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INTRODUGAO

Do inicio do século XX (1909), num laboratdorio
acondicionado num vagao,em terras mineiras,até os nossos di
as,em modernos laboratdrios distribuidos pelas Américas e

Europa,a doenga de Chagas tem sido objeto de intensa pesqui

sa.
Numa €poca em que o lema era "Face a um doente

€ preciso antes de tudo pensar sifiliticamente" (Chagas

Filho,1979 ) , o hemoflagelado Trypanosoma cruzi foi des-

to por Carlos Chagas e correlacionado com uma"nova entidde
mérbida do homem", a qual foi denmominada trjpanossomiase ame
ricana ou doenga de Chagas como atualmente & mais conhecida.
Através de observagoes de campo e exames de san
gue de pacientes,animais domésticos e selvagens, Carlos
Chagas descreveu o agente etioldgico da doenga,sua patogenia,
seu vetor e o processo de transmissao,abrindo o campo de es

tudo de uma das doengas tropicais de maior ocorréncia na




América do Sul e Central.

Nestes 76 anos (1909~ 1985), a tripanossomiase
americana tem sido estudada através de dois diferertes aspe:
tos:a tripanossomiase natural,incluindo infecgdo congénita
( Bittencourt et al.l972; Szarfman et al.1975), acidental(
Hanson,1974) ou pds -transfusional (Becker,l1975;Teixeira ’
1977) e a tripanossomiase experimental (rev. Brener,1980),
utilizando modelos animais,

__________________________ e A Eripanossomiase humana-afeta-atualmente-entre

10 a 20 milhoes de pessoas na América do Sul e Central (Bloom
1979;Krettli, 1982;Miles,1982) ,apresentando~se desde as for-
mas de infecgao inaparente até as formas mais graves e fa -
tais,ocorrendo em diversos graus intermediarios.

Este elevado nimero de chagdsicos pode ser atri
buido ao deslocamento do ciclo silvestre para zonas urbanas
e as condigoOes rudimentares de moradia que propiciam a domi
ciliagdo dos vetores. Paralelamente,contribuem para este fa
to a dificuldade de diagndstico de fase aguda e a inexis -
téncia de métodos terapéuticos eficazes.

A infecc3o humana caracteriza-se pela existémia
de quatro fases: periodo de incubagﬁo,fase aguda, fase inde =
terminada e fase crbnica (W.H.O.,1974).

- 0 periodo de incubacgao,na maioria dos casos,po -
de ser assintomdtico e se segue 3 penetracac de formas tripo
mastigota através da membrana mucoesa,principalmente dos ollos
Estas formas infectantes encontram-se no intestino de inse =~
tos reduvideos hematSfagos e s8o liberadas com as fezes.ApSs

a penetragaoc na mucosa,estas formas tripomastigota diferenci



am-se em amastigota € proliferam por divisi@o bindria,em célu-
las do sistema fagocitico mononucleaf,células musculares ou
outras.

A fase aguda & marcada pela diferenciacao dos
amastigota em tripomastigota,gque rompem as células hospedei
ras,caem na corrente sanguinea,reinfectando novas cé&lulas.
Esta fase ,na mailoria das vezes,naoc & percebida ,exceto em

criancas {Hoare,1972),sendo caracterizada pelo quadro de

minhavwiiQpatiaTliniadenepatiavhepat@espienamegaiiawewparasé"

temia. (K8berle,1968 )

Apbs ocorréncia de elevado niimero de parasitas
no sangue,segue-se um periodo de parasitemia baixa ou nega-
tiva que caracteriza a fase indeterminada,assintomitica que
pode durar de 10 a 20 anos ou indefinidamente.

Os pacientes gue superam a fase aguda e a fase
indeterminada podem evoluir para a fase crdnica guando O
comprometimento do sistema digestivo ou circulatdrio & ma -
nifesto.

A evolugao dos estdgios ‘da infecgdo e suas mani
festagoes estdo na dependéncia das caracteristicas das ce -
pas de T. cruzi envolvidas e dos processos imunes desenvol-
vidos pelo hospedeiro.

As caracteristicas das cepas de T.cruzi tem si-
do detexrminadas mediante estudos morfolégiéos, bioguimicos
e guimioterapicos e mais recentemente,por clonagem do para-
sita (Postan et al.l983).Estes estudos evidenciam variagdes

dentro de uma mesma cepa (Crane e Dvorak , 1982) e entre



cepas diferentes (rev. Brener,1980) determinando diferencas
no tropismo celular,parasitemia,capacidade de desenvolver
lesoes (Brener,1979) e induzir produgao de imunoglobulinas
(Postan et al.l1l983).

