitos T CD4,
em ambos 6rgdos. Esse perfil de reducdo acompanha o padréo da infeccdo do estoque
TS, sugerindo que a maior viruléncia desse estoque sobrepde ao estoque TC. O mesmo
é observado com os linfocitos T CDS.

A reducio/aumento da porcentagem observada na populacéo de células
T CD4 e T CD8 do baco dos animais infectados, poderia ser explicada pela migracio
desse tipo celular para o sangue ou outros compartimentos do organismo. Entretanto a
contagem diferencial de linfocitos/granulécitos de sangue periférico (Oliveira, tese de
mestrado, 1995) mostraram que praticamente ndo hé diferenca na proporgéo dessas
células entre animais normais e infectados pelos estoques TC e TS. Outra hipotese
seria a migracdo dos linfécitos para a lesdo tecidual muscular. Sun e Tarleton (1993)
verificaram que a maior populacio celular do musculo esquelético de camundongos
C57BY6J e C3H/Hed infectados com a cepa Brazil era principalmente de linfécitos T
CD8. Experimentos de Ribeiro dos Santos et al (1991) mostram que também ha
infiltracdo de linfécitos T CD4 e T CD8 na lesdo do musculo cardiaco de animais
infectados com o protozoario.

Nos experimentos de Verinaud (tese de doutorado, 1996) verificou-se a
existéncia de muitas figuras mitdticas na medula 6ssea e o timo, também constatado
por Minoprio et al (1989), o que sugere que essas células estéo ativadas e produzindo
linfocinas que podem agir na fase precoce da infecco, alterando o balanco do namero

de linfocitos.

Apesar da infeccfio pelo estoque TC nfo mostrar padrdes de alteracbes
celulares que pudessem inferir um sinergismo ou antagonismo com relacdo ao curso de
infecgdo pelo estoque TC+TS, podemos sugerir que a infeccdo pelos estoques TC e TS
causam uma cinética diferente na quantidade populacional dos linfécitos T CD4 e T
CD8 do baco e linfonodos popliteos, refletindo nos mecanismos que desencadeiam a

acio dos linfécitos T citotoxicos/supressores, os quais estdo comprometidos com a

77



resposta imune ao parasita na fase inicial da infeccdo, também sugerido por outros
autores (Tarleton, 1990-1991-1992; Sun e Tarleton, 1993; Nickel et al, 1993).

Visto que o T. cruzi possui seu ciclo proliferativo intracitoplasmatico,
provavelmente ele induziria preferencialmente uma resposta imune mediada por
células que expressem glicoproteinas codificadas pelo CHP da classe 1 (Tarleton, 1991),
que é o caso dos linfécitos T CD8. Dessa forma, como os linfécitos T da linhagem
BALB/cd sdo aumentados pela infeccéo pelo estoque TC e reduzidas pela infecgéo pelo
estoque TS (e aumentadas pela infecgdo pelos estoques TC+TS) podemos sugerir que a
manutencdo do tripanossoma em cultura de células possibilita o crescimento de clones
com baixa viruléncia e que possuem um processamento vinculado ao CHP diferente do
estoque TS. Esse fato poderia culminar na ativacfio preferencial de linfécitos T CD8 e
que pode ser um dos mecanismos responsaveis pela resisténcia conferida pelo estoque
TC.

Uma vez que o indculo do estoque TC causa, opostamente do estoque
TS, um aumento na porcentagem de linfécitos T CD4, pode ser proposto que a
populacdio parasitaria decorrente da manutencdo em cultura (TC) ative
preferencialmente uma resposta imune mediada por células Thl, secretoras de IL-2 e
IFN-y (Mosmann e Coffman, 1989), e os parasitas derivados de manuten¢do em
camundongos (TS) desencadeie uma resposta mediada por linfécitos Th2, secretoras de
I1.-4, 11-5 e 1L-10 (Mosmann e Coffman, 1989), como tem sido sugerido (Minoprio,
1991; Hontebeyrie-Joskowicz, 1991). Essa estimulacdo dos linfécitos Th1 causaria um
direcionamento para uma resposta imune celular, refletida na ativagéo de linfécitos T
CDS8, conforme reportado anteriormente, culminando na protecdo conferida por esse
estoque frente ao indculo da dose letal do estoque TS. Entretanto, como nossos
experimentos nfo determinaram a dose 6tima de inducéo do fenémeno da resisténcia
precoce nas linhagens A/J e BALB/cd, as nossas suposi¢des aguardam confirmacdes.

Uma vez que o envolvimento dos linfécitos T CD8 no curso infeccioso
provocado pelo 7. cruzi tem sido muito estudado, principalmente no contexto do
parasitismo intracelular e mecanismos efetores de resposta imune ligados aos
componentes do CHP (Tarleton, 1991; Minoprio et al, 1989; Tarleton, 1992; Nickell et
al, 1993; Vandekerckhove et al, 1994), e mesmo que trabalhos (Nickell et al, 1993)
tenham relatado um potencial citotdoxico das células T CDS8, provavelmente essas
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células possuam a acdo refletida na producio de linfocinas, particularmente o IFN-y,
como tem sido sugerido (Reed, 1988; Russo e Satorbinas, 1991; Vandekerckhove et al,
1994).

Nossos experimentos em andalises imunohistoquimicas nos primeiros
trés dias de infeccdo ndo forneceram dados para que pudéssemos estabelecer
correspondéncia com os resultados percentuais, uma vez que sdo dados qualitativos.
Mesmo assim, na maioria dos cortes, a area ocupada por linfocitos T CD4 foi maior que
a de linfécitos T CD8, similarmente aos resultados percentuais. Entretanto, no
observamos uma distribuicdo diferencial ou particularizada dos tipos celulares de
animais infectados em relacfio aos animais normais. Os linf6citos foram detectados,
conforme reportado por Witmer e Steinman (1984), na corona, bainha periarteriolar e
dispersas na polpa vermelha, havendo também a presenca de linfécitos T CD4 na
regifio folicular de linfocitos B em maior namero que os linfocitos T CD8, como
constatado por Nieuwenhuis e Opstelten (1984). 2 importante ser salientado que os
6rgdos de animais infectados foram do maiores que de animais normais, e, por esse
motivo, as regides de reacbes positivas podem parecer maiores.

Observamos adicionalmente que o linfonodo de animais de ambas
linhagens infectadas pelo estoque TC apresentaram um consideravel aumento do
tamanho com relacdo aos normais e aos animais infectados pelos estoques TS ou
TC+TS (como mostrado na Figura 7), sugerindo que esse estoque provocou um
estimulo diferente ao estoque TS nesse 6rgio, e que pode ser devido a proliferacio de
linfécitos T CD4 e T CD8. Outro fator importante é que nos primeiros dias, o aumento
é causado por edema e nfio por proliferacio celular, como constatado por Szakal (1989)
e Verinaud (tese de doutorado, 1996). Esses fatores podem contribuir para falta de

correspondéncia dos resultados percentuais e analises histologicas.

O nosso conjunto de dados sugere que os dois estoques do parasita
estimulam populaces linfocitarias distintas. Visto que os linfonodos popliteos de
animais infectados pelo estoque TC se apresentaram maiores, devido ao aumento de
células ou ao edema, acreditamos que as citocinas secretadas tenham um papel
fundamental na diferenciacfio do processo infeccioso provocado pelos estoques TC e TS,
refletido na taxa de mortalidade, parasitemia e porcentagem celular.
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Esse resultado, somado & observacio de que principalmente os linfocitos
T CDS§ sofrem acéo diferenciada na infec¢io pelo estoque TC ou TS, certamente essas

células desempenham um importante papel na indugdo do fenémeno de resisténcia

precoce.
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onclusao



‘ onclusoes

1- A infecciio causada pelo estoque TS causa maior mortalidade e parasitemia que a

infeccdo infeccio pelo estoque TC.

2- As linhagens A/J, BALB/cd e C57Bl/6J se comportam de modo distinto perante a
infeccdo pelos estoques de 7. cruzi, e, em nossas condi¢bes experimentais, as

consideramos susceptiveis, moderadamente resistentes e resistentes, respectivamente.

3- A imunizacio prévia, com 10° formas de 7. cruzi do estoque TC, induz o fenémeno
de Resisténcia Precoce a infeccdo pelo estoque TS somente na linhagem CBA/J, mas
confere certo grau de resisténcia nas linhagens A/J e BALB/cJ, alterando o perfil de

mortalidade provocada pelo estoque TS.

5- A imunizacdo com o estoque T'C acentuou o perfil de reducdo/aumento observado no
percentual de linfécitos T CD4 e T CD8 do baco e linfonodos popliteos dos animais

infectados com o estoque TS.

6- As linhagens apresentaram diferencas tanto na taxa de mortalidade, parasitemia e
percentual de células T, demonstrando a diversidade entre as linhagens de
camundongos, e enfatizando a importéncia desse conhecimento na elaboragéo de um

81



projeto experimental.

7- O estudo da populagdo celular do baco e dos linfonodos popliteos da fase inicial da
fase aguda forneceu indicactes de que ja existe em 24hs uma ativacio de fené6menos
imunolégicos que culminam em percentuais variados nos 6rgéos linf6ides secundarios,

sendo essa ativacio sistémica.

8- Observacdes histolégicas de 6rgdos linfoides de animais infectados revelaram um
aumento na area ocupada pelos linfécitos T CD4 e T CD8, ndo sendo observadas
diferencas histologicas entre linhagens ou devido & infeccdo pelos diferentes estoques
TC e TS de T cruzi, inclusive em animais que foram previamente imunizados com o

estoque TC e desafiados com o estoque TS.

9. Somente os linfonodos popliteos de animais infectados com o estoque TC
apresentaram tamanho aumentado com relagdo ao controle, sugerindo uma

estimulacdo antigénica diferenciada.
10 - O estudo da infeccéio pelo estoque TC ou TS em 24, 48 e 72 hs de infec¢io forneceu

indicacdes que os mecanismos induzidos pelo estoque TC podem estar estimulando

uma populagdio linfocitaria diferente daquela induzida pelo estoque TS.
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Isolador

Apesar dos isoladores ainda nédo serem de uso (e acesso) comum nas
universidades do Brasil, a tendéncia mundial é que todas as pesquisas que utilizem
animais experimentais recorram a essa fonte, pois seriam diminuidas as dificuldades
de producdo-reproducdo de resultados uma vez que a microfauna, ambiente e
antigenos orais poderiam ser controlados.

Os isoladores siio bolhas de plastico que impedem que o ambiente
externo entre em contato com o ambiente interno. O ar passa por filtros que retém
particulas de até 0,3y, fica estéril e é lancado por um motor de insuflamento de
2800rpm no interior da bolha, sendo entfio retirado por uma saida que também
contém filtros para medida de seguranca. O ar assim é renovado num ciclo de
aproximadamente 18 vezes por hora, impedindo o acimulo de aménia. A entrada e a
saida do ar pode ser regulada de tal modo que haja uma presséo interna maior que a
externa (pressfo positiva) e no caso de haver algum dano no plastico, esse podera ser
reparado sem o comprometimento do ambiente interno uma vez que o ar tendera a
sair. Até o presente momento ndo ha estudos enfocando uma possivel influéncia dessa
pressfo na fisiologia dos animais mantidos no isolador.

Os isoladores servem portanto para a manutencdo de animais
gnotobibticos e SPF, protegendo-os de qualquer contaminacfio que possa vir do meio
ambiente externo. Dessa maneira fica possibilitada a pesquisa onde a resposta a um

determinado agente é singular, livre de respostas cruzadas ou sinergisticas.
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Todos os experimentos foram feitos com animais mantidos no interior de

isoladores tipo Texler produzidos no CEMIB/UNICAMP.

Acomodacao

Para a acomodac¢do de animais de pequeno porte como camundongos,
normalmente sdo utilizadas caixas de plastico forradas com palha de madeira. A
finalidade da palha (maravalha) é possibilitar material para construgio de ninhos,
além de evitar que os animais se sujem com os detritos, também funcionando como
isolante térmico. Esse material deve ser autoclavado e trocado pelo menos duas vezes
por semana (conforme a necessidade), sendo entéo incinerado.

O material disponivel no mercado, e por nés utilizado, consiste em
caixas feitas de plastico polipropileno.

Quanto a populacdo por caixa, esta deve obedecer a observacdo de
dominios territoriais da espécie e contatos sociais pois uma superpopulacéo pode
culminar em canibalismo, além do desconforto e estresse do animal. Adotaremos a

quantidade de até 10 camundongos/caixa.

Alimentacao

A alimentacdo foi feita através do depésito de racdo autoclavada na
grade da tampa da caixa. O bebedouro, em forma de mamadeira com bico de inox, foi
colocado na grade.

As indtstrias disponiveis no mercado que podem fornecer as racbes
proprias para animais de laboratorio. No6s utilizaremos a racdo "NUVITAL CR-1

autoclavavel", COD 6003, proveniente de Nuvital Nutrientes S/A.

Eutanasia

Para o sacrificio dos animais utilizaremos a camara de éter. A camara
de éter é o meio mais comum para sacrificar numerosos tipos de roedores mas
apresenta muitas desvantagens. [ irritante para a pele e mucosas, causando
congestio e edema pulmonar, além de ter odor desagradavel estressando o animal, e
também pode causar alteracdes no hematbcrito. Tem alto risco de explosio e isso é

relevante quando se anestesia um ntmero muito grande de animais fazendo
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estocagem em freezer antes de sua incineracfo, pois os animais ficam impregnados de
éter que pode explodir com uma simples faisca das conexdes do refrigerador. As
mucosas do trato respiratério sdo severamente afetadas dificultando anélises
histolégicas dessas regides.

Escolhemos o éter pois iremos trabalhar com os 6rgéos linfbides e, até o
presente, ndo ha recomendacio bibliografica contraria a esse procedimento. Outro
motivo de seu uso foi a facilidade de manipulacdo e baixo custoxtrabalho comparado

aos outros procedimentos.

Anticorpos monoclonais e hibridomas

Numerosos anticorpos monoclonais que definem diferenciacoes de
leuctcitos e moléculas de superficie celular tem sido desenvolvidos, sendo que uma
série de anticorpos monoclonais para marcadores de membrana T sdo utilizados para
delineacdo de populacdes funcionais de células. Em 1989 o “International Workshop on
Human Leukocyte Differentiation Antigens” identificou muitos grupos e subgrupos de
CDs (cluster of differentiation) reconhecidos por varios anticorpos monoclonais. A
invencéio da técnica de producdio de imunoglobulinas monoclonais por hibridizacdo de
células somaticas descrita por Kohler e Milstein, em 1975, revolucionou a imunologia.
Em reconhecimento a isso, eles foram contemplados com o Prémio Nobel de Medicina
em 1984, juntamente com Niels Jerne.

As imunoglobulinas monoclonais sfo obtidas pela fuséo de plasmocitos
normais, produtores de imunoglobulinas, com células de plasmacitomas (células
tumorais) que perderam esta capacidade, mas podem ser mantidas indefinidamente

em cultura de tecidos. O resultado é um hibridoma secretor de imunoglobulinas. Ainda

que a producfio de hibridomas seja discutida mais amplamente em estagios de
preparacio de anticorpos monoclonais, a maioria dos passos foram analisados em
detalhes que hoje ja séo rotinas. Um hibridoma pode ser formado entfo pela fuséo de
uma simples suspensio celular (de esplenécitos ou linfécitos de ratos ou camundongos
imunizados) com células de tumor (mielomas ou linfomas). Um grande ntmero de
células sdo expandidas para a producdo de anticorpo. Intensivos estudos
imunoquimicos e sorologicos sdo também feitos para aumentar a especificidade do

anticorpo.
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As linhagens de hibridomas por nés utilizadas foram:

a) GK1.5 - anti CD4+ de camundongo produzida pela linhagem de célula tumoral de
rato GK1.5. Esse anticorpo reconhece molécula de superficie de linfocito T designada
L3T4, de peso molecular de 52.000, que é expressa em aproximadamente 20% dos
esplendcitos (Dialynas et al, 1983). Perfizemos todos os experimentos utilizando uma
dilui¢do de 1/1.000 em solucéio salina,
b) Y2S - produz anti CD8 de camundongo produzido pela linhagem de célula tumoral
de rato YTS 169 mantida em cultura. Utilizamos também a diluicdo de 1/1000 em
solugdo salina.

Grandes quantidades de anticorpos podem ser produzidos em
sobrenadantes de culturas de hibridomas ou por fluidos asciticos em camundongos

singeneicos ou ndo. Assim, duas diferentes metodologias sdo empregadas para

melhorar a producdo mais concentrada de anticorpos monoclonais para a obtencéo de
reagentes. Primeiramente, avancos da tecnologia de condi¢des de cultura para células
de hibridomas podem proporcionar altas produ¢des de sobrenadantes de cultura. O
sobrenadante pode ser concentrado cerca de 10 vezes por precipitacdo com sulfato de
aménia. A concentracio do anticorpo pode também ser aumentada pela liofilizacdo
ap6és uma filtracdo parcial por gel-filtracdo, cromatografia de troca ibnica ou
cromatografia de afinidade.

A descoberta de camundongos mutantes nus (descrito brevemente por
Isaacson e Cattanach, 1962) foi descrito detalhadamente por Flanagan em 1966. A
genética da mutacfio confirmou que a perda do pelo foi determinada por um gene
recessivo autossdmico o qual Flanagan denominou de nude e simbolizou como nu. A
importancia desse animal mutante na pesquisa biomédica foi reconhecida quando
Panterlouris em 1968 reportou que, excepcionalmente por um resquicio rudimentar,
ndo havia timo. Essa descoberta foi muito importante no estudo de dicotomia do
sistema imune de mamiferos e das relacdes dos diferentes tipos de células T e B. Logo
ap6s a descoberta da aplasia timica em camundongos nude, Rygaard e Povlsen (1969)
reportaram sucesso no transplante de tumores malignos humanos nesses animais.
Essa observacfes comecaram uma nova era na pesquisa oncologica proporcionando um
modelo natural vivo para o estudo de neoplasmas. O crescimento de espécies de

hibridomas produtores de anticorpos em animais nude para o aumento da
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concentracdio de anticorpos monoclonais pode ser considerado uma terceira aplicacéo
importante dos animais nude. O nude é utilizado quando ha a necessidade de se obter
anticorpos monoclonais de uma linhagem celular de uma espécie diferente do receptor.
Dessa maneira, o nude imunodeficiente nio rejeitara as células do hibridoma de um
animal de outra espécie no processo de formacéo do ascite. Como existe o problema de
manutencdo do nude (uso de isoladores e dificil criacfio pois néo procriam), alguns

métodos podem ser adaptados.

Imunoperoxidase

O método que utilizaremos denomina-se ABC ou avidina-biotina-
peroxidase (imunoperoxidase). Essa técnica pode ser aplicada a amostras de células
(Bergroth et al, 1980) ou secgdes de tecidos congelados (Henderson et al, 1981).

A avidina é uma glicoproteina de peso molecular 68.000 com uma
afinidade extraordinariamente alta (10 M) pela vitamina biotina de baixo peso
molecular (Wilchek, 1984). Pela sua afinidade ser acima de um milhdo de vezes maior
do que do Ac pela maioria dos antigenos, a ligacdo da avidina a biotina (similar a
interacio Ag-Ac) é essencialmente irreversivel. Em adicdo a essa alta afinidade, o
sistema avidina-biotina pode ser efetivamente explorado pelo fato da avidina ter
quatro sitios de ligacdo pela biotina, e a maioria das proteinas (incluindo Ac e
enzimas) pode ser combinada com muitas moléculas de biotina.

Os componentes dessa reagdo sdo:

1- Anticorpo Primario:
Fornecido de ascite de hibridoma de rato
2- Anticorpo Secundario:
anti IgG de rato biotinilada adsorvida em camundongo produzida em coelho
Vector Laboratories - USA /cat n° Ba-4001, Lot. n° DO113
3- Streptoavidina / ‘Horseradish peroxidase’ Biotinilada
DAKO Corporation - USA /code n® K377

4- DAB (solucdo de substrato para peroxidase)

A dinimica da reacdo ocorre como se segue: quando os tecidos, ou
semeadura celular, reagem primeiramente com esse Ac. primario (1) dirigido contra o
antigeno celular. Sobre ele é colocado o Ac. secundario (2), que é uma imunoglobulina
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anti-Ac.primario-biotinilada, e caso tenha havido o reconhecimento da proteina
marcadora pelo Ac. primario, havera a sucessiva ligacfio. O passo seguinte é adicionar
a mistura de estreptoavidina-biotina-peroxidase (3), que vai se ligar a biotina do Ac.
secundario. Por Gltimo adiciona-se o substrato da enzima peroxidase (4). Caso tenha
havido reconhecimento do antigeno celular pelo anticorpo primario havera ligacéo

entre todas as etapas, visualizada pela degradacéo do substrato.

Reagentes
a) Para inativacdo da peroxidase endogena:

Como existem riscos de interferéncia das peroxidases endbégenas, no caso do
método de imunoperoxidase, quando se utiliza 6rgédos ricos em peroxidase, como o

baco, faremos um bloqueio com H, O, 3% diretamente na lamina. No caso de cortes

de tecido congelado utilizamos o banho de metanol-H, O, por 20 minutos.
b) Para lavagem dos cortes e células em laminas:

PBS - tweem 20 (1%) - pH7,2

PBS - tween 20 (1%) - leite desnatado (5%) - pH7,2
¢) Para o bloqueio:

PBS - tween 20 (1%) - leite desnatado (5%) - SBF(20%) - pH7,2
d) Para as dilui¢des dos anticorpos primarios e secundarios:

PBS - BSA (1%) - pH7,2
e) Para dilui¢do da avidina-biotina-peroxidase:

tampdao Tris-HCI - pH7,2
f) Para diluicdo da substincia reveladora 3-3-diamino benzidina:

tampéo Tris-HCI - pH7,2

Tabelas

As Tabelas seguintes apresentam os dados percentuais obtidos pela
contagem das células T CD4 ou T CDS8, reveladas através da técnica de
imunoperoxidase, juntamente com o erro padrdo médio e os valores que apresentaram

diferenca estatisticamente significantes..
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Orgao Infecgdo % T (CD4) % T (CD8)
Baco C (controle) 23.89+1.69 15.98 £0.96
TC 24 16.20 + 1.36% 18.19 £ 3.05
48 16.97 + 2.24* 16.48 + 3.30
72 19.60 + 1.87* 17.96 £ 1.87
TS 24 15.87+3.11% 21.11 £2.81%
48 19.37 £ 0.69* 24.74 + 1.92%
72 13.80 £ 1.57* 16.39 +0.72
Linfonodo H C (controle) 44.53 £1.13 26.77 £ 2.59
TC 24 38.38 + 3.39* 27.70 £ 1.66
48 56.89 + 1.74* 29.63 £ 5.46
72 48.87 + 3.53 26.68 + 2.48
TS 24 33.83 + 2.34* 34.27 + 3.06*
48 33.36 + 3.42* 23.29 +4.24
72 29.87+2.57* 30.53 £ 1.72
Linfonodo CT C (controle) 44.53 +1.13 26.77 £ 2.59
TC 24 48.80 £ 3.14 29.79 +8.73
48 50.37 £ 3.95 27.77+2.12
72 47.96 +4.24 29.58 £ 3.60
TS 24 40.47 £ 3.85 25.49 £ 1.89
48 4493 £ 1.20 21.90 +3.92
72 28.72 + 4.20* 25.07+4.39

Tabela 3 - Porcentagem de linf6citos T de baco e linfonodo popliteo de camundongos da
linhagem A/dJ.
* diferenca estatisticamente significante, 0.01<p1<0.1, a=0.05, Tc=2.57 (teste t-student)
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Orgdo Infeccio % T (CD4) % T (CD8)
Bago C (controle) 23.14+1.05 25.06 +1.29
TC 24 22.88 + 3.48 20.94 + 0.55*
48 25.15 +£3.04 30.06 £ 1.44*
72 28.35 + 3.80 25.95 + 1.99
TS 24 20.70 £ 2.18 22.16 £ 2.28
48 20.71 £ 1.12* 24.93 +2.01
72 13.86 + 1.12% 13.87 £ 2.35*
Linfonodo H C (controle) 38.47 +0.89 21.66 +£1.97
TC 24 46.26 £ 2.71% 22.49+2.85
48 49.82 + 1.53* 22.52 + 1.84
72 40.34 £ 2.21 31.51 +2.78%
TS 24 45.49 + 4.4T* 24.70 £ 1.48
48 37.69 £6.50 22.07+2.29
72 28.84 + 3.19% 19.49 + 2.46
Linfonodo CT C (controle) 38.47 +0.89 21.66 +1.97
TC 24 46.98 + 2.27* 26.52 + 3.47
48 54.19 +2.11% 26.82 +2.97
72 NR NR
TS 24 49.12 + 3.84% 29.39 + 0.68*
48 42.13 £4.95 24.46 +2.94
72 NR NR

Tabela 4 - Porcentagem de linf6citos T de baco e linfonodo popliteo de camundongos da
linhagem BALB/cd.
* diferenca estatisticamente significante, 0.01<p1<0.1, «=0.05, Te=2.57 (teste {-student)

**NR = néo realizado
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Orgéo Horas % CD4 % CD8
TS (controle) TCTS TS (controle) TCTS
Baco 24 15.87+3.11 18.55 £ 0.04x 21.11+281 19.46 +0.86
48 19.37+0.69 18.48+1.20 24.74 +1.80 14.96 + 1.80*
72. 13.80+1.57 16.99+292 16.39 £0.72 19.44 £ 0.93*
Linfonodo 24 33.83+234 3099225 34.27+3.06 22.24+193*
H 48 33.36 +3.42 32.02+231 23.29+4.24 32.66.+2.72%
72 29.87+257 NR 30.53+1.72 NR
Linfonodo 24 40.47+3.85  39.05 £4.07 25.49+1.89 28.30£0.81
CT 48 4493 +1.20 25.72+1.39 21.90+3.92 23.21+£347
72 98.72+4.20 NR 25.07+4.39 NR

Tabela 5 - Comparacdo entre os percentuais de linfécitos T de camundongos da linhagem A/J

infectados somente com o estoque TS e camundongos imunizados com o estoque TC e depois

infectados com o estoque TS.
* diferenca estatisticamente significante, 0.01<p 1<0.1, a=0.05, Te=2.57 (teste t-student)

** NR = n#o realizado
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Orgio Horas % CD4 % CD8
TS (controle) TCTS TS (controle) TCTS
Baco 24 22,16 £2.28 19.26 £0.95 20.70+2.18 27.11 +1.99*%
48 24.63+£2.01 16.93 £0.66% 20.71+1.12 23.77 £ 1.04*
72 13.87+2.35 10.70£0.99 13.86 +1.61 17.98+£2.60
Linfonodo 24 45.49 +4.47 31.41+1.20* 24.710+1.48 27.52+6.29
H 48 37.69 £6.50 3226+ 1.70 22.07+229 20.18+2.25
72 28.84+3.19 NR 19.46 +2.46 NR
Linfonodo 24 49.12+3.84 36.70+3.41*  29.39£0.68 31.95+3.75
CT 48 42.13+4.95 29.90 = 1.33% 24.46+2.94 20.14+1.85
72 NR NR NR NR

Tabela 6 - Comparacdo entre os percentuais de linfécitos T de camundongos da linhagem

BALB/cd infectados somente com o estoque TS e camundongos imunizados com o estoque TCe

depois infectados com o estoque TS.
* diferenca estatisticamente significante, 0.01<p1<0.1, 2=0.05, Tc=2.57 (teste t-student)

** NR = n#o realizado
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