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Ao mmhﬂp@ﬁic do que na infec LE ot e
rias, onde a inte g ita  se decide e forma

rapida, na infecgao por protozeds

do parasita, em contato com o

longo periodo de tempe (SALGADO, 1967 COHEN

O comportanento do rotozodrio, para

possiveis mecanismos er wolvidos na *eptaqao hospeded

Ta, rem sido estudado en alguns sistemas.

Assim, na Tripancsomiase Africana, o protozoirio
apresenta variagoes antigénicas na sua superficie, no decorrerp
da infecgao, podends desta forma ascapar da agao litica dos an-
ticorpos (VICKERMAN, 19693,

A liberacao de antigenos soliiveis pzlo protozod-
ric, também verificade na Tripanosomiase Africana (WEITY, 1460,
ALSSCP, 1971), constitui outra bossivel forma de inibir a acdo
protetora da imunidade do hospedeiro.

Fenomeno semelhante ao que ocorre na i

por Schistosoma tem side descorito para a infecgao por

na vivax e Trypanosoma lewi 8i, onde o parasita adsorve

cia de hospedeiro na sua Supﬁﬁffﬁi@? impedinde a fixacan de an-
ticorpoy (KETTERIDGL, 1972).

Outra forma sugerida de
a depressac da resposta de imunidade,
infecgoes por Trypanosoma brucei (ALLT

atl., 19723 CORSINT et al., 1977,

Na doenga de Chag

8, © mecanismo de agio do para

sita nao estd elucid lado, Ate o momento, nao foram descr

riagoes antigénicas de T. cruzi nem confirmada a ocory neda  de

adsorgao de substincias do hospedeiro na superficie do DaArasita,
@ B 2 N K u

A presenca de antigenos soluveis (ARAUJO, 1976), assim como de-

pressio da resposta da imunidade (RIOWLAND at al., 1977) ve

do verificadas durante a infeccdon de T, cruzi em camundong

LIRS




rém, a participagic destes fendmenos no equilfbrio spedeipo-
~parasita nac fol ainda esclarecida.
Por outro lado, a condicio clinica do hospedeiro

na infeccao por T, cruzi varia desde uma forma inaparente até

wna forma letal a curto ac longe prazo. Possivelmente s va-
riagoes dos efeitos patoldgicos sdo determinadas nio somente -
por diferengas individuais do hospedeiro ou do parasita,mas re-
sultantes da interagao de diferentes cepas de parasitas com di-
ferentes populagoes de hospedeiros.

0 parasita € um fator gque pode ser o re

» e R .y W - -
pelas variagoes do aspecto olinico da Doenga de Chagas

rentes regides geogr ?ji@as (HANSON, 1976). Diferentes
T, cruzi tem sido estudadas em animpais de laboratorio, quanto a

caracteristicas de curse de infecgao, grav de parasite

rismo tissular, aspectos histopatoldgicos e mortals dadan,
) i £l

isoladas de paclentes infectados de uma mesma regiac
um o mesmoe comportamento em animals de  laboratdrino
IMMUNOLOGY OF CHAGAS DISEASE, 19743,

Em regices onde a infeccdo humana pelp T. cruzi
tam cardter endémico, dados epideniollgicos revelam na popula-
gio com reagdo soroldgica positiva para g;mgggﬁé,indivfdumﬁ com
© sem parasitemia detectdvel por xenodiagndstico e variacio no
aspecto clinico da Doenga de Chapas (LARANJA, et al, 1956).

Tal fato sugere uma variagao na interagic hospe-
deiro-parasita que poderia estar relacionada a diferentes vipu-
léncias de parasitas numa mesma cepa de T. cruzi, nimero de pa-
rasitas inoculados e infecgdes; ou a caracterfsticas do hospe-
deirc quanto a capacidade de uma reagdo no sentide de eliminar
© parasita e desenvolver a enfermidade.

Assim S@ﬂdﬁ; para o entendimente da Doenca de -
Chagas & importante o conhecimento da biologis
reagoes do hospedeiro ao parasita.

A sistencia natural pelo T
thudada em aves. KIERSZEMBAUM et al (1976) vevlflaaram

de aves ligam "in vitro™ formas

‘J}

e’[;

I .
sanguineas de T, cpruzi.

nomenc F&lﬁﬁiﬁﬂﬂdo a acao do complemento, ativado Do

hativa, dadepende da pres engd de anticorpos especificas."Tr o



vo'' os mesmos autores verificaram gue nas aves que tiveram seu
soro decomplementado, apds a infeccdo fol possivel detectar pa
rasitas vivos apés 24 horas, ao pagso que em aves nac tratadas
ocorre destruigao imediata dos parasitas. GOBLE (1870}, assina
la numercsos fatores gue estac envolvidos nesta resistencia na
tural em mamifercs, incluindo raga do hospedeiro, sexo, astado
endberino e nutricional, temperatura corporal, presenca de in-
fecgoes intercorrentes, assim como, a cepa de parasita. Popem,
05 mecanismos ndo sao bem conhecidos,

A resistencia adquirida a infecgao pelo T, cru

zi Tem sido observada em varias circunstancias, como por exem

plo, em animais que se tornam resis
cepas de menor virulencia ou apds a recuperagao da fase aguda
da doenga (HOFF, 19735).

A dmportancia da resposta imune tem sldo nostra

sac com irradi

da na infeccas por T. cruzi. Imunossupre

BERSCON et al., 1973),cortisona (NERY GUIMARAES, 1970), resul-

- :1 o f RQ

)

tam numa malor susceptibilidade a infeccdo aguda pelo V. oruzi,
e aumento da parasitemia em ratos e camundongos infectados.

Os mecanismos imunologicos envolvidos na rpea-
gdo de resistencia adquirida nio estio completamento elucidados.

0 papel da imunidade humoral & controvertido.A
produgac de anticorpos especificos em hospedeiros infectados é
conhecida de longa data, sendo usada nas reagoes soroldgicas -
com finalidade de diagndstico da Doenga de Chapgas. Através e

experimentos de transferéncia passiva de soro imune,

tores obtiveram protecido de animais infectados. Assim, HANSON

bl
(1976) sugere que anticorpos séricos estio envolvidos na resis

tencia adquirida em animais de experimentagac & nrovave
no homem. Nas linhagens de camundongos mas formadoras de anti

corpos, a fase aguda da infecgio ¢ sipnificativamente

vera Jdo que em animais com maiovr capacvidade de produgic de an-
ticorpos (KIERSZEMBAUN, et al., 1978), Os mesmos autores verdi-

ficaram que a transferéncia de plasma imune foi capasz

prote
ger os camundonges suscetiveils. A atividade protetora de  soro
de camundongos com infeccdo crdnica pelo T. eruzi foil demong-

trada estar localizada principalmente na fragao IgG, nas sub-
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classes ighs, e TegGoy,, por HARA et al., (1978)

g
Sl il

Manifestacces de imunidade celular adcui

sido detectadas ne homenm e en animais infectadosg poy U.ocruzilA
{ BEHBEHANT, L9770 SCIUMUNTS

et al.,1971), assim como em ratos (ROBLRSON, set al., 19

timectomia neo-natal em camundor,

=

ca em maior parasitemia e mort calidade apos infecgdo peic

zi. Resultado semelhante se observa guando camundongos
tados com soreo anti-timdoitos {(ROBLERSON, 19739,
LR

Tegtes "in vityo? sugerem que antigeros de T,

Cruzi suscitam uma resposta celular. TSCHUDI et al, (19773 veri

3 - » b w . b - w
ficaram "in vivo" transformacan hlastica antigeno - especifica

de linfocitos de pacientes com Doenca de Chagas. YANOUSK

al., (19723, observaran que Jeuchoi toy do sangue periiirico  de

pacientes chagidsicos dapresentaram uma sensibilizacio a antige=

nog de T. cruzi, quando analisados pelo teste de

gragac de leucdcitos. TEIXETRA, et al., (1978)

tham gue

celulas mononucleares, colhidas do sangue periférico de coelthos

chagisicos produzem inibicio da migracao de macrofagos

na pre-

senga de varios antigencs sub-celulares de 7. cruzi. Rk et al,,

(1976) estudaram "in vitro" a resposta de -4 Lilas de ca
mundongos infectados com diferente . a
antigenos especificos usando taonica de
leucGeitos, tendo verificado a presenca de uma Sengib¢;l;3;:: -

celular,
™ i b » e - ey ey e - . . N .
wstudos experimentais em camundongos, com estie

mulo e bloqueio do sistema retioulo histiocitdrio,

a fagocitose & um possivel meio de destruicio do parasita -

{KITERSZEMBAUM et al., 1874). Existe controvérsia quanto & capa-
cidade de destruicaoc de T. cruzi quando no interior de macrdfa-
g0s. Lnguanto que alguns estudos referen a reprodugac do parasi
ta (BEHBEHANI, 1873), ocutros autorves revelam que "in vityre' os
tripanosomas sao destruidos apos fagocitose (DVORAK et al.,, 19773,

Varios autores tem demonstrado que a ativacao especifica ou nio
de macrofagos aumenta sua resistencia & infecgiao por
(HOFF, 1875; WILLIAM oy 14976,

Os resultados diﬁcmrdant@ﬁ obtidos ao se agt

dar as reages de imunidade ao T. cruzi, podem estap relaciona-
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dos as condigoes de trabalho, cepas de parasitas, ou as PACAB
de animais usados como hosgpedeirc. Come a capacidade de respos
ta a infecgdo tem variacdes ate mesmo individual, o estude das

reagces imunes pode ser facilitado so utilizar a mesma o

T. cruzi em camundongos isogenicos, resistentes & suscetivels
a infecgdo, tais como CH7/BLE e C3H (MEMORANDA OF CHAGAT TISTA
SE, 1974).

NOGCUETRA et al. (Le76), ao estudarem a intera

CETS

kel

gao de T. cruzi com macrdfagos peritoneais de camundo;
BLE ¢ C3H "in vitro", observaram que formas fripomasticcta do

rarasita foram capazes de se reproduzir em igualmente no inte-
C 5 J."L.)

ricr dos macrofagos das duas ragas de camundongos. Por outro -

lado, tem sido demonstrado que a opsonizacao desempenha papel

importante na fagocitose. JONES et al., (1975) verificaram que

ac incubar macvéfagaa com toxoplasma previamente opsconizados
com soreo imune, havia destruicao do parasita, enquanto que
ocorre reproducac no interior do macrofago quando incubade com
soro normal.
Baseados nestes achados, poderfamos sunor que
a produgao de anticorpos estaria envolvida nos denomenos de re
gsistencia e susceptibilidade destes animais. Asgim, neste tra-
balho procuramos caracterizar a resisténcia e susceptibilidade
de camundongos C3H e C57/BLE & cepa Y de T. cruzi, estudar pa-
rasitemia e produgao de anticorpos anti T. cruzi na Fase dini-

cial da infeccao,
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MATERTAL E METODOS

1 = Camundongos.

Foram utilizados animais procedentes do Departa
mento de Microbiologia e Imunclogila do Instituto de

URICAMP. Amostras das ragas foram cedidas

les Torres do Institute Riomédico U.F.T. 2
Os camundongos C3H e C57/5BL6  usados

nos experimentos, eram de ambos o5 sexos com peso entre Y0 oe Yhg,

2 - Amostras de T. cruri,

e

A amostra Y de T. fol cedida peioc Profl.7.

Brener da U.F.M.G., Belo Horizonte, Prasil.

As formas epimastigota foram mantidas enm  meio
de cultura Yeger -~ Lit preparado conforme indicacoes de FELRNAN-
DES B CASTELLANI (1866). Os parasitas foram obtidos de culturas
de 7 dias, sendo lavados por centrifugagao a 1.000 g. por 15 mi
nutos a 49C com solugdo PBS®., Em seguida a suspensio foi filtra
da em papel, para torna-la mais homogénea.

As Tormas tripomastigota de mesma procedencia,
eram mantidas em camundongos Swiss, através de repiquas  sema-
nais, conforme protocolo existente no Departamentc de Microbio-

logia e Imunclogia do Instituto de Riclogis da UNICAMP.

o - -
As formas tripamastipota sanguinea foran
das de camundongos no 79 dia de infeccdo, colhendo-se Songue, -
por secgao do plexo braquial, utilizando-se solugao  de citrato

do sodic, 3,8%, como anticoagulante,

Para as reagdes soroldgicas os parasitas foram

isolados centrifugando-ze 3 ml de g ngue, sobre igual volume de
. -

solugao de Hvpaque a 8%, por 10 minutos a 100 g., & tempevatura

-~

ambiente. Apds este periodo as hemicias decantavam-sc  através

da solugdo de Hypaque. 0O plasma era aspirado,e os parasitas

“PBS - Solugdo saline tamponada com fosfatos 0,15M pH 7.2,



centrados e lavados trés vézes em &) cao de PBS, atraves de cen
trifugagas por 15 minutos o temperatura amnblente a 11 a.
3 - Inoculacao e determinacdo de parasitemia,

Para a incculacio de camindongos C3H e Co7/BL6,

0s parasitas foram obitidos de camundongos Swiss., A Qoneentracdo
de parasitas fol determinada pelo método de Hoff (L8743, 0 san-
gue fol diluido com solugdo de PRS, para conter o nlmero de pa-
rasitas adequado num volume de 0,2 ml,

A incculacdo foi feita por via intraperitoneal ,
a partir da mesma amcstra de I. cruzi,

A parasitemia foi determinada conforme o método
de Hoff (1974}, Amostra de sahgue, obtida por seccdo da extremi
dade de cauda, foi diluida a 1020 com solucdo de Cloreto de An@

nio a 0,87%. A Seguir os parasitas foram contados em camara de

Neubauer, determinando-se o nimers de pavasitas existente
- 9
reticulos de 1 mm?.

A menor quantidade de arasitas que pode ser de

tectada por este método & de 50 pﬁpaaitag DO mm? de Bangue.

Y = Obtencao e cons servacan dos sopros.

Amostras de soros de lotes de 8 camundongos fo-
ram misturadas ocons siderando-g animais de mesna raga, indculo e
tempo de infeccdo. Em Seguid& as amostras de soros foram inati-
vadas a 569C por 30 minutos, distribuidas en alfiquotas = Longe-

ladas a 209C até o momento do uso,

5 -~ Reagao de aglutinacio,

Em damina escavada, aliquotas de 20 microlitros

de suspensao de Parasitas, contende 3 X 1Ub_ T, Leoeruzi/ml, fopam

]

misturadas com igual volume das dil uigoes seriadas doo 50008,

com 20 microlitros de PRS. A mistura foi apitada suavenante e

deixada em camara dmida por 1 hora a temperatura ambiente.A lei

tura da reagdo foi realizada en microsoedpio aptico cou




D e ccular 8 x. Como contrdle forvam incubados nas me eondi

.—‘ ]

goes, suspensbes de . Cruzi com soro de camundongos normais, e

solugao de PBS. 0 titulo aglutinante foi expressoe por um titulo

anterior a maior diluicdo que apreﬁemﬁava aglutinagao positiva.

Foram realirzad

As reagtes de aglut: com

formas epi e tripomastigota de

6 - Reacao de imunofluorescéncia.

Fol empregada a téenica de imunoflucrescencia

indireta segundo Camargo (196B). O antisoro conjugado

rescencia, anti imunoglobulina de camundongos, produzi

bra, foi obtido da HYLAND LABORATORT (UsSA), tendo

e

do previamente, e foil utilizado na diluigao de 1:80.

7 - Reacao de aglutinacio com hemdcias de carneio.

Em placa de aglutinagdo Microtiter,
zadas diluigoes serdiadas dos soros imunes com solucdo de VRS, -
rontendo 1% de soro de camundonges  normais absorvido previamen
te com hemacias de carneiro. A adigac do soro de camundongos &
solugao de PBS tem a finalidade de manter um melo proteico mais
homogeneo nas diluigdes mais altas,

Ao volume de 100 microlitros da diiuicgdo foram
acrescentades 10 microlitros de suspensio de hemdcias de carnel

ro a 7,5%; apds ter side agitade suavemente, a mistura ¢

bada em camara Umida, 2 Temperatura ambiente por 12 hor

. ¥ - - \ . —
tura foi feita apds o periodo de incubagac, considerando-~gse O

e T . . . . - . g . h o -
titulo come a reciproca da maior dildlgac gue apresentava  pea-

cao de aglutinacao positiva.

B ~ Reacoces de absorcac dos imune soroo.

LW . . . . S
Aliquotas de 100 microlitros de soro

dongos C57/BLE com 721 dias de infecgao, foram absorvidos com 50

microlitros de suspensac de hemicias de carnelrc, ou con 50 i



crolitros de suspensio de forma epimastigota, ou  com

tripomticota or 12 horas a 49C. A seguir a mistura centri
: éj I i o

fugada e ¢ sobrenadante foi Testado revelando uma yveario negati

b . v [
va para os antigenos com os qua Fol o absorvido.

Para a pesguisa- anticorpos heterdf:

crolitros do sore Foram absoryi

-~ N " » : =
sao de antigenos de rim de cobaio

procedéncia de HYLAND

8 -~ Relagdo do peso do animal

Sels camundono ca foram sacpd Fie

em diferentes periodos de infeccace

do uma re}agao entre peso do ba;w

naoc infectados,

10 - Téenicas histoldgicas,

Fragmentos de baco, rim, intestino e ale}

ragao foram fixados em solu ugac de formol a 10% e proce

gundc as teconicas ﬁnutoﬁo icas habituaie. Az coloracoes foram -

feitas pela hematoxilina e eosing. Poram estudados Sregdos  de -

dois camundongos de cada raga em cada perliodo

11 - Andlise estatistica.

0 estude estari as
ragas de camundongos ind oo de~

terminando-se a partir dos

tes dadosg,

a. Ny e sitas/mm? de ; m
~ [y
moom g o

cnde x = numero de parasitasg por mm’ e san-



1o

gue, em cada um dos camundongos examinados.,

o

no= numero de camundongos sobrevivent

b. Desvio padrao.

A b e

H

\ //§><2 - (E a0

g =
K/ no= 4

¥

Erro padrio da média.

¢}

s (m) = 5
Von P

"

d. Intervalo de confianca, ao nivel de 4

SO X LMA

damente 95% de probabilidade e cujos extremos foram calculados

conforme se segue:

I.C, = m §F 28 (M)

. Considerando-se os n o8 medios de pavasi-
tas/mn® de sangue das duas racas de camundongos, pareado segun-
do os dias de infecgao, fol feito, de acdrdo com CAMPOS (1978)

¢ conforto entre elas, através do Testes das  Ordens Assinadas

"Signed Rank Test"). Este procedimenro se justifica por ser o

referido teste mais apropriade a pequends anestras dos que usual

mente empregados, tais come o teste T e similaves,



1 - Niveis de parasitemia e mortalidade.

Com o objetivo de avaliarmos a resistorcis

cetibilidade de camundengos C3H e CS7/BLE, quando infect

la cepa y de T. cruzi, lotes de 5 animais de cada raga foram in

culados respectivamente com 50.000, 5.000 e 500 parasi‘as ¢ ana
- - 3 - = - B
lizados os niveis de parasitemia e mortalidade no cup da dn-

feccao.

Os resultados de mortalidade o varastiamia
ol

ram expresses em tabelas que contem cdloulos do nimero m
3 4. -

de sangue, o desvio padrac, o earro

parasitas por mm

media, e os limites do intervalo da confianga, A partir 4

dados foram construiles os graficos que representam os rive

parasitemia, onde para cada ponto sstudando se considercu a mé-
iN 2 by

dia e os extremos do seu intervalio de confianca,

Devemos ressalter que as linhas ligando os pon-
tos estudados, embora o processo seja eomtimum” tem mais umefel
to de melhor visualizacdo do comportamente da parasitemia em -
fungado do tempc de infecgdo ndo constituindo propriaments uma

faixa de confianga ao nivel de 95% de probabilidade.

sentados

Assim na Tabela T e figura 1 estdo reprs

o8 resultados obtidos com o indculo de 50.000 T. cruzi,om

dongos C3H e C57/BL6 que apresentaram parasitemia detec i

partir do 59 e 79 dias de infecgac respectivamente, com o pico

de parasitemia ac 99 dia, porem a nortalidade fol toiral wo 100

dia apos incculacao.
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Tabela I ~ Parasitemia e martalidade om ¢

Raga de ca

Dias_de in| 89 de sobre

mundongos | feccdo viventes
1? 5}
e 5 -
5¢ ;AN -

C&7/BLS

7 5

9% 5

109 0 ‘ . - -

12 5 4,0 6,0 t,0 6,0 0,0

39 5 9,0 a,0 G,0 ¢,0 0,0

¢3n 59 5 10,0 29,8

0,0 30,0

260,0

79 5 ua,0 Ba,u

9% 3 00,0 $72,0 112%,0

109 0 - T -‘ N N

A Tabela IT e fipura 7 mostram a mortal:

parasitemia em camundongos que ram um incculo de 5,9 T
cruzi.
A parasitemia da a partir do 5¢  dia

de infecgao na raga C57/BLE e no 70 dis na raga C31H.

ia foi observado em ambas -

Um pico de parasiter

a8 ragas no 99 dia apos a incculacdo. A raga U3H apreseniou ten

dencia a novo pico no 199 dia, quando iniciou a mortall

tes animais, sendo total até o 210 dig de infecgao. Ha o

BL& foil observade comportamento o :rente; no 219 dia

tou um pico de parasitemia bem menor que o primeiro, 1

o 259 dia de Infecca

detectado mais parasitas no sangus and
permanecendo vivos até o 609 dia, quando foram sacrificados,
Apog o 259 dia a parasitemia foi determinada  a

cada b dias.
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Tabel: ¥I - Parasitemis e mortalidade em camundonpos inoculados com 5.000 T.Cruzi,

Rage de ca | Dias de ini N9 de sobre | O mddio de E Intervalo ds
mundongos feogao viventes parasitos/mm? LoInferior
49 5 19,0 G40 30,0
ie 5, 30,0 4,0 0,0
59 5’ 500,0 PET L 108, 1 387,8 8l2,2
139 5 76,0 U B, 7 0.0 30,0 110.0
159 5 60,0 61,8 18,7 ?2?&WWVW 29,4
C57/PLE 179 5 18,0 L 13,0 G,0 3Q?ﬁ..f
199 5 16,0 22,0 10,0 0,0 30,0
2xe & 120,0 125,5 G4, 1 7,8 232,22
239 b in,o VR 10,0 4,0 i, o
25% 5 4,0 0,0 U, a 0,0 6,0
60% 5 1,0 0,0 .0 8,40 0,0
59 5 g,0 6,0 0,0 0,0 0,0
e 5 30,0 uy Ly 0,00 4,0 " 70,0
9¢ 5 970,40 mw&%ﬁ,gmm 59,6 W50,8 TNEY,2
Cau 13v¢ & nmjao,n 136,1 0,k 259,27 N.SQO,B
159 b w40, 0 127,05 57,0 86,0 Sha L0
179 I B2, 5 103,10 51,6 559,32 65,7
199 3 1166,7 165,58 176 4 813,9 161%,5
L9 0 - - - - -

C3H e C57/BLE apresentaram um comportamento de parasitemia e mor

talidade semelhante aqueles inoculados com 5.000 T. cruzi, po

-

rém os niveis de parasitemia foram mais baixos e o pico de para
sitemia ocorreu no 119 dia de infeccdo como mostra a Tabela TTT
e figura 3. A mortalidade dos camundongos da raca C3H ocorreu -
entre o 219 e 279 dia de infeccao.

A parasitemia de camundongos C57/BL6E nio foi de

e
tectada a partir do 239 até o 609 dia de infeccdo, quando foram

sacrificados, sendo pesquisados cada & dias neste per
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Tabels TIY - Parasitemia e mortaltidade em carmundongons inovulados coam 500 T-(';},_"%?;,f,«

Raga de cat Diag de in ¢ N% de gobre | N¢ médio Hesvio Prro padriio | Intervaic de (?mifiﬁﬁg:é. :
mundonpos feogdn viventes parasitos da média LoInfevior LoSuperion
9¢ 5 E0.0 27,4 16,6 LT éa;e;; ; *
119 5 180,0 235 6 108 b w 9,8 LR N
139 5 70,0 | 5%, 255 19,0 1 uhig
15¢ 5 30,0 2 17,7 5.6 Ry
C57/8L5 179 5 26,0 37U 17,2 0,0 L L A
199 5 0.0 27,14 12,9 0,0 Clugy
219 5 10,0 29 .k 12,0 . L
249 5 0,0 9.0 0,0 6,0 LA
6OT 5 0,0 0,5 0,0 0,0 LD
5% 5 50,0 45,5 15,8 18,5 81,6
119 5 380, 0 399 .8 136,09 118,72 G418
13¢ 5 100,0 L 38,7 77,6 177,48
15¢ 5 150, 0 18,8 1184 181,6
3 : 179 5 N 100,0 Ih.B 4 oBBe L aay g
19 5 a0, L B0, 0 20,0 U
71¢ 3 83,3 63,1 03,5
239 2 80,0 1 vn,7 B, 50,0
26¢ ? 200.,0 18], Las o 0,0 400,0
274 0 . - - - - -

A andlise estatfstica dos dados de parasitemia,

pelo teste das ordens assinaladas, nas duas ragas de camundon-
gos Infectados com T. cruzi, vevela uma diferenga significativa
entre elas; a raga C3H apresentou niveis de parasitemia mais ele

vados que a raga C57/BL6 com todos os indculos estudados confor

me os resultados que se seguem na tabela TV,

Tabela 1V - Niveis de significfncia obtidos no Teste das
Urdens Assinaladas para o confronto das ragas de camundongos C8H e C87/BLSG
inoculados com diferentes quantidades de T. cruzi.

N9 de parasitas incculades Nivel de significAncia

500 £{;~: 9,004

I ' -
5.000 @4; - 0,031
50,000 A = 0,082




&
e,
650
£ L
550 o
500 .
Raga C3H
£50 o
L-iv] g -
™ 4
E i
¥
- 350 - :
i /
{5 300 - ar‘h“\ ¥
- #
% # %
Bl 250 - ~
200 «
1 /
150 - e s
300 -
53 -4 (‘#r‘“mm‘\
o A '\‘ Bias de
o Y 1 y ; ¥ Infoogan
1% 21 23 15 37
&
500
450 |
400
_ i
I
s | ER
[
: § o3
300 Eoy
Py
' I e
%50 ] P Raga C57/BLS
f"'&ﬁ : H
1 %
- 200 1] 5
7 ¢ A
ﬁ 158 ] h \
' !
o § Y
12 pRi h ‘s\
! 5
G \\\jw.‘,m “““““
\\ — T
o . . Lt . mm_umn,,_‘:: Dias (}«3
L ....Mwmmr..,.. My 1 : v ; r o 7 ¢  Infoogso
4 1 13 3 ks 21 30 27
Fig. 3

Nimero medio de mrasitos/nmg de sangue, em fungao do nlmerc
de dias de infeccao, nas ragas C3H e C57/BL6 de camundongos,

inoculados com 500 T, cruzi.

or s o Tp———h

=~ =~ = Extremos d&o intervalo de confianga (95%)




. - . N o - o
Conforme se observa na Tabela IV, o nivel de slg

nificancia variou de 0,4% para a inoculacdo de 00 parasitas. a
k3 - i 3

6,2% na incculagac de 50.000, ando a incculagdao de 5.000 nu-
“ i " @ . . . g ™ . - ) -
ma faixa intermediaria,com um nivel de significlncia de 3,8%.En

tretanto, nos tres casos, sob o ponto de vista estatistico,con=-

dera~-ge a comprovagao estatistica da diferenca de conporta —

mento entre as duas ragas de camundongos infectados por U, oru-

A

7 =~ Produgao de anticorpos cos e heterofilos em  camun-

doneog infectados

L.~ Anticorpos an

Apos o estudo de pare g mortal

demals experimentos foram realizados com indculos

“ 4 ++ o
pols desta forma poderiamos obiter camundongos C3H

"t

de infecczo. Contudo nesta rs s0 analisamcs lotes de 6

de nao

wils com 11 e com 14 dias de infeccdo, devido ao fa

termos na época camundongos em condicdes de serem infe
Na raca CH7/BLE, foram sacrificados lotes de 6
animais com 11, 14, 17, 21, 28 e 60 dias de infecgdo.
Na tentativa de explicarmos possivels mecanig-

v

rencia e suscetibilidade,pro

mos enveolvidos nas reacoes de resis
curamos verificar se ocorria retardo ou deficit de producio de

anticorpos especificos na raga C3H en relacado a C57/BLE6, na fa-

se inicial da infecgao por T, cruzi

Porem, atrav de aglutinac

form i

imunofluores:

diferencas

epi e tripomas

,«
u
£
nE
b

-
&

com formas epim&ﬁtig@%mﬁ

ficativas de titulos de

cag de capundongos, no

FS T~

de infeccao enguanto qu itmunoflucreso

sitiva no 119 dia, conforme most

sultados expressos na tabe

la V. Ha raga C57/BLE vg titulos de anticorpos fovam crescen




ate o 609 dia de infeccao.

Tabhela V - Titulo de anticorpos anti T.Cruzi, detectados
por tecnica de aglutinacao e iminofluorescéncia em diferentes
periodos de infeccao em camundongos :

Titulo de Anticorpos

R

Ne de dias Aglutinacac Immn@fluﬁbesc@ﬂeiﬂ_

de infecgao | Raca (C3H Raga CL7/BLE | Raca C3H | Raca CR7/BL6A

0 neg. neg. neg, Tieg .

11 neg., neg. Lok 1:ru

1h Le? Loy Leu Lok

AF

21 - 1:8 - 1:37

3
el
§
bt
i3
ey
H
]

e | ik

]

6a - 1

a2

4.2 - Aglutininas anti-hemdcias de carneiro.

Como tem sido demonstrado a presenga de anticor
pog heteréfilos na fase aguda da Doenga de Chagas humana, procu
ramos verificar a presenca destes anticorpos no soro de camun-
dongos infectadcs com T. cruzi. Observamos que camundongos da
raga Cb7/BLE apresentam anticorpos naturais anti-hemacios de cap
neiro, com um titulo de 1:4, ligeiramente superior acs da raca

C3H que aglutinam somente com soro nac diluido.

No decorrer da infecc Oy nao houve diferer

significativa de variacio de titulos ce aglutininas anti

cias de carneirc entre as duas Tagas de

ramundonges ate

dia de infeccio.

U soro de camundongos C3H apraesentou a

.

negativa no 119 dia de infecgdo, retornads a valores e



tes dos normais no 149 dia.

0s camundongos C57/BLS apresentaram também uma

reducido do titulo de aglutinacao no 149 dia&_pmrﬁm, a ﬁmmﬁXf@pﬁ'h~“'

sentaram elevacac do titulec no 179 dia atingindo o mai@r"

no 219 dia de infeccdo, como mostra os resultados da tabela VI oo
5 3 T

Tabela VI - Titulo de anticorpos anti-hemicias

de carneiro detectado por hemaglutinagao direta, em

AT e i g e PR
iferentes per:

mundongos infectados por

de infecgao.

NS de dias Titulo de Anticorpos

de infeccgao Raga C3H Raga C57/BLE

0 nao diluide 1:

11 negativo Tl

h nao diluido 1:72

yal - 1:1%8

.
p
[

50 - 1

0 estude dos anticorpos hetercfilos que surgem
durante a infecg¢ao humana pelo T. cruzi, revela que sic agluti
ninas tipo Forsmann; portante procuramos caracterizar a natupe-

za destas aglutininas nos camundongos infectados. Atraves de yea

goes de absorgao, usando soros de camundongos com 21 dias de in

fecgao, foram realizados testes com antigenos de rim d cobaio

e de hemacilas de boi, porém nac houve absorcio de tais apiuti

nag por estes antigenos.

Os rarasitas incculados em camundongo® C3H & OF

BLG estavam sempre contaminados com hemdcias de camundongos =0



e

"

1los poderiam estar

Swiss, portanto, os anticorpos hetero

& il g - LA - " oy e M N .
clonadcdes a antigenos existentes nas hemacias destes camt

porem o teste de absorgac fol negativo conforme mostram os re-

zultades da tabela VIT.

Tabela VII - Produgao de anticorpos heterdfilos

e camundongos infectados por T.oruszi.

Sores  de camundongos Aglutinagao com hemici

) w P . w - -
C57/BL6 com 21 dias de de carneiro. Titulo cor
infecgao (6 animais) rigido,

Controle soro nao ab- 1:128
gorvido

Soro absorvido com sus
pensac de rim de cobaio L1778
proporgao 1:¢

boro absorvido com anti
geno de hemacia de bodl, l:bh
proporcac 1:f

Soroe absorvids com hemé-

. . . 1:bY
cias de camundongos Swiss

2.3 - Reagdo cruzada entre T, cruzi e hemdcias de carneiro.

A possibilidade da existéncia de antigenos oco-
muns ao T. cruzi e hemacias de carneiro, foi verificado,atraves
de reagdes de abscorgdo dos soros de camundongos C57/BLE com 21
diag de infeccgao.

A absorg¢ic com hemacias de carneiro nio alterou
o titule de anticorpos anti T. cruzi, detectado por reacgdo de
imunofluorescencia com formas epimastigota,

s

tigota

As absorgoes dos soros com formas epis

e tripomastigota de T. eruzi, nao alteraram significativamente

R T o » Lo C g .
o titulo aglutinante de anticorpos anti hemacias de CATHRITo, 00

T

mo mostram of resultados da tabela VITTL.



Entretanto,

formas tripomastigota, o teste de

BpOs @ ab

SOTCAD

do dimune soro

Qoms

imunofiuorescencia vusando foro

mas epimastigota, revelou ainda uma positividade com titule de .0

1ok,

Tabela VIII -~ Reacaoc cruzada entve T,

hemacias de carneiro.

Soro de camundongos C57/BLE
com 21 dias de infecgao

Aglutinagdo com. he:
macias de carneiro

Tuunofluon
para T.cru;

Soroe nao abhsorvido

128

Amastisotd o

139

Soro

clas de carneiro

absorvido com hema

negativo

L:32

iz

Soro absorvido com T,
cruzi epimastigota

negativo

Soro absorvido com T.oruzd
forma tripomastigota,

Evolucdo do pégo do baco de

camundon O

- T
[y A

infectados

cruzi.

Estabelecendo uma relagdo entre peso do bago e

peso corporal, podemos observar na tabela IX, que ambas as

it

cas apresentaram uma esplenomegalia, porém nac houve diferenca -

significativa entre elas nos dias comparados isto & no 119 e

19 dia de infeccao.




wocorporal s oem camundongong O3 e

Tabela IX - Relagdo enire plso de baco o o

CHT/BLE com

diferentes pav

Raga de ca ! !‘ crvalo de
mindongos LoInferior |3
3 DLL0s
13 0,073 3y o 0,014 .
14 0, 02uh T, Dk 0,000 D,671
087 /BLE 17 G, 0anh 0,00 (RN 0,018
21 G,01 8L [HRHIS [E 0,01%
28 G,6140 0,000 mm;,ﬁ&ﬁu 0,01
80 0,00, g,001 O,0004 4,007 B, 009
G L, 0006 0, G004 4,0007 0,005 0,006
©3H i1 “?,Uzhh -?:%U“ 0,002 0,021 0,028
Iy O,0243 0,00u I 0,Ozd 0,078

Nog camundongos C57/BL6, a esplenomegalia foi
mais intensa no 149 dia, decrescendo a seguir, atinginde valo
res proximos do normal em torno do 609 dia de infecgan como mos

tra a figura 4,

4 - Observagoes histolégicas.

Atraves da andlise histoldgica POCUDATOS Ve
el - I

rificar o tropismo tissular da cepa v de T.oruzi em cam

gos das ragas C3H e CL7/BLA,

O exame das prenar: histologicas revelou -
i £

que a cepa y de T.,cruzi apresenta e camundongos  um tro-
pismo tissular predominantemente do tipo reticulotripico,

Entretanto entre as duas ragas, nao exi

rentemente diferencas significativas de intensidade de parasitismo

e reagao inflamatdria, dos Grgios examinados, isto €, baga

gado e coragac nos dias de infeccido em que Foram comparados .,
Na raca de camundonges C57/BL6,maior parasitis

mo  tissular foi observado no IN¢ dia de infecgao no  baco, £i



EN

gado e coracao, porém com 21 dias 4 nao ab Ohmervam

nos referidos Orgdcs. Acs B0 dias de lnf@@ ao o aspecio ha&t@~

1ogico dos Srgdocs examinados foi %emmlﬁaniﬁ aquele 'ﬁa:@ﬂim@ia

nao infectadog,

pese do bago

€,080 - o= B
peso corporal
o i ia o
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fig. H
Evolugao do peso do baco de camundongos C57/BLE infectadog -
com T.opruzi.
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O corportamento das racgas de camundongos ,C57/BLE -

¢ C3H como resistente e sucetivel respectivamente, quando in=

fectados por T. cru

3
Tr b

z1i (Memoranda of Chagas Disease 1974), Foi

confirmado em relagdo a cepa Y de T. oruzi.

Os resultados do presente trabalho mostram queia

resisténcia a infecgio € dependente do nimerc de T, cruzi inocu’

lade .

Assim, camundongos de ambas as ragas que. foram ..

inoculados com 50.000 parasitas, apresentaram uma mortalidade -

total em torno do 109 dia de infeccdo. Provavelmente tal fato g6 -

relacione a intenso parasitismo, antes que suria uma reacan de

protecao efetiva nos camundongos .

Entretanto quando foram usades indculos MEncres’

de 5.000 e 500 T. cruzi, respectivamente, camundongos raga -
At s R ‘ \ b &

C87/BLG, sobreviveram a infeccio até 60 dias, quande foram sa=-
crificados. Porém camundongos da raca C3H apresentaram uma mor-
talidade total, até o 25¢ dia de infeccdio.

I . N . . .
Og naveis de parasi temia foram menoraes Vil raga

CE7/BLE com todos os incculos estudados. O intervale d

tre a infecgdo e o

foi de § e 11 dias para inocculos de 5.000 e 500 T. CYuzi respec

tivamente.

Resultados semelhantes foram obtidos por -
TRISUHMANN et al (1978) ao estudarem o papel da resposta  imuns
na resisteéncia natural de racas isogenicas de camundongos quan-
do infectados por T. cruzi, utilizando indculos de 10% ou 105
tripomastigotas de umacepadoBragil de T. eruzi. Os canmundongos

da raga C3IH morreram dentro de 3 a b

C57/

BLLO sobreviveram e desenvolveram haixa parasitemia. Os mesmos -
autores demonstraram gue a resposta imune parece ser necessaria

G

a sobrevivencia de camundongos C57/BL6, pols estes anim

do submetidos a irradiagio, esplenectomia, ou tratamento com g1

lica, apresentam elevacdc da parasitemia e mortalidade. bm

8 guan ..

infac



de Tripanosoma,

¢ao por outras espécies

como T. bruce:l

{(1878) observou um comportamento cemelhante destas racas
I s

mundongog.
C fato de camundongos

dade e niveis de parasitemia mais

poderia estar relacionado a fatores

mento do parasita ou a uma resposta

Assim Tem sido rado

masT

um parasitismo acentuado em cortex

camundonges C3H e Swiss albino, quando

roadores . Estegs

s SOy o

tecidos de outrosg

tes tecidos a quantidade de
ar como fator estimulante do cresciment

Porém, outros autores,

esterdides, atuam inibindo a Teagan

ciando a elevagao da parasitemia e
tados por T. cruzi., (OKUMURA et al; NERY

1472).
A parti

DRADE et al,

cipagao da re

como fator de resistencia a infeccdo

neste Trabalho.

tardo na produgac de anticorpos anti T.

C3H

elevadas

ImuTie

I
adraenal

comparados

moyrtal

posta de

RO

de

deficiente.
por SHOEMAKER
e
Com
wwtores,sugere

esteroides poc

O do parasita.

referem que s
idade de

T. ecruzi foi

Entretanto, nao foi demonstrade deficit

cruni

em relagac aos C57/BLS, no 119 e 1u9

dia

de infecgao,q

senvoliveremn

que a da raga

il

imunidade

R

imune do hogpedeiro,
animatie
CUIMARAES 19

PR

CLATTON

e

Ca

mostali

que propiciam o desenvo

1

tecido gorduroso

Lane

C57/BLE

vi-

1974 Y,

de

Mesmos

nes

iag

propi-

infec

AN=-

humoral

aatudada

ey

&}

nos  camuncory

k]

1

LA

do

lizados por técnica deimunofluorescéncia e aglutinagdo. Porém

possibilidade de que o anticorpos atuen na

gao por T. cruzi

Outras

infe

em camuindongos

propriedades dos

3 COm

sistema de complemento e

reacan de resis

anticorpos

opsonizacac, poderis

tais

tencl

COmO

ey
i

i

r“‘e'm

C3H,

ané
a

aa

CE7/BLE, naoc estd afastada.

izz

canr

relacionados a destruig¢ido do parasita e nido Fforam verdifi
te trabalho.

Estudos de produgao de anticorpos pela imuniza-
gdc com polipeptides sintéticos em camundongos C3H e CS7/pLLO
realizados por MITCHEILL (1972) revelam que ambas as racas
sao capazes de produ:ip anticorpos da classe IgM durenic a pri-
meira semana apos a inoo “ulagac do antigenc porém, nas imunisa —
gOes subsequentes somente animais da raga C57/BL10 foram capa-

zes de produzir anticorpos da classe

Tei,

revelando decta

forma



I

de classe de anticorpo presente

uma deficieéncia seletiva

ca C3H. Porem producdc de anticorpos Tg0 nos camundong

. o o - o Lo . N - ;N"-‘_
foi obtido, quando o antigeno fol complexado com soro albumina

tado com adjuvante de Freund,

bovira metilada, e infecs :
Por outro lado TAKEHARA et al {(1978) demonstra

ram que a atividade protetora do soro de camundongos Arfwﬂ‘aw'

dos por T. cruri se localiza na frace

Ao analisar as curvas de parasitemia
- b

observar que ambas as ragas sdo capazes de contrdlar o

ro pico, porém os camundongos da raca C3H, falham no  cont:

dos proximos pieos,quands se inicia a mortalidade.

Talvez uma falha na produgae de aﬁticnﬂﬁam Eg&ﬁuﬂ-“

anti T. cruzi, pudesse ser um fator de gugetibilidaﬁ@ da admuﬂiﬁf

dongos C3H infectados com T. cruzi. Portanto, alguma —infopma= .
¢ao sobre os mecanismos envolvidos no comportamento destes cas
mundongos C3H e C57/BLE  pudesse ser obtido através do @ﬁtudé.ﬁ :

das classes de anticorpos anti T, cruzi, assim como trans fepd

cia passiva de soro imune, durante a infecgao por T. cruzi me$T W
tes animals.

Varios estudos tem sido feitos no sentido de ca

racterizar diferengas que poderian explicar o comporte

Tas ragas de camundongos quando infectados por T, cryu

Assim N@gueifa et al (19763 ao estudar

vitro" a interacdo de macrSfagos peritoneais de camundongos
e CLY7/BLE com T. cruzi, ndo encontraram diferencas entre elas.

Outras observagdes feitas por ROWLAND et al (1978), também "in -

vitro™ revelam que durante a infeccao-por T. cruzi, camundon= -

gos CH7/BLE apresentaram uma deerbwan da resposta blastogeni-=

ca, mais precoce e mals intensa que camundongos C3H, tornande- -

enigmatico o entendimento do mecanismo de resisténcia e suceti

bilidade presente nestas ragas de camundongos,
A reagac de imunofluorescéncia indirveta mostrou

3 " e “ e L
ser mals sensivel que a reagao de aglutinacao. Esta Jwﬁ31b13L~

dade, possivelmente poderia estar relacionada com a locsldra d@{%

antigenc. Enguanto que a veacao de aglu?{wagéo Qﬁﬁ?@V@]l

genog de superficie, a reacdo de 1munof?uor@%@en@3d Dwﬂw.J

lar antigenos mals internos do parasita.



-

cornes heterofilos na

A presenca de ant:

da da infecgdo por T. cruzi humana 14 & conhecida e
)y CABRAL (196

Soanticorpos

varios autores como MUNIYZ et al (7

(1876). Nos camundongos, o tTitulo d

um comportamento semelhante aguele

servado na infeccac humanas

- - > « . . - u s g e
08 Titulos decresceram apos a fase inicial da infecclo.intretan

te a natureza de tais agluTininas que

cpuzi, sao do tipo Forsman, nao foi confirmada nestes oo

animals Forsmarn

gos, 0 que seria egperado, sendo o:
vos (HUMPHREY et al 13872).

() aparecimento destes anticorpos poderia ser re
lacionado a um estimuleo inespecifico ou a preszenga de antigenos
comuns entre o parasita e hemdclas de carneiro, o que nao foi
confirmado através de reacdes de absorgao.

0 fato do imune soro, apds ter sido absorvideo -
com formas tripomastigota, apresentar uma reacloc positiva por

imuncefluorescéncia com formas epimastigota, sugere a pr

enga de

- - - ° 4 en
anticorpos contra antigenos Talvez relacionados a diferentes for

mas de T. cruzi, no decorrer da fecgdo, o gque tem si

trade per KLOETZER et al (1975).

A esplenomegalia que fol observada nos oo

gos, tambem presente nos casog de infeccdo humana, (AND

“* » : - ‘““ L )
e caracteristica da fase aguda da infeccao por T. cruzi.

A observagdo histologica dos Srgios es

P P - - 0 - o -
neste trabalho, nac contribuiu para esclarecer possiveis meca-

nigmos envolvidos na resisténcia e suscetibilidade de MU GO -

gos CST/BLE e CU3H irfectados por T. cru:

Talvez, a o

histologica de outros orgdos, analisando densidade de DArasl -

o . . 5. -~
tas, em perlodos mais precoces e mais tardios,doque 3qu: que
foram estudados,possa fornecer alguma contribuicde para o enten
dimento do comportamento destas ragas de camundongos quando in-

fectados por T. cruzi.



Doy e e ey T e
Lonsiderando Niveis

parasitemia e mortalida~
5 C3H-

A

de, a resistencia e suscetibilidade de camundongos das re
e CH7/BLs

cepa y deste parasita.

infectados por

Lotes de camundongos de ambas ag racas,

Foram

inoculados respectivamente com 50.000, 5.000 e 500 T,

s For

ma tripomastigota, por via intra peritoneal. A parasite

determinada em diferentes dias de infeccdo através de
de sangue colhidos na extremidade da cauda dos camundongos.

A produgac de anticorpos cspecificos anti-
zi, na fase inicial da infecgao, que poderia estar :

da a resistencia e suscetibilidade destes animais f@i_ Qafudad B

afravég de reagac de aglutinacdo e imunoflucrescéncia, _ =
Ho soro destes camundongos foramtambem estudados

¢ titulo e naturera de anticorpos heterdfilos.

O comportamento do peso
o . -y » A o - N ; -
servagoes histologicas de bago, figado e coracao foram realiza-

dag nestes camundongos.

Os resultados obtidos sugerem que:

ot
i
e
s
]
0
gmi <
(ﬁdv
e
o

ndongoes da

¢ dependente do numero de parasitaes incculados. Assim pa L no-

culos de 50,000 7,

2 = Quando foram utilizades indoulos H5.000 e
“ruzi respectivamente, os camundongos da raga Ub7/] ge

comportaram como resistentes e os C3H como suscetives

3 -~ Com todos os indculos estudados , mundon-
gog da paga C57/BLE apresentaram niveis de pdb@ﬁ}?@ﬁlﬁz‘y

vadas que os da racga C3H.

do bago, assim como oly=
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4 - Atravées de reacao de imunofluores:

aglutinagao nao foi detectacdsa diferenca de titulo de anticorpos

anti T. cruzi nas duas racas de camundongos nos 119 e 149 dia

de infeccao.

5 - A fase aguda da infecgao por T. cruzi, cepa

¥y, em camundongos C57/BL6 ccorre nas 3 ou U primeiras semanas -

apos a infecgao, baseadc nos achados de parasitemia, anticorpos

heterdfilos, esplenomegalia e observacdes histolégicas.
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