Dentro de uma mesma cepa ,tem sido observadas
variagoes na morfologia do parasita as quais sao correlacio
nadas com diferengas térmicas em regices do organismo hospe
deiro (Trejos et al.l963) ou com graus diferentes de matura
¢ao das formas tripomastigota (Brener e Chiari,1963).Em al-
gumas cepas ocorre um predominio de formas delgadas durante
todo o curso da infecgao experimental,enquanto que em outras,
estas formas sao a maioria na fase inicial,sendo substitul-
das posteriormente por formas largas. (Brener e Chiari,1963)

Uma das diferencas entre as cepas & o tropismo
celular demonstrado principalmente pela cepa Y,que parasita
células macrofagicas e pela cepa Cl,que infecta células mus
culares lisas,estriadas ou éardiacas (Melo e Brener,1978).

Em relagao a patogenia da doenga,tem sido suge-
rido que enzimas proteoliticas ou toxinas sao liberadas por
algumas cepas do parasita e que estas poderiam atuar sobre
fibras do miocardio e neurdnios (K8berle e Alcantara,l1960 ;
Tafuri,1974). O conhecimento acerca destas enzimas proteoli
ticas de T. cruzi ainda & restrito,tendo sido caracterizada
recentemente uma proteinase que se apresenta sobre a super-
ficie de formas epimastigota,tripomastigota e amastigota de
diferentes linhagens deste parasita. (Rangel et al.1981)
Além das enzimas proteoliticas,outros diferentes antigenos

tem sido identificados em diferentes formas evolutivas do pa




rasita (Kloetzel et al.l975) seja de sua superficie celular
(Alves e Colli,1974;Repka et al.1980;Tamashiro et al.lgg3)
ou excretadas em fluidos orgdnicos dos animais infectados.
(Araiijo,1976; Aralijo et al.l1978;Bongertz et al.l981)

Com a caracterizagdo da membrana celular de T.
cruzi ,mecanismos de evasio e processos imunopateldgicos
correlacionados a estes antiIgenos tem sido sugeridos. Um dos
mecanismos de evasao estudado & a aguisicdo de antigenos ce

lulares pela superficie do parasita,como foi demonstrado "

in vitro",recentemente por Chess et al. (1983). Por outro la
do,a liberagao de antigenos do parasita e a sua adsorcio 3
células neuronais e musculares tem sido descritos como fato
res desencadeantes das imunopatologias observadas em pacien
tes chag@sicos humanos (Santos-Buch,1979).Neste sentido,al~
guns autores tem demonstrado que células do reticulo sarco-
plasmatico da musculatura estriada (Sadigursky et al.1982),
certos neurdnios (Wood et al.l982) e a laminina da membrana
basal (Szarfman et al.l982) apresentam determinantes antigé
nicos semelhantes aos antigenos parasitirios.

Frente a este parasita complexo,que se apresen-
ta como um mosaico antigénico,o hospedeiro tem o sistema
imune estimulado e sua resposta & dependente da classe ani-
mal (Nery Gﬁimarées e Lage,1972;Kierszenbaum et al.1981),de
seu padrao genético (Pizzi et al.l1949;Trischmann et al.l978
Trischmann e Bloom ,1982;Wrightsman et al.1982),idade {
Kolodny ,1940) ,sexo (Chapman et al.l975),indculo e cepas de
T . cruzi (Brener,1969;Krettli e Brener,1976).

Em animais de classes inferiores,tais como osan



fibios e as aves,existe uma imunidade natutal ao T. cruzi,
sendo esta,nas aves,dependente da ativagao do complemento
pela via alternativa. (Kierszenbaum et al,l1981).

Entre os mamiferos ,a imunidade natural e adqui-
rida tem sido ‘astudada em pacientes e em animais infectados
mas dada a complexidade de seus sistemas imunes,os mecanis-
mos envolvidos nesta interacao parasito-nospedeiro ainda n3o
estdo totalmente elucidados.

Nos pacientes humanos,os estudos desenvolvidos

durante a infecgao geralmente se restringem 4 fase crdnica,
quando a maioria dos casos sao diagnosticados.

Diante desta dificuldade diversos modelos ex -
perimentais tem sido desenvolvidos utilizando coeihos (
Teixeira et al. 1975), caes (Andrade et al.l974),macacos (
Seah et al.l974; Marsden et al .1970),ratos (Scorza e Scorza,

"1972;Ravelli et al. 1980) e linhagens isogénicas de camunda
gos. (Trischmann et al, 1978 ;Corsini et al. 1980a).

Pela facilidade de reprodugao e manutencdo em
condigoes de laboratdrio e pelos conhecimentos adquiridos em
relagao ao seu sistema imune e gendtico,os camundongos de 1i
nhagens isogénicas tem sido o modelo experimental mais utili
zado nestes ltimos anos.Dentro deste sistema experimental ,
selecionaram:ée linhagens de diferentes susceptibilidades &
infecgao.0 grau de resisténcia natural destas linhagens iso-
génicas vem seéndo descrito desde 1949 por Pizzi e colaborado
res e parece ser governado por fatores genéticos miltiplos ,
incluindo pelo menos um locus prdoxime ou dentro do complexo

maior de histocompatibilidade (H~2) (Trischmann e Bloom,1982)



0 "continuum® de resisténcia observado entre camundongos al-
tamente susceptiveis- C3H/He - e camundongos moderadamente re
sistentes -C57Bl1/10-tem sido correlacionade a fatores da res
posta gue em linhagens resistentes induziria uma eliminagao
mais efetiva do parasita,minimizando a parasitemia.
Trischmann et al.l978).

No entanto,outros aspectos a serem considerados

no tocante a4 resisténcia seriam a viruldncia da cepa (Goble ,

,l%ﬁli?hillipSiiﬁﬁﬁiﬁrﬁnﬁx4l&55lwemownﬁmerowdewpayasitasmino-~m~~'~~~~~~w

culados (Nattan-Larrier,1921).Istoc foi comprovado em camun -
dongos de linhagem C57B1/10 gue s3o resistentes 3 cepa Brazil
mas gque se tornam susceptiveis a esta cepa quando um maior

numero de parasitas €& inoculado (Trischmann et al.1978).

Dentre estas linhagens isogénicas,consideram -se
mais apropriados,modelos que reproduzem a infeccao humana, de
senvolvendo as fases aguda e crdnica da doeng¢a de Chagas.
Tal caracteristica & encontrada em camundongos altamente sus
ceptiveis & infecgao,quando infectados com um pequenc nmero
de parasitas,como & o caso de camundongos da linhagem CBA/J
inoculados com 25 formas da cepa Tulahuen (Kierszenbaum,lQBl;
Kierszenbaum e Budzko,1982).Camundongos da geragdo Fl,origi-
nados do cruzaggnto entre linhagens resistentes e suscepti -
veis,quando inoculados com baixa dose de parasitas  tambén
sao capazes de reproduzir as duas fases da infecgao e sdo ma
is resistentes que os parentais. (Corsini et al.1980a ;
Wrightsman et al.l982; Trischmann e Bloom,1982).,

Os diversos graus'de resisténcia das linhagens

isogénicas & infecgdo pelo T. cruzi tem sido correlacionados
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a capacidade de desenvolver uma resposta imune adequada ao pa
rasita.

Uma das primeiras populacgdes celulares a entrar
em contato com o T. cruzi ,no hospedeiro vertebrado,s3o as
células macrofdgicas,as guais se distribuem em diversas sub-
populagoes {(Wirth e Kierszenbaum,1984) integradas em funcoes
que vao desde a eliminagdo do parasita até a sua dissemina -

¢ao. Estas duas fungdes ndo estdo ainda claramente distingui

das "in vivo” no hospedeiro e a fungl3o exata do macrdfago ain

da nao estd bem elucidada. (rev.Brener,1980).

Os macrbdfagos podem comportar-se como cdlulas hos
pedeiras ,dependendo da cepa do T. cruzi,sendo sugerido que
este tropismo possa estar relacionado a caracteristicas de
membrana destas cé&lulas (Alcantara e Brener,1978) ou do prd -
prio parasita (Andrews e Colli,1982),.

Tem sido demonstrado gue tanto formas epimastigo
ta quanto tripomastigota sao capazes de aderir a superficie
de macrdfagos,no entanto,somente estas Gltimas ,depois de in
teriorizadas,sao capazes de evoluir,sendo as formas epimasti
gota destruldas. (Nogueira et al.l1977;Zeniam e Kierszenbaum ’
1983). Apds a interiorizagdo,o parasita pode escapar da agao
do fagossoma,multiplicar-se e destruir a c€lula hospedeira (
Nogueira e Coﬁn,l976),propiciando assim uma rapida dissemina
¢do da infeccao.

Por outro lado,tem sido descrita a destruicado de
formas do T. cruzi no interior de macr&fagos (Kierszenbaum
et al.l974; Williams e Remington,1977;Nogueira e Cohn,1978 )

e a participagao destas cé&lulas na apresentacao de antigenos
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do parasita aos linfdcitos ,levandc a uma resposta imune pro
tetora ,durante a fase crdnica (Kierszenbaum,1981).

A expressao de Ta (Behbehani et al.l1981; Wirth
e Kierszenbaum,1984) e de receptores C3b e Fe¢, a produgﬁo de
peroxidase e esterase nao-especifica e o aumento de habilida
de fagocitica (Wirth e Kierszenbaum,1984) em macréfagos ati-
vados pelo T. cruzi sugerem uma possivel interacac entre
estas células e linfdcitos T,na resposta ao parasita. Esta

interagao entre linfdcitos T e macrbfagos ativados,através de

mediadores como as linfocinas,tem sido demonstrada "in vitro"
pela indugao da morte e digestdo de formas tripomastigota den
tro de fagossomas. {Nogueira e Cohn,1978).

O envolvimento de macrbfagos conjuntamente com
anticorpos também tem sido observada através de lise de for-
mas tripomastigota na presenga de macrdfagos imunes pré- in-
cubados com anticorpos (Reed et al.l1982),

O papel dos linfdcitos T na infecgd3o chagasica é
de extrema import@ncia pelo grande nlGmero de fungoes gque es-—
tes exercem no organismo tanto como efetores gquanto como in-
termedidrios na interacgao entre as células.

As primeiras observagoes que sugeriram a atuagao
de linfdcitos T na infecgao pelo T. cruzi ,referem-se a rup-
tura de células infectadas,causando ds c&lulas vizinhas nao-
inféctadas degeneragao,necrose ou lise (Viana,l9ll),sendo
este tipo de reacgao sugerido como uma hipersensibilidade de-
sencadeada por produtos do parasita. (Magarino Torres, 1929 ;
Chagas,1934). Além da cardiopatia chagidsica,recentemente tem

sido sugerido que o sinal de Romana e o edema palpebral  (

12



Teixeira et al. 1978) também sao evidéncias de hipersensibi-
lidade do tipo tardio (DTH) na doenga de Chagas.

A participacao de linfdcitos T nestes eventos da
infecgao chagdsica humana tem sido confirmada através de tes
tes de inibigao de espraiamento (Seah,1970) , migracao de leu
cocitos (Yanovsky e Albado,1972) e transformacdo linfoblisti-
ca (Tshudi et al.l1972) embora testes de hipersensibilidade
tardia a antigenos de T. cruzi sejam controvertidos em pacien—

tes humanos (rev. Brener,1980).

Nos modelos experimentais utilizando camundongos,
a hipersensibilidade ocorre espontaneamente em periodos tar -
dios da infecgao,sendo induzida em fases iniciais através de
adjuvantes e vacinas (Abrahamsohn et al,1983).

A participagado de linfdcitos T na protecao a in -~
fecgéo tem sido observada em camundongos nu/nu (Trischmann et
al.1978;Kierszenbaum et al.1l979) ou ratos nu/nu (Rodriguez et
al. 1983) gue apresentam niveis elevados de parasitemia e al-
tas taxas de mortalidade durante a fase aguda.Esta susceptibi
lidade exacerbada & abolida através de transplante timico neo
natal. (Kierszenbaum e Pienkowsky,1979).

Confirmando o papel de linfdcitos T na infecgdo
tem sido apresentado gue células aﬂﬁénkﬁs,enriquecidascaneg
te tipo celulér,levam a um aumento de sobrevida e diminuicgao
da parasitemia,quando inoculadas em camundongos. (Reed et al .
1980). Por outro lado,em camundongos susceptiveis - C3H/He -
foi observado que suspensoes celulares de bago depletadas de
linfbcitos T,provenientes de animais previamente sensibiliza-
dos com formas epimastigota ,séo_mais eficientes na protegao

a infecgao do que suspensdes contendo somente linfdécitos T

13



{(Frischmann e Bloom,1980).

Evidenciada a importincia destas c&lulas na in-
fecgdo chagasica tem sido estudada a integridade funcional
dos linfdcitos T,em pacientes humanos e nas linhagens resis
tentes e susceptiveis, através de sua ativagdo "in vitro" fren
te a mitOgenos especificos,antigenos de formas evolutivas do

parasita ou antigenos heterdlogos.
Durante a fase aguda,a maioria dos trabalhos des

crevem uma supressac da resposta linfoblistica para mitdge -

nos tais como fitohemaglutinina (Rowland e Kuhn,1978 :
Kierszenbaum ,1980;Kierszenbaum e Budzko,1982), concanavali-
na A (Ramos et al.l979;Tanowitz et al.l981;Kierszenbaum e
Budzko,1982) em camundongos resistentes e susceptiveis e em
pacientes humanos (Tshudi et a1.1972).

Frente a antigenos heterdlogos tem sido observa-
da supressao frente a oxazolone (Reed et al.l1977,1978),adju-
vante completo de Freund (Reed et al.1977) e hemdcias de car
neiro (Lima Pereira ,1978).

A supressdo de resposta a antigenos do prdprio pa
rasita também tem sido observada,na fase aguda.Em camundongos
CBA/J esta supressao ocorre concomitantemente 3 uma severa de
plegao do compartimento de c&lulas T do bacgo,sugerindo ausén-
cia ou redugao de células T acessdrias e /ou efetoras (Hayes
e Kierszenbaum,198]l;Kierszenbaum,1981),

Além da resposta mediada por cé&lulas T ,supressao
na fase aguda ocorre na resposta humoral a antigenos heterdlo
gos T-dependentes ou T-independentes,tais como hemicias de bur

ro (Clinton et al.1975;Ramos et al.1978),gamaglobulina humana
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(Ramos et al.l1l978) ,hemdcias de carneiro {(Cunningham et al,
1978;Tanowitz et al,.1981;Corsini et al.l981), DNP-Ficoll e
lipopolissacaride (Ramos et al.1978) e antigenos do préprio
parasita {(Rowland e Kuhn,1978;Teixeira et al.1978).Efeito
supressivo na resposta humoral a antigenos heterdlogos -he~
macia de carneiro- també&m tem sido observado utilizando ex-
tratos provenientes tanto de formas epimastigota ~-FAd . (
Corsini et al.l980b) como da forma amastigota (Corsini et

al.l981l). Frente a mitdgenos de linfdcitos B tais como 11 -~

popolissacaride (Ramos et al.l1979;Hayes e Kierszenbaum,1981;
Tanowitz et al.l198l;Kierszenbaum e Budzko,1982;Maleckar e
Kierszenbaum,1983) também tem sido observada supressao.

A supressao da resposta imune,durante a fase
aguda da doenga de Chagas, tem sido correlacionada 3 suscep
tibilidade mais exacerbada do hospedeiro ao parasita(
Cunningham et al,1l978),em desacordo com as observagoes de
outros autores que nao confirmaram esta correlag5o(T&xmﬁtz
et al.1981).

Uma série de mecanismos com o envolvimento de
células supressoras (Ramos et al.1979) e fatores séricos su
pressores (Cunningham et al.1980a) tem sido relacionados 3
supress%o_de fase aguda.Além da participacdo destas cédlulas
‘e fatores,hd a sugestdo de que a imunossupressio seja deter
minada pela ativagéo policlonal,principalmente de linféci -
tos B,seguida de uma deplecao clonal (Ortiz-Ortiz,1980).A de
plegao de linfScitos T no bago de camundongos infectados
com T. cruzi (Hayes e Kierszenbaum,1981l) tambdm tem sido co
locada como indutora de supressdo e trabalhos"in vitro" tem
demonstrado a inibigao de proliferagdo de linfScitos T fren

te a produtos de formas sangulicolas do parasita(Maleckar e



Kierszenbaum,1983).

Embora,na fase aguda,a supressao esteja nitida-
mente caracﬁerizada,na fase cronica o aparecimento deste
fenOmeno & controvertido. Scott (198la) observou que ,em ca
mundongos ,ocorrem células supressoras especificas -radiore-
sistentes e sensiveis ao soro anti~Thyl.2-que inibem respos
tas de hipersensibilidade a antiIgenos de T. cruzi mas nao a
antIigenos nao-relacionados.Por outro. lado,alguns autores

L tem demonstrado ,em camundongos,uma resposta normal de lin-

foproliferagao frente a antigenos de T. cruzi e de ativacao
mitogénica induzida por concanavalina A,fitohemaglutinina e
lipopolissacaride (Kierszenbaum,l1980;Hayes e Kierszenbaum ,
1981).

Estes autores tem correlacionado o reestabeleci
mento da resposta imune aos niveis normais,durante a fase
crdnica,a concomitante reducao dos niveis parasitémicos no
sangue.Neste sentido,a produgao de anticorpos especificos
ao parasita tem sido sugerida come sendo o fator mais impor
tante da resposta imune,nesta fase. {(Trischmann ,1983).

Desde os primeiros estudos da doenga em pacien-
tes humanos,a produééo de anticorpos fixadores de complemen
to (Guerreiro e Machado,1913),aglutininas e precipitinas (
Muniz e Freitas,1944) tem sido observada,tanto na fase agu-
da como na fase crOnica. Nestes pacientes,os anticorpos do
tipo IgM ,durante a fase aguda,geralmente apresentam-se em
altos titulos, {Cerisola ,1977;Teixeira et al.l1978)sendo nox_

malizado na fase crbnica (Camargo e Takeda,1979).0s titulos
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de IgG, poxr outro lado,mantém-se elevado durante toda a in-
fecgao,tanto em humanos como em animais experimentais. (rev,
Brener,1980}.

O efeito protetor dos anticorpos tem sido demons
trado ,em animais experimentais,através de transferéncia pas
siva de soro imune {(Culbertson e Kolodny,1938;McHardy,1977 ;

Krettli e Brener,1976;Scott,1981b),de fracgoes de imunoglobu-

linas (Castelo Branco,1978) e de células esplénicas depleta-

das.de cé&lulas T e macrbfagos.. {Scott,1981b) ou. de células B
(Trischmann,l983).

A imunidade na fase crdnica,segundo Scott (1981b),
seria predominantemente dependente de células B,com envolvi-
mento de linfdcitos T auxiliares.

Este fato tem sido confirmado pelo aumento da con
centragac de IgG concomitante a diminuig¢ao de parasitas intra
celulares e circulantes. A concentracao maxima destas imunoglo
bulinas tem sido observada na 62 semana de infecgdo e seu efei
to protetor tem sido demonstrado pela sua transferéncia para
animais normais,posteriormente infectados ,reduzindo a parasi-
temia,a mortalidade e a densidade de estagios intracelulares.
(Hanson ,1977)

Os mecanismos dependentes de anticorpos que sao
sugeridos como participantes no controle dos nilveis parasi -
témicos,na sua maioria,tem sido estudados em modelos "in vi -
tro",nd3o sendo ainda estabelecidos os processos desenvolvidos
"in vivo".

A opsonizagao de formas sanguicolas do parasita
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tem sido verificada apds incubag¢do de soro de camundongos
da fase crdnica com células de figado e bago. (Scott e Moves,
1982). Apesar da descrigdo da atuagdo dos anticorpos citofi-
licos neste processo nao tem sido observado o aumento acen-
tuado destes,nem em camundongos resistentes nem em suscepti-
veis. (Kuhn e Cassida,1981).

Os mecanismos de lise também tem sido descritos
“in vitro" através da ativacdo do complemento pelas vias clds

sica e alternativa,er soro de pacientes chagisicos cronicos

(Budzko et al.l975) e pela via alternativa ,em camundongos
na fase cronica. Em modelos experimentais,a ativacio acentua-
da de complemento pela cepa Fl tem sido observada no 109 dia
de infecgao,sendo esta moderada na fase crdnica. (Irulegui et
al.1980) Esta ativacgao tem éido associada a presenca de com-
plexos imunes particulados e solfiveis na circulagdo e no cora
gao. (Chaves et al.l980). Em animais decomplementados,tem sido
observado que a cepa Fl induz maiores niveis parasitémicos
que a cepa Y. (Irulegui et al.1982) Este comportamento distin-
to frente aos anticorpos ocorre nas cepas Y e Cl e parece ger
dependente de caracteristicas prdprias de cada uma delas (
Krettli e Brener,1976;Krettli,1978).

Além da lise mediada por soro imunhe de camundongo
e pacientes cronicos,na presenca de complemento,tem sido tam
bém descrita a lise de tripomastigota mediada por linfdcitos '
neutrbfilos e eosin@filos humanos (Kierszenbaum,1979 :

Kierszenbaum e Lima,1983) ou granuldcitos de camundongos {

Kipnis et al.1981) ,na presenga de anticorpos.
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Estudos "in vitro" com eosindfilos e neutrdfilos
de camundongos tem sugerido que estes mecanismos de defesa
também podem induzir destruicao tecidual,através de cito -
toxicidade celular dependente de anticorpos scbre cé&lulas
adsorvidas com antigenos de T. cruzi e anticorpos especifi
cos (Jopez et al.l1983).

Do exposto acima ,percebe-se que, apesar
dos conhecimentos adquiridos acerca dos mecanismos desen -
volvidos na interagdo de T. cruzi e seus hospedeiros,ainda

nao estiao estabelecidas as relacdes entre resisténcia/sus~—

ceptibilidade e a resposta imune.

Um dos principais obstaculos ao conhecimento
destes mecanismos tem sido a heterogeneidade dos modelos ex
perimentais ,impedindo estudos comparativos. Além disso, a
grande maioria destes modelos nao reproduz as condi¢des na-
turais da infeccao.

Dentro deste contexto,o objetivo principal des-
ta tese & estudar,num modelo mais prdximo da infecgao natu-
ral,as populacgOes celulares envolvidas na resposta imune ao
T. cruzi ,no Orgao linfdide que drena o local da inoculacdo
- 0 ganglio popliteo. Com o objetivo de se estabelecer pos
siveis relacoes entre a resist@ncia/susceptibilidade e ares
posta imune desencadeada contra o parasita,foram utilizadas
trés linhagens isogénicas de camundongos gue apresentam di-
ferentes graus de susceptibilidade. Neste sentido,os princi
pais aspectos abordados referem-se as alteracdes ocorridas
da nivel de peso,nlmero de células e populagoes celulares

apbs infecgao pelo T. cruzi.
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MATERIAL E METODOS

2.1. ANIMAIS.

Foram utilizados camundongos isogénicos,de ambos
0s sexos ,das linhagens F1(C57B1/10 X CBA/J),CBA/J e C57B1/10,
com 3 a 4 meses de idade,criados no Biotérioc Central e manti
dos no Biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia

do Instituto de Biologia da UNICAMP.

2,2. Trypanosoma cruzi

A cepa Y de T. cruzi (Pereira da Silva e

Nussensweig ,1953) foi mantida em camundongos Swiss - 55 ou
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CBA/J de 3 meses de idade e transferida semanalmente,por ino
culagao intraperitoneal de 10° formas de tripomastigota san

guicolas.

2.3. Infecgao experimental por Trypanosoma cruzi.

Lotes de camundongos F1{C57B1/10 X CBA/J),CBA/J
e C57Bl/10 foram inoculados com lO2 formas de T. cruzi,pe -

lo coxim plantar da pata direita ,via subcutidnea (s.c.).

2.4. Obtencgao do complexo Peroxidase -Anti-Peroxidase.

(PAP)

Para a identificagao de linfbcitos T e B em géﬁ
glios popliteos de camundongos normais e infectados com T.
cruzi foi utilizado o métcodo imunoenzimitico proposto por
- Sternbergexr et al. (1970)

O método utiliza a enzima peroxidase complexada
a um soro anti-peroxidase formando um complexo Peroxidase -
Anti-peroxidase (PAP) soliivel e estavel.

Este complexo liga -se ao antigeno tissular atra
vés de dois outros anticorpos independentemente de uma liga
géo,covalentem(Sternberger,1974)

A obteng¢ac do complexo PAP constou de duas eta~
pas : a imunizagdo de coelhos com peroxidase seguida de ava

liagdo da producgao de anticorpos especificos e da complexa-

cao da peroxidase ao soro anti-peroxidase
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2.4.1. Imunizacdo de coelhos com peroxidase.

O soro anti-peroxidase foi obtido em coelhos (2)
adultos através da inoculagao intramuscular de 10 mg/ml de
peroxidase ,livre de sais (Polysciences),em adjuvante com -
pleto de Freund. A mesma dose ,sob as mesmas condigées,foi
inoculada apds 2 semanas. Depois de 20 dias foi inoculada
intravenosamente 1 mg/ml de peroxidase. Sangrias de prova

foram realizadas a cada inoculagdo e a sangria total foi rea

lizada uma semana apds a Gltima inoculacao.

2.4.2. Determinagao da zona de equival@ncia e titulacdo

do antisoro.

Anterior d& fase de conjugacdo da peroxidase ao
SOro antimperoxidase,foi realizada a rea¢do de Heidelberger
-Kendall para a determinagao da zona de equivaléncia entre
este antigeno e o soro especifico.

Foram distribuidos ,em tubos de ensaio, volumes
de 1 ml de soro anti-peroxidase aos gquais foram adicionados
volumes idénticos de solugdo contendo diferentes concentra-
¢oes de peroxidase,que variava entre 50 e 500 mg/ml,.Estas
solugoes foréﬁ incubadas a temperatura de 49 C,durante 18
horas.Apds a incubagao ,0s tubcs foram centrifugados e o sQ
brenadante foi testado para a presenga de excesso de antigg
no ou anticorpo.

A concentragao de peroxidase escolhida para a
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conjugagao do soro anti-peroxidase foi a de zona de eguyiva-
léncia mais prbxima da zona de excesso de antigeno

0 titulo do soro anti-peroxidase foi determina-
do por reagao de dupla difusdo utilizando a peroxidase nas
concentragaes de 500 e 100 ug/ml e o soro anti-peroxidase

diluido de 1:2 a 1:64 ( yazio 1:2).

2.4.3. Preparacao do complexo Peroxidase -Anti-Peroxidase

Uma solugao de peroxidase 0,6%,diluida em sali -
na fisioldgica 0,15 M,foi incubada com soro de coelho anti-pe
roxidase ,3 temperatura ambiente ,por 60 minutos,a fim de pro
piciar a reagao da enzima com seu antisoro. Apds incubacio,
esta amostra foi centrifugada a 770 g ,durante 20 minutos, a
49 C e o precipitado lavado em salina por trés vezes consecu-
tivas.Esse precipitado foi ressuspenso em uma solugao de pero
xidase 1:500 ,sob fraca agitagao e baixa temperatura. Esta sQ
lugao foi rapidamente levada & pH 2,3 a fim de dissociar a
reagao antigeno - anticorpo e,na presencga de excesso de pero-
xidase ,levar & formagdo do complexo PAP (3 moléculas de pero
xidase e 2 de anticorpo anti-peroxidase.)}

Apds dissociagao &cida,o pH da solugao foi eleva
do para 7,4 impedindo a denaturacao das proteinas. A seguir,a
solucao foi precipitada por uma mistura de acetato de sddio
0,08 N e acetato de ambnio 0,15 N. Apds centrifugagaoc a
37.000 g,durante 8 minutos,3d temperatura de 19 C,foi adiciona

do ao sobrenadante ,sob agitagao,um volume igual de solugdo
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saturada de sulfato de amdnioc a 4QC,pa£a precipitac¢ado de imu
noglobulinas livres e complexadas. Esta solugdo foi centrifu
gada a 37.000 g,durante 16 minutos ,numa temperatura de 1¢C.
Para a separagﬁo do complexo PAP da peroxidase livre,o preci
pitado foi lavado com sulfato de ambnioc a meia saturacdo, a
42 C. O precipitado obtido foi ressuspenso em agua destilada
e dialisado contra trés mudancas de salina 0,15 M,contendo

acetato de sddio-amdnio. A solugdo foi centrifugada a 37.000

~grdurante. 16 -minutos-e-distribuida—em-aliguotas de-Oyk ml

em frascos congelados em nitrogénio ligquido e estocados a

2.4.4. Determinagao do titulo do complexo PAP.

Apbs a conjugacao da peroxidase com o soro an -
ti-peroxidase,o complexo PAP formado foi testado através da
técnica de dupla difusao (Ouchterlony,1958) frente ao soro
de carneiro anti-IgG de coelho e através de imunoeletrofore-
se (Grabar e Purtin,;1964),frente aos soros de coelho anti-pg
roxidase e de carneiro anti-IgG de coelho.

Na té&cnica de dupla difusido,foram empregadas a
forma pura do PAP e diluigGes até 1:8 frente a concentracdes
de 100 e 500 ug/ml de soro de carneiro antirIgG de coelho.A
leitura das linhas de precipitacido foi efetuada antes e de-
pois da reagdo com solugdo de diaminobenzidina (DAB) 0,05%
H,0, 0,01% em tampao tris-HC1l 0,05 N pH 7,6.

A imunceletroforese foi realizada em placa de
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vidro de 12 X 9 cm,contendo uma camada de 3 mm de agar, em
tampao veronal 0,05 M pH 8,4,com gradiente de potencial de
6 volt/cm,durante 60 minutos.

A atividade do PAP também foi testada sobre for
mas epimastigota e amastigota de T. cruzi.As formas epimas-
tigota foram obtidas de meio LIT,cultivadas a 289C,lavadas
em salina 0,15M,fixadas em formol 10%,depositadas. .em :18mi -
nas histoldgicas e incubadas com soro anti~FAd (Tamashiro

et al.1983) nas diluigoes de 1:60 a 1:240,soro de carneiro

anti~IgG de coelho e PAP,na diluigao de 1:200. Amostras de
tecido cardiaco foram obtidas de camundongos Swiss-55 infec
tados com 105 formas tripomastigota de T. cruzi ,mantidas

em nitrogénio liquido e posteriormente processadas em micrd
tomo (HistoStat Microtome-American Optical).SecgOes de cora
gao infectado foram aderidas sobre laminas histoldgicas,ra-
pidamente fixadas em acetona e incubadas com os mesmos anti

soros utilizados para formas epimastigotas.

2.5. Obtengdo do soro de carneiro anti- IgG de coelho.

0 carneiro foi inoculado intramuscularmente com
IgG de coelho purificada em coluna de DEAE~celulose (gentil-
mente cedida pelo Prof9 Paulo M.Arafijo,do Dept? de Microbio
logia e Imunologia -UNICAMP) na concentracgao final de 1,5
mg/ml,em adjuvante completo de Freund. Apds um més foi re-
petida a inoculacio,sob as mesmas condig¢des,na concentragao

de 200 ug/ml. Um novo reforgo foi dado,apds 30 dias,com IgG
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de coelho na concentragao de 3 mg/ml,em adjuvante completo
de Freund.

Passado um més,foi inoculada,na regido ganglio
nar da pata posterior do carneiro,200 ug/ml de IgG de coe-
lho,dissoclvida em salina fisioldgica 0,15 M.Decorridos 15
dias desta inoculagao,foi realizada sangria parcial,separa
do o soro,centrifugado a 433 g ,durante 10 minutos e esto-
cado a -209 C.

Para um primeiro teste gualitativo da reativi-

dade antigeno—anticorpo,foi realizado 0 teste de anel,com
concentracdao de 100 e 500 ug/ml de IgG de coelho e soro de
carneiro anti-IgG de coelho na forma pura.

Este soro foi testado através da técnica de
dupla difusao e imunceletroforese,frente ao soro normal de
coelho.Na té&cnica de dupla difusdo foram utilizadas dