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I - INTRODUCZHRDO

A partir dos trabalhos iniciais de CHAGAS (1909), varios
pesquisadores tém procurado isolar o agente etioldgico da tripa
nossomiase americana de casos humanos ou de animais naturalmente
infectados (ANDRADE, 1974). As varias amostras do agente assim
isoladas e mantidas por passaygens seriadas, em animais suscepti
veis ou em meios de cultura, sao conhecidas na literatura sob a
denominagao de cépas ou amostras de Trypanosoma cruzi (LUMSDEN,
1966).

Alguns laboratdrios vém mantendo diferentes amostras pa
ra estudos comparativos, visto que diferentes graus de histotro
pismo, parasitéemia,. mortalidade.. .e.. lesoes tém sido veri
ficados em relacdo as diferentes amostras (MAZZOTTI, 1940; VON
BRAND et alii, 1948; BRENER, 1965; BICE et ZELEDON, 1970;: ANDRA
DE, 1974).

As caracteristicas antigénicas de diversas amostras de
T.cruzi tamb&m tém sido estudadas por diferentes pesquisadores,
;ue tém mostrado poderem elas ser classificadas em grupos sorclo
gicamenfe distintos, independentemente de relacac con fatores
tais como patogenicidade, distribuigao geografica ou aspectos epi
demioldgicos (NUSSENZWEIG; DEANE et KLOETZEL, 1963; MEDTNA et CHA
VES, 1970; ALARCON SEGOVIA et alii, 1974).

puadros clinicos os mais variados, aparentemente produzi
dos por diferentes amostras do protozoario, tem sido encontrados
em diferentes areas endémicas (ALARCON SEGOVIA et alii, 1974) .
Contudo, estudos dos aspectos metabdlicos e de cultivo de 4 a-
mostras gue apresentavam patogenicidades diversas para ratos nao
mostraram diferencas que justificassem as diferencas patogénicas

(VON BRAND et alii, 1948). Igualmente infrutiferas foram as ten
tativas de demonstrar toxinas em amostras com patogenicidades di
ferentes (ORUMURA, 1966).

As diferentes amostras estimulam o sistema imunitirio do
hospedeiro, como tem sido constatado em numercsos expaerimentos
que demonstram, por diferentes té&cnicas soroldgicas, seja a pre
senca de anticorpos anti T.cruzi em soxos de chagasicos, seja u-
ma exacerbagac da infecgao pelo uso de immxxgupressgo (GUERREIRQ
et MACHADO, 1913; MUNIZ et FREITAS, 1944; MUNIZ, 1947; HAUSCKA
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et alii, 1950; CAMARGO, 1966; ANDRADE, SILVA et ANDRADE, 1967;
POTHIER et alii, 1969; CERISOLA et alii, 1971; AILARCON SEGOVIA et
alii, 1974).

Contudo, em que pese a existéncia dessas evidéncias indi
cativas de gue a infecgao & atenuada por mecanismos imunes, a na
tureza precisa dos mecanismos ainda permanece obscura (ALARCON
SEGOVIA et alii, 1974).

Sabe—se que alteracoes nas proteinas séricas ocorrem du
rante a infecgdo de diferentes hospedeiros por hemoflagelados do

género Trypanosoma. Assim, trabalhando com soros humanos de pa

cientes chagasicos, seja em fase cronica, seja em fase aguda, al
guns ?esquisadores demonstraram alteragaes nos niveis de varias
proteinas sdricas (PINTO et FALCAO, 1958; SALUM et alii, 1959).
Por outrQ-lado, SENECA, SANG et TROC (1958}, trabalhandoc com a
amostra Tulahuan de T.cruzi inoculada em camundongos Dba;. - de
monstraram no soro destes camundongos, no 159 dia de infecgao, modera
da redugdo de albumina e aumento das fragtes o, B e y globulinas.
Tais resultados foram parcialmente confirmados recentemente por
CAPRERN, MATTERN et PAUTRIZEL (1974), estudando comparativamente
os niveis das proteinas séricas durante a infecgao de camundongos
por T.cruzi ou por T.gambiense.

Na revisao bibliografica realizada, pouco ou guase nada
encontramos sobre as provaveis alteragoes séricas que podem ser
encontradas em consequéncia do parasitismo pelo T.cruzi.

Da literatura consultada, conclui-se gue nac houve preo
cupacido em estabelecer correlagao entre as caracteristicas biold
gicas das amostras e as alteragoes séricas encontradas. Deste mo
do, nao temos informagdes se, durante a infeccao por diferentes
amostras, ocorre o mesmo padrao de alteragdes séricas.

Visando contribuir para a obtengao de tais informacgoes,
procuramos estudar comparativamente a resposta sérica de camun
dongos de mesma linhagem e experimentalmente infectados con a
amostra Y, considerada de alta patcogenicidade (BRENER, 1261}, ou
com a amostra Nicaragua, gque segundo REPKA*, apresenta baixa pa

togenicidade.

% D,REPKA, comunicacao pessoal.



I - MATERTIAL B METODOS

1. Animais utilizados.

1.1. Camundongos.

Foram utilizados camundongos Swiss de ambos oé Sexos, com
24 a 26 dias de idade, criados no biotério central do Campus de
Botucatu, da UNESP.

Os animais foram separados em dois lotes de 225 camundon
gos, constituidos de 165 machos e 60 fEmeas cadé um. 0Os animai;
foram separados segundo O séx0, em caixas com capacidade para a-

lojar 15 camundongos, e receberam Agua e alimentacao ad libitum

1.2. Coelhos.

Utilizamos coelhos albinos de cerca de trés meses de ida
de, alojados em gaiolas individuais, em gue recebiam agua e eram

alimentados com ragao apropriada para a espécie.

2. Amostras de Trypanosoma cruzi.

2.1, Amostra Y.

Isclada em 1953 por SILVA e NUSSENZWEIG, foi fornecida pe
lo Dr. Zigman Brener, do INERU - Belo Horizonte, M.G.. Esta amos
+ra vem sendo mantida desde 1973, no Departaménto de Parasitolg
gia do Instituto Basico de Biologia Médica e Agricola da UNESPT
por passagens semanals em camundongos -albinos de 18 a 20 g e em

cultura em meio de LIT (FERNANDES et CASTELLANI, 1566).

2.2. Amostra Nicaragua (NIC).

Fornecida pelo Dr. F.A.Neva, do NIH- Bethesda, Ma. - U.S.A.,
ven sendo mantida em cultura em meio de LIT desde 1974. Formas
de cultura da amostra NIC, obtidas apds 15 dias de crescimento em
meio de LIT, foram incculadas em camundongos albinos machos de

i8 a 20 g, para obtencao de tripomastigotas circulantes. Com 08
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‘tripomastigotas assim obtidos, iniciamos uma série de 4 passa-~

gens quinzenais em camundongos, para que a amostra se adaptasse
aos animais de experimentacao.

3. Inoculagao experimental dos camundongos.

Animais foram inoculados intraperitonealmente com 0,2 ml
de uma suspensao contendo nimero conhecido de tripomastigotas cix
culantes, obtidos a partir de sangue de camundongos em pico de
parasitemia. O nimero de tripomastigotas circulantes foi estima
do pelo método de PIZZI modificado por BRENER (1261) e as dilui
¢bes feitas em salina 0,15 M estéril.

Baseando-nos em experimentos preliminares nos quais veri
ficamos que, para obtencdo de animais com infecgoes prolongadas,
deveriamos utilizar indOculos de 200 e 3000 tripomastigotas das a-
mostr&s Y e NIC de T.cruzi, respectivamente, dividimos nossos a-
nimais em dois lotes:

Lote Y - constituldo de 225 camundongos inoculados com

200 tripomastigotas da amostra Y,
Lote NIC - constituldo de 225 camundongos inoculados com

3000 tripomastigotas da amostra NIC.
3.1. Seguimento da infecgao.

A mortalidade nos dois lotes de animais foi registrada
diariamente.

_ ‘Semanalmente, eram escolhidos ao acaso 15 animais de ca
da lote (11 machos e 4 fémeas), para Verificagéo de parasitemia
‘e obtengdo de soro.

A verificagao de ocorréncia de parasitemia foi realizada
examinando-se ao microscdpio Otico, entre lamina e laminula 22 x 22
mm, sob objetiva 40x, duas aliquotas de 5 mm3 de sangue, colhido
da cauda de cada camundongo. Formam-se assim, 7.250 campos micros
copicos, 50 dos quais escolhidos ao acaso, foram examinados. Os
animais foram considerados com parasitemia negativa, quando nao
se encontrava pelo menos um tripanoe=soma em gualgquer dos 50 cam
pos examinados.

0 sangue colhido por pungac cardiaca desses animais sex
viug para obtengao das misturas de soros que eram centrifugadas a

3.500 r.p.n. durante 40 minutos, inativadas a 56°¢ por 30 minu
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tos e armazenadas em freezer a -20C, até o momento de serem ana

lisadas.
4. Obtengao de globulina de camundongo.

A mistura de soros provenientes de cerca de 300 camundon
gos normais, de idade variada, foi utilizada para obtencao da fr;
¢do globulinica, pela técnica preconizada por MELLORS (in OLIVE;
RA LIMA et DIAS DA SILVA, 1970). A fracado globulinica obtida fo}'
armazenada em Ffreezer a -20°C, até o momento de uso.

5. Imunessoros.

'5.1. Soro de coelho antiglobulina de camundongo.

Para obtengdo de antiglobulina de camundongo, coelhos de
trés meses de idade foram inoculados inicialmente nos coxins plan
tares posteriores com 0,5 ml de soluczo de globulina de camundog
go (20 mg/ml), misturada em partes iguais com adjuvante completo
de Freund. Apds 30 dias, os animais receberam 1 ml da mistura por
via subcutanea. Uma dose de 10 mg de globulina dissolvida em 1
ml de salina 0,15 M foi ministrada um més apds, por via intraperi
toneal. Esta inoculagao foi seguida, apds 24 horas, por uma séri;
de inoculagoes endovenosas com 1 ml de solucac de globulina preci
pitada peloc alumen de potassio a 0,5%, de acordo com o seguint;
esquema: 1 mg no 19 dia, 2 mg no 29 dia e, a partir do 49 dia, 5
mg a cada 2 dias durante duas semanas consecutivas. 2 12 sangria
foi realizada 7 dias apds a Gltima inoculacao. Um més apds a alti
ma dose, os animais receberam duas novas doses de 5 mg por via sub
cutidnea, a intervalos de 15 dias, tendo sido sangrados 7 dias apOs
cada inoculacao (22 e 32 sangrias).

Os soros obtidos foram inativados a 56°C por 30 minutos,
analisados por imunoeletroforese frente a soro normal de camundon

[a] -
do e armazenados a —20 C ate o momento de uso.
5.2. Soro de camundongo anti-hemlcias de carneiro.
Quarenta e cinco camundongos de 26 dias de idade foram

inoculados, através do plexo orbital, com 0,2 ml de suspensio de

hemicias de carneiro, em salina 0,15 M, contendo 5}{158 células/ml,
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Grupos de 15 canmundongos foram sangrados por pungao cardiaca, se
manalmente, duixante trés semanas consecutivas. Os soros individuais
obtidos em cada semana foram misturados, constituindo-se assim,
trés diferentes misturas, as guais foram inativadas a 56°C por 30
minutos, e armazenadas a —ZOOC, até o momento de uso.

5.3. Antiglobulina de camundongo marcada com isotiocianateo de
fluoresceina.

O soro antiglobulina de camundongo marcada com isotiocia
. nato de fluoresceina foi gentilmente fornecido pelo Dr. Mirio Ca
margo, do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, e apresen
tava um titulo de 1/80 e relagao F/P igual a 7,2 x 103

6. Dosagem de proteina.

O teor proteico da fragao globulinica e dos soros de ca
mundongos foi determinado pela reagao com o biureto, segundo a
técnica de WEICHSELBAUN modificada por DITTEMBRANDT {(in OLIVEIRA
LIMA e DIAS DA SILVA, 1970), utilizando-se uma curva padrao de
proteinas tragada a partir de uma solugao de soro albumina bovina
previamente dosada através do processo de microkjeldahl (KABAT et
MAYER, 1968). '

7. Eletroforese em membranas de acetato de celulose.

A eletroforese dos diferentes soros imunes e normais foi
realizada a temperatura ambiente, com tampao veronal-acetato pH
8,8, aplicando-se 135 volts e cerca de 2 mA por membrana, durante
45 minutos, em cuba Mikrophor-Boshcamp, utilizando-se aplicador
de 0,05 ul.

As membranas foram coradas por 3 minutos em solugao de ami
do Schwartz 10 B em acido acético e metanol (1:10:90) e diferen
ciadas por passagem em 3 banhos de solugao descorante de metanol-
~3cido acético (9:1), durante um tempo minimo de 10 minutos.

A diafanizagao foi realizada em solugio de dioxana-metanol
{(7:3) durante 3 a 4 minutos, e a seguir as membranas foram agueci
das a 80°C por 15 minutos.

As membranas foram analisadas em registrados Zeiss EI-3,

gue permite simultaneamente registrar a extingBo e a integracao.
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‘As areas correspondentes a albumina e a o, 8 e vy globulinas foram
delimitadas de acordo com as instrug&es de GRABAR (in GRABAR et
BURTIN, 1968) .

8. Imunoeletroforese cruzada.

0Os imunessoros foram analisados com um mesmo s0ro poliva
lente de éoe]iio anti-globulina de camundongo a 1/40, através da
imunoceletrofoxese cruzada, como preconizado por CLARKE (1971).

Foram utilizadas placas de vidro de 9 x 12 cm, recobertas
de uma camada de agarose a 1% em tampao veronal pH 8,6 e 0,025 M,
com uma espessura de 1,5 mm. a

A eletroforese na 12 dimens3o foi realizada com 5 ul de
soro de camundongo, aplicando-se 10 volts/cm (10 mA) por placa,
durante 60 minutos, a temperatura ambiente. Para a ' eletroforese
na 22 dimensao, foram aplicados 2 volts/cm (5 ma) durante 18 ho
ras, a mesma temperatura.

9. Reacao de imunoflucrescéncia indireta.

A técnica da reagao de imunofluorescéncia indireta preco
nizada por CAMARGO (1871}, foi utilizada para a constatagao da pre
senga de anticorpos anti-T.cruzi.



I1T - RESULTADOS

1. Evolugao da infeccido experimental.

A evolugao da infecgao nos grupos de 15 camundongos exami
nados seﬁanalmente, mostrou que praticamente a totalidade dos ani
mais examinados apresentou parasitemia no final da 22 e 33 sema-
nas apds a inoculagao (Tabela I).

Pode~se verificar ainda, pela Tabela I e Figura I, gue 20%
dos animais inoculados com a amostra Y apresentaram . parasitemia
j4 a partir do final da 12 semana. apds a inoculago, para atingir
niveis de 93% na 22 e 32 semanas. A porcentagem de animais com pa
rasitemia decresceu significativamente a partir da 428 semana, a-
tingindo valores nulos depois da 62 semana apds a inoculacg3o.

Os camundongos inoculados com a amostra NIC apresentaram
uma evolugao assaz diferente. Com esta amostra de T.cruzi, apesar
dos camundongos apresentarem escassos tripanossomas circulantes,
estes permaneceram por longos periodos na circulac@o. Pela Tabela
I e Figura 1, pode-se notar que, desde a 12 semana apds a inocula
cao, a porcentagem de animais com parasitemia comprovada foi supe
rior (40%) aquela apresentada pelo lote de animais inoculados com
a amostra ¥ (20%). Observa-se ainda, gue 53% dos animais inocula
dos com a amostra NIC apresentaram parasitemia mesmo 14 semanas
apds a inoculagao, ao contrario do gue ocorreu com o lote de ca
mundongos inoculados com a amostra Y, gue a partir da 62 semana
apds a inoculagéo, nao apresentou nenhum camundongo com parasite
mia patente.

A mortalidade decorrente da infecgao foi diferente nos
dois lotes de animais inoculados.

No lote de animais inoculados com a amostra Y,observou-se
uma alta mortalidade (78 animais) entre a 32 e 42 semanas apbds a
inoculagao, ocorrendo, entao, uma estabilizacdo da curva de morta
lidade, com peguenco incrementce no nimero de animais mortos (Tabg
la I e Figura 2).

A amostra NIC mostrou-se multo pouco letal para os ani-
maig inoculados, com uma freqiiéncia maior de mortes (9 animais)
entre a 62 e 7% semanas de observacao (Tabela I e Figura 2).

Durante o periodo de observagao (9 semanas), a amostra Y
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causou 56,2% <«de mortalidade, enquanto que a amostra NIC levou a
morte apenas 9,6% dos animais inoculados (Figura 2).

2. pProteinas s=séricas no decurso da infecgao.

2.1. Proteinas séricas totais.

Dosagens de proteinas nos soros obtidos semanalmente 'de
grupos de 15 animais infectados com as diferentes amostras de T.
cruzi revelaram elevagao dos niveis das protelnas séricas totais
em ambos os lotes de animais, elevacao essa gue perdurou durante
guase todo o tempo de observagao, como se pode notar na Tabela IT
e Figura 3.

A elewvacao dos niveis séricos das proteinas totais obser
vadas nos soros de animais infectados nio ocorreu nos soros de ca
mundongos normails ou inoculados com hemacias de carneiro e com i-
dades correspondentes ds trés primeiras semanas de observacao (Ta
bela III).

Como se& pode observar na Figura 3, os niveis das proteil
nas s@ricas, em ambos os lotes de animais, sofreram acentuada ele
vagdo por volta da 32 semana apds a inoculacdo. _

No soro de animais inoculados com a amostra Y, o nivel das
proteinas séricas atingido na 32 semana de observagao permaneceu
inalterado até a 92 semana de infecgao. Nao foi possivel continuar
nossas observagoes devido & inexist@ncia de sobreviventes (Tabela
i).

No soro do lote inoculado com a amostra NIC, o padrao das
proteinas séricas foi similar, até a 92 semana, ao observado no
lote inoculado com a amostra Y. A partir desta data, os niveis con
tinuam elevados, com pequenas flutuacoes até a 132 - 142 semanas,
quando se observa uma redugac a niveis praticamente semelhantes
aos apresentados por animais normais.

Esses mesmos soros foram submetidos a eletroforese em mem
brana de acetato de celulose, usando-se como padric soros de ca
mundongos normals. Os resultados obtidos na densitometria e na in

tegragio sao apresentados a seguir.

2.2. Fragac albumina.

Os nivels séricos da fragdo albumina, no grupo de camun
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- dongos inoculados com a amostra NIC, praticamente dobraram a pax
tir da 22 semana de infecgéo. Reduziram-se, a seguir, a niveis
mais baixos, nao retornando, entretanto, ao nivel normal rmesmo em
camundongos com 14 semanas de infecgado, quando ocorre um novo au
mento a nivel semelhante ao observado na 22 semana {(Figura 3).

0 lote de camundongos inoculados com a amostra Y revelou
um padraoc dos niveis séricos da fracao albumina muito semelhante
ao lote inoculado com a amostra NIC, apresentando, entretanto, um
elevagdo maxima ao redor da 62 semana apds a inoculagio (Figura
3) .

2.3. Fragao a.

A fragao o globulina apresentou variacao ciclica com ni
veis ora mais altos ora mais baixos que os de camundongos normais
(Figura 4). '

No lote de animais inoculados com a amostra NIC, os maio
res niveis ocorreram a cada 4 ou 5 semanas, ou seja, na 4§, 92 o
142 semanas apds a inoculagao.

No lote de animais inoculados com a amostra ¥, o interva
lo entre os maiores niveis foi de 3 semanas, isto &, os maiores ni

. a a a .. ~
veis foram observados na 3=, 6= e 9= semanas de infeccgao.

2.4, Fracgao 8.

Como se pode notar pela Figura 5, as variag¢oes dos niveis
da fragdo B também ocorreram de modo ciclico, permanecendo, entre
tanto, senmpre em niveis superiores aos normais.

No lote de camundongos inoculados com a amostra NIC, os
maiocres niveis ocorreram na 3§, 62 e lzérsemanas, enguanto nos i-
noculados com a amostra Y pudemos observar picos na 42 e 62 sema
nas, visto gue, com esta amostra, sO pudemos analisar soros de ca
mundongos com 9 semanas, quando aparentemente teriamos nova eleva

gaoc.
2.5. Fragao v.
Os niveis da fracac y sofreram uma redugdoc no inicio  da

. ~ a a ,
infecgao (1= e 2= semanas) por gualguer das amostras de T.cgruzi

. . . =& —
utilizadas. Eptretanto, a partir da 37 semana de observacgac, Ccomno
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se pode notar na Figura 6, ocorre uma elevagéo dos niveis séricos
com flutuacoes ciclicas permanecendo, porém, sempre em niveis
mais altos gue o normal. Os maiores niveis ocorreram na 3? 62
122 e na 42 e 8% semanas, nes grupos de camundongos inoculados,
respéctivamerrte, com a amostra NIC e Y.

Podemos observar, pelas Figuras 3, 4, 5 e 6, que, de mo
do geral, as flutuagoes ciclicas ocorreram a intervalos de 3 se
manas, sendo dque o0s niveis maximos ocorreram mais precocemente
nos grupos de camundongos inoculados com a amostra NIC de T.cru-
zi. Observa—-se ailnda, em soros de animais inoculados com a amos
tra NIC, que, aparentemente, ocorre uma alternancia na ﬁm@ﬁ@ que
se apresenta mais elevada; assim, na 32 gemana temos um maior ni
vel da fragao g, na 62 de v e na 92 de « globulina.

No grupo de camundongos inoculados com a amostra Y, tal
alternancia foi observada entre as fragoes o e vy, sendo que, na
32 & 62 semanas, tivemos maiores niveis de « e, na 22 o 8§, oS
maiores niveis foram da fracio v globulina.

As relagdes albumina-globulina obtidas nos soros acham-se
expressas na Tabela II. Pode-se observar que a relagao A/G 50
freu elevagéo entre a 22 e 32 semanas, volitando a niveis pratica
mente normais apds a 32 semana de infecgao.

Com a finalidade de detectar possiveis alteragoes nas pro
teinas séricas, soro de animais infectados com as diferentes amos
tras de g.cruzi foli comparado com soro de camundongos normails,
de idade correspondente e mantidos sob as mesmas condigées, pela
imunoeletroforese cruzada em agarose.

Os soros, que foram analisados utilizando-se um soro po
livalente de coelho anti-camundongo, mostraram varias modifica
cdes do padrao das imuneglobulinas. |

Pode-se notar que, no inicio, a infecgao chagasica, pro
vocada pela amostra NIC de T.cruzi, acarretou reducgao dos niveis
saricos das fragaes.que possuem mobilidade eletroforética corres
podente as g globulinas (Figura 7). A referida redugéo, entretan
to, mostrou-se transitdria, voltando a se normalizar por volmiéa.
62 semana, para aumentar consideravelmente na 92 e voltar a ni
veis praticamente idénticos aos apresentados por animais nommais,
na 122 semana de observacgic (Figura 10).

Tal redugao nao & observada em animais normais ou inocu

tados com hemacias de carneiro e de idades correspondentes ac

0

animais inoculados com as amostras de T.cruzi (Figuras 8 e 9).
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Na reﬂgiéo correspondente as 8 glcbulinas, pode-se ainda
observar ¢ aparecimento de pelo menos um novo componente, gue se
evidencia tanto em soro de animais inoculados experimentalmente
guanto no de animais considerados normais, a partir da 22 semana
de observacao (Figuras 7, 8 e 9).

Na regiao das o globulinas, temos redugao de uma fragao
globulinica, que Ja se evidencia a partir da 1% semana de infeccio, atingindo
um maximo de redugzo na 32 semana (Figura 7). Na 92 semana de infeccao, este
componente globulinico sofre acentuada elevagao, para reduzir-se novamente
na 122 semana de cbservagdo (Figura 10).

Soros de camundongos normais ou imunizados com hemicias
de carneiro nao apresentaram tal redugao (Figuras 8 e 9).

Um componente sérico da regido das albuminas apresenta
durante as trés primeiras semanas de observagao, em soro de ani
mais inoculados com a amostra NIC, uma‘acentuada elevacao., Tal
componente tem seus niveis s@ricos reduzidos a partir da 62 sema
na, para atingir niveis minimos na 122 semana de infecgéo' (Figu
ras 7 e 10). Este componente nio aprésentou redugao evidenciavel
em soros de camundongos utilizados como controles (Figuras 8 e 9).

Através do padrao imunoeletroforético apresentado pelos
soros de camundongos inoculados com a amostra Y, na 3§, 62 e 9%
semanas de observagéo, pdde-se notar gue, aparentemente, as va
riagoes nas fracdes eletroforéticas foram iguais em ambos os 1lo
tes de animais infectados, tanto do ponto de vista qualitativo
gquanto do semi-guantitativo, visto que as alterag&es nas areas

delimitadas pelas curvas de precipitagao foram idéntidas (Figuras 10e11).
3. Produgao de anticorpos no decurso da infecgao.

Utilizando como antigeno formas de cultura de amostra ho
mdloga, verificou-se gue somente a partir da 22 semana foi possi
vel detectar anticorpos anti T.cruzi, a principio em niveis bai
xos e gque se elevaram gradativamente até atingir um maximo de
1/256 por veolta da 52 ¢ 112 semanas,; respectivamente, em soro de
camundongos infectados com amostra ¥ e NIC de T.cruzi.

0 perfil soroldgico apresentado pelos soros provenientes
de ambos os lotes de animails infectados encontra-se na Figura 12,
Come se pode notar, nac encontramos diferencas significativas nos
niveis de anticorpos apresentados pelos soros de aninais consti

. tuintes de ambos os lotes.



Iv. - DISCUSSADOQ

0 comportamento bioldgico de um parasita avaliado em ani
mais experimentalmente infectados através da evolugao da infec
cao, dos niveis de parasitemia, dos diferentes tropismos, das al
teragEes teciduais e da mortalidade, & influenciado por fatores
inerentes aos animais hospedeiros (MARR et PIKE, 1967; PIZZI et
PRAGER, 1952) . Torna-se dificil, portanto, comparar resultados
publicados por diferentes autores sobre o comportamento de varias
amostras de T.cruzi, mesmo gquando esses estudos sao feitos com
uma mesma raga de camundongos (Swiss, por exemplo) visto que va
rios estoques de uma mesma raga mantidos em diferentes laboratd
rios podem, na realidade, representar populag5es geneticamente
diferentes. ' '

Torna-se necessario, portanto, gue a verificagéo da exis
té8ncia ou nao de diferencas no comportamento bicldgico de dife
rentes amostras de E.cruzi seja realizada a partir de exp@riég
cias de comparagéo de parametros levadas a termo em um mesmo es
togue populacional de camundongos.

Os resultados obtidos no presente trabalho sobre o com
portamento das amostras Y e NIC, avaliadas num mesmo estogue de
Swigs, mogtram Jque elas sao significativamente diferentes.

De fato, para consegulirmos o estabelecimento de uma in
fecgéo guficientemente prolongada que permitisse ¢ estudo das al
teracGes séricas, necessitamos utilizar indculos diferentes. Com
a amostra Y, utilizamos indculo 15 vezes inferior ao infculoc da
amostra NIC.

A despeito da dose utilizada com a amostra Y ser bem me
nor que a da NIC, a mortalidade provocada pela amostra Y foi 7
vezes superiocr a provocada pela inoculagao da NIC. Evidencia - se,
assim, uma malor patogenicidade da amostra ¥ em relagéo a NIC,
entendendo~-se por patogenicidade a capacidade de determinar le
sDes tissulares que possam determinar a morte do hospedeiro (REY,
1973; ANDRADE, 1974}.

0 decurso da infecgao provocada pelas amostras ¥ ou NIC
foi igualmente diferente.

buas verificacoes sucessivas na 22 e 3% gemanas apds a

dnoculacac em diferentes amostras de 15 animais, tomadas ao aca
i o] a
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so de cada um dos dos lotes, mostraram que de 93 a 100% da popula
gao inoculada .com as amostras Y ou NIC, respectivamente, estava
efetivamente infectada.

contudo, a partir da 42 semana de observacao, nota-se u-
ma nitida di ferenga entre os lotes, no que se refere a porcenta
gem de animalis com parasitemia. Enguanto nos animais inoculados
com a amostra Y os tripanossomas desaparecem da circulagéo por
volta da 62 semana, nos inoculados com a amostra NIC 28Cassos
tripomastigotas circulantes permanecem por longos periodos na cir
culagao (ate 1428 semana) em cerca de 53% dos animais.

A ausencia de parasitemia evidente, em animais inccula
dos com a amostra Y a partir da 62 semana apds a inoculagao, po
de ser interpretada seja como cura espontanea seja como parasite
mia subpatente, a qual nao pode ser detectada pela técnica empre
gada, visto gue esta & ineficiente na evidenciac@o do hemoflage-
lado em infecgoes cronicas da Doenga de Chagas. Em qualguer dos
casos, a comparagao dos dois lotes de animais inoculados sugere
que os mecanismos de defesa no lote inoculado com a amostra Y pos
suem maior controle da infecgéo nos animais sobreviventes gue no
lote inoculado com a amostra NIC.

Comparando diferentes amostras de T.cruzi BRENER ({1965)
verificou que as mesmas apresentam, guanto a sua morfolegia, for
mas diferentes de tripomastigotas. Assim, a amostra V¥ apresentou
predomindncia de formas delgadas, enguanto que, por exemplo, nas
amostras ABC e PNM ocorriam, predominantemente, formas largas.

Por outro lado, BRENER {(1969), trabalhando com amostras
Fl. e Berenice de T.cruzi nas quais ocorria predominio de uma ou
ocutra forma de tripomastigota, demonstrou uma maior susceptibiii
‘dade das formas delgadas aos mecanismos imunes do h05§eéeiro.

Unpa vez que a amostra Y, também estudada por BRENER, apre
senta predominio de formas delgadas, as guais sao mais susceptl
veis aos mecanismos imunes do hospedeiro, poderia justificar a
auseéncia de parasitemia patente a partir da 62 semana apds a ino
culagao, guando Os niveis de anticorpes se encontram relativamen
te altos.

AlteragOes nos niveis das proteinas ocorreram no decurso
da infecgéo com as amostras Y ou NIC. Esses niveis se elevaram a
partir da 12 semana apds a inoculagéo, mantendo=-gse relativamente
altos até quase o final do periodo de observacao de cada lote.

As curvas obtidas relacionando-se tenpo de inoculagac com
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os niveis de proteinas apresentaram resultados concordantes nos
soros de camundongos com uma ou cutra amostra, salvo uma pe@uena
diferenga observada entre as 22 e 32 semanas apds a inoculagéo.
Tal diferenga ocorre por conta da fragao albumina, uma wvez que
esta se apresenta diminuida no mesmo pericdo de observacao, acom
panhando a diminuigao observada na curva de proteinas totais do
lote de animais inoculados com a amostra Y. '

Essa diferenga entre o comportamento dos animais inocula
dos com as amostras Y ou NIC, no inicio da infecgdo, ndo foi in
vestigada, podendo-se, entretanto, supor gue neste periodo haija
um mailor catabolismo de albumina em animais inoculados comn a ancs
tra Y.

A elevagao geral das proteinas séricas pode ser atribul
da a uma heﬁuaconcentragéo e/ou a um aumento absoluto de algumas
proteinas do soro.

A hipdtese da hemoconcentragéo, conseqﬁente de uma alte
ragao nos mecanismos de reabsorgao de agua, encontra apoio nas
observagoes de OLSEN et alii (1964) e de BICE et ZELEDON (1970)
gue demonstraram a presenga de pseudocistos de amastigotas em te
cido renal seja de animais naturalmente infectados, seja de ani
nais experimentalmente infectados com algumas amostras de T.cruzi.

A andlise das fragdes eletrcforéticas, obtidas  através
da eletroforese em acetato de celulose, revelou, de modo geral,
um aumento de todas as fragoes.

De modo geral os niveis de albumina dos soros de ambos os
lotes estao acima do normal, ao contrarioc do gue tem sido assina
lado por varios autores (PINTO et FALCAO, 1953 ; SALUM et alii,
1959) no gue se refere a seres humanos naturalmente infectados ou
por SENECA et alii (1958} e CAPBERN et alii (1974) no que respei
ta a camundongos experimentalmente infectados pelo T.cruzi.

No gue tange aos seres humanos, ¢35 baixos niveis de albu
minas e de proteinas totais poderia ser conseglifncia de uma die
ta com deficiéncia crdnica de proteinas. Esta dieta, segundoc GOOD
et alii (1976), determina em camundongos experimentais uma redu
cac de 21% das proteinas totais e 15% de albumina. No entanto,
no que se refere aos dados obtidos em camundongos, nao encontra
mos justificativa para a discordincia entre nossos resultados e
os dos auvtores acima citadoes.

Apesar de termos encontrado elevagac dos niveis de albu

“ mina, aparentemente a maior contribuigac para o aumento dos ni



wlfe—

veis das protelnas totais provém das alteragdes observadas nas
globulinas. A partir da 32 semana de observacao, encontramos um
discreto, poxrénm significativo aumento nos niveis das fraéaes ¢ e
B e acentuado aumento das fragoes de vy globulinas, em soros de
ambos os lotes de animais inoculados com T.cruzi,.

Tal elevagao seguramente & consegllente da resposta humo
ral do hospedeiro frente ao agente agressor, provavelmente como
resultado do aumento do estimulo imunogénico resultante da libe
ragao de produtos originarios do metabolismo ou da lise do proto
zoario, visto gue hd um aumento do titulo de anticorpos detecta-
dos pela reacgao de imunofluorescéncia indireta.

E possivel também que algumas das alteragdes dos niveis
das globulinas sejam consegliéncia da esplenomegalia ou das lestes
provocadas pelo parasita, a exemplo do que ocorre na infestagao
pelo Schistosoma mansoni (BELFRAGE, 1963) ou na tripanossomiase
africana (LUMSDEN, 1966).

De modo geral, as curvas dos niveis de proteinas totais

e das fragEes eletroforéticas de ambos os lotes de animais foram
superponiveis e sofreram variacoes ciclicas que, entretanto, nio
foram concordantes,

As flutuacdes ciclicas podem ser conseqliéncia dos suces
sivos ciclos de desenvolvimento intra e extracelular, pelos guais
passa © E.cruzi no mamifero hospedeiro. Esses sucessivos ciclos
deven corresponder, no parasita, & formacao de novas estruturas
e, portanto, de noves antigenos, o que pode alterar a expressao
imuncgénica e antigénica do protozoario, levando o hospedeiro no
vamente a uma estimulagéo com produgéo de anticorpos de diferen
tes classes e subclasses e de afinidades e espscificidades as
mais variadas.

Por outrc lado, a mudanga da fase intracelular para ex
tracelular, acarretando lesoces de novas células, pode acarretar
um aumento de ¢ globulinas, como ocorre na infestacao pelo S.

" mansoni (BELFRAGE, 1963).,

As redugoes dos niveis das globulinas podem ocorrer em
conseqgliencia:

1. Da fase intracelular, guando, entao, o material imung
génico torna-se inacessivel aos linfécitos sensibilizados, ces
sando o estimulo da producao de novas moléculas de imuneglebuli
nas.

2. Da neutralizacao, pelas imuneglobulinas especificas,
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dos antigenos liberados na circulagao.

3. De uma alteragac no catabolismo das proteinas plasmi
ticas.

segundo JENNINGS et alii (1973), ha um aumento do catabo
lismo das protelnas plasmaticas de camundongos infectados com T.

brucei. Considerando-se gue aparentemente tal fato também ocorre
em camundongos infectados com T.cruzi, pois tem sido demonstrada
in vitro atividade proteolitica em extrato bruto de formas epi
mastigotas de T.cruzi com‘agéo sobre globulina e albumina de so
ro humano (RANGEL et alii, 1976), teriamos possibilidade de in
criminar também a 32 alternativa acima como responsavel pelas re
dugoes temporarias dos niveis das proteinas séricas.

O0s resultados por nds obtidos na andlise das fragoes o,
g e y globulinas estao em pleno acordo com dados apresentados por
diferentes pesquisadores (PINTO et FALCAQ, 1958; SENECA et alii,
1958; SALUM et alii, 1959, CAPBERN et alii, 1974).

A analise pela imunoeletroforese cruzada revelou altera
gaes nos padraes eletroforéticos dos soros de camundongos em am
bos os lotes, nao mostrando, entretanto, diferengas significatl
vas entre os dols lotes.

0s padroes eletroforéticos dos soros do lote inoculado com
a_aﬁostra Y e do inoculado com a amostra NIC foram semelhantes,
tendo confirmado aumento das regices de albumina, o« e B globuli-
nas.

Nos nivels séricos das fragoes que possuem mobilidade e-
jetroforética correspondente as g globulinas, observamos, no ini
cio da infecgéo chagdsica, uma redugao gue ocorreu imediatamente
apos a conclusao do primeiro ciclo intracelular do parasita, is
to &, apds o aparecimento na circulacao dos primeiros tripomasti
gotas oxiginérios do ciclo intracelular gque se completa, segundo
DVORAK et HYDE (1973) por volta de 6,5 dias apds a infeccgao da
cé&lula hospedeira, in vitro.

Como nao foi detectada na ocasiao, a presenga de anticor
pos, podemos praticamente excluir a possibilidade de que esta re
ducio seja devida & absorgao de imunegiobulinas especificas pe
los antigenos liberados na circulagao, a menos que existam anté'
corpos naturais eapecificos para determinantes internos do hemo
flagelado.

A hipdtese mais provavel & gue a reducao cbservada seja

- reflexo do consumo dessas protelnas ou pelo proprio T.cruzi ou
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pelo aumento do catabolismo dessas proteinas.

A normalizacao dos niveis das 8 globulinas inicia-se en
tre a 2a e 3§3 semanas de observégéo, ocasiao em gue podem ser evi
denciados anticorpos especificos para T.cruzi. Este fato, sugere
fortemente gue as flutuagodes nos niveis das imuneglobulinas es
taoc em correlagao com a produgac de anticorpos para  diferentes
determinantes antigénicos do parasita ou o envolvinmento de dife
rentes classes de imuneglobulinas.

0 aparecimento de um novo componente na regiao das B glo
bulinas, tanto em soro de animais experimentalmente inoculados, .
seja com amostras de T.cruzi, seja com hemacias de carneiro, quan
to em soro de animals normais, a partir da 22 semana de observa
cao, poderia ser decorrente do aparecimento de imuneglobﬁlinas
da classe Ig M que, tornam—-se evidenciaveis pela imunodifusao ra
dial em soro de camundongos entre 2 e 3 semanas de idade, depen
dendo da amostra de animal considerada, e atingem niveis semelhan
tes aos apresentados por soro de camundongos adultos por volta
da 82 semana de idade (FAHEY et BARTH, 1965).

puanto a reducao dos componentes que possuem mobilidade
eletroforética correspondente as regioces de o globulina e de al
bulina, que também ocorreram apenas em camundongos infectados com
T.cruzi, acreditamos seja resultante de seu consumo pelo hemopro
tozoario.

Esta hipOtese estd de acordo com as observacoes de O'DALY
(1275} e BRETANA et al (1976), gue demonstraram in vitro a pre
senga de €inco proteinas em soro fetal de bovino, essenciais pa
ra a multiplicagao e crescimento de T.cruzi em meio de cultura.
Das cinco proteinas caracterizadas por estes autores, trés apre
sentaram identidade com a fragao V do soro de Cohn e migraram de
modo idéntico na imunoeletroforese. Das duas proteinas restantes,
uma migrou nha regiéo das a e a outra na regiéo das 8 globulinas.

A comparagao dos padroes obtidos pela imunoeletroforese
cruzada, com soros dos lotes de animais inoculados com as amos
tras Y ou NIC de T.cruzi, nao nmostrou diferencas significativas
entre as duas amostras.

Por outro lado, os niveis de anticorpos verificados pela
imunofluorescéncia indireta também ndo mostraram diferencas sig
nificativas entre 08 soros de ambos os lotes.

0O conjunto de nossas obsexvagaes nos mostra gue, embora

as amostras de T.cruzi utilizadas na presente investigacao tenhan
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comportamentos bioldgicos diferentes, a resposta imunitaria ava
liada pela dosagem de proteinas, pela eletroforese em acetato de
celulose, pela imunceletroforese cruzada e pela imunoflucrescén
cia indireta, nao mostrou diferencas significativas.

Este fato nao invalida a hipdtese da existénecia de dife
rencas na resposta imunitaria durante a infecgao com ambas as a-

mostras.

Se por um lado o teor das diferentes globulinas e de an
ticorpos foi idéntico, por outro nao temos informagaes sobre a
especificidaé& desses anticorpes, nem sobre as diferentes classes
e subclasses envolvidas.

A identificacao das varias classes e subclasses de imune
globulinas produzidas sob o estimulo de diferentes amostras de
T.cruzi @ de suma importidncia para se investigar o mecanismo de
controle da infecgao, visto que & sabido que as mesmas possuen

caracteristicas bioldgicas diferentes.



V - CONCLUSOES

1. Camundongos de uma mesma linhagem, inoculados com as
amostras Y ou NIC de T.cruzi, apresentaram diferentes indices de
parasitemia e de mortalidade, indicando que essas amostras apre
sentam diferentes graus de patogenicidade.

2. Os perfis soroldgicos, avaliados pela imunofluorescén
cia indireta, dos camundongos infectados com uma ou outra amos

tra de T.cruzi nao apresentaram diferencas significativas.

3. Alteragoes ciclicas dos niveie das fragdes albumina,

a, B e v globulinas foram observadas nos soros de camundongos in

fectados com qualquer das amostras de T.cruzi utilizadas.

4. Experiéncias de imunoeletroforese cruzada revelaram

gue durante a infecg¢ao de camundongos pelo T.cruzi ocorre uma re
ducao do nivel de trés componentes séricos presentes nas regides
das albuminas, o e B8 globulinas.
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Tabela II -~ Teor das proteinas séricas totais e fracoes, em ca
mundongos inoculados com amostras Y ou NIC de T.cruzi

em diferentes periodos, em mg/ml de soro, apds a inoculacao.

A,
3 Strs NIC Y
<3
e
< A o B Y A/G{P.T.I A % 8 % A/G{P.T.
Semanas
0 17 | 17} 12 8§ 10,460 54 116 {151 12 1 11 |o,42| 54
1, 23 1 16 | 12 7 10,66] 58 { 22 |16 | 12 | 11 |0,56] 62
2 31 | 18 | 14 7 {0,801 70 | 16 | 14 | 14 | 10 |0,42! 54
3 26 | 16 1 21 {18 {0,471 81 { 21 { 22 | 16 | 15 |0,40] 74
4 26 | 21719 | 15 j0,47] 81 | 20 | 20 | 17 { 27 |0,31] 85
5 21 | 14 117 {18 [0,43] 70 | 22 | 13 | 15 | 24 (0,42| 74
6 26 | 17119 | 24 10,431 85 | 26 | 22 | 17 | 20 |0,44} 85
7 24 1 19§ 16 { 21 0,431 81} 26 {21 |16 | 18 |0,47] 81
8 23 1 23] 16 {16 |0,42] 78 | 24 | 16 | 13 | 21 l0,48] 74
9 23 {27 {12 |16 1{0,42; 78 | 25} 19 | 15 | 15 {0,51| 74
10 22 | 21 ] 12 | 19 {0,42% 70 - - - - - -
11 22 | 18| 14 | 15 |0,47| 85 | =~ - - - - -
12 24 | 17 { 17 | 27 0,39 70 - - - - - -
13 25 1151 13 | 17 |0,5} 81§ - - - - - -
14 28 118 {15 | 21 |0,52) 54 - - - - - -

Tabela ITI - Teor em mg/ml de soro das proteinas séricas totais
em camundongos normals ou inoculados con hemacias

de carneiro, em diferentes periodos apbs a inocula

cao.
Camundongos
Normails Inoculadoes
Zemanas
1 64 60
-2 64 64
-3 _ 64 60
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2 de camundongos com parasitemia

Semanas apds a inoculagao

Figura 1 - Porcentagem de animais com parasitemia, em amostras

de 15 camundongos, em relacdo ac tempo de inoculagdo
com as amostras Y ou NIC de T.cruzi.
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Semanas apds a inoculagao

Figura 2 - Proporcao acumulada de mortes de camundongos inocu
lados com as amostras Y cu NIC de T.cruzi, em rela

¢ao ao tempo de inoculagao.

A proporgao de animais mortos foi calculada segundo a exXpressaoc

p= mi , sendo pi= po- {[1%3 S PP + m) }+ 15(n- 1)} , N O numero
pi

da semana em que fol feita a observacao, po & popu}agao inicial

2 mj o numero de mortos.
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Figura 3 - Niveis de proteinas séricas totais e de albumina, em

mg/ml de soro, em grupos de 15 animais incculados com

as amostras Y ou NIC de T.cruzi, em relagao ao tempo
de inoculacgao.
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Figura 4 - Niveis da fragao o globulina, em mg/ml de soro, en gru
pos de 15 animais inoculados com as amostras Y ou NIC

de T.cruzi, em relagac ao tempo de inoculacio.
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Figura 5 — Niveis da fracgao B globulina, em mg/ml de soro, em gru
pos de 15 animails inoculados com as amostras Y ou NIC

de T.cruzi, em relagao ac tempo de inoculagio.
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po de 15 animais inoculados com as amostras Y ou
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Figura 7 - Padrao bunoeletroforético de soros de cammundongos apos 1%, 2 & 3=

semenas de inoculagao com a amostra NIC de T.cruzi.
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Figura 8 - Padrao immnoceletreforético de soros de camandongos normais de ida-

a a - . ~
des correspondentes a lg, 2= e 3~ sananas apds a inoculagao.
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Figura 9 =~ Padrao imunceletroforético de soros de camundongos
inoculados com hemicias de carneiro e de idades cor

a a ' - . -
respondentes a 1- e 3~ semanas apos a inoculagao.
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Ficura 10 - Padrao immnoceletroforético de soros de cammndeongos apds a 6-, 9%

a - . = .
e 12= samanas apos a inoculagao com a arostra WIC de T.cruzi.
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Figura 11 -~ Padrao imunoeletroforetico de soros de cammdongos apos a 3§, &

a - . = ,
e 9= semanas apds a incculacao com a anostra Y de T.cruzi.
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Figura 12 - Evolugao dos niveis de aﬁticorpos anti T.cruzi, de
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em grupos de 15 camundongos inoculados com as amos
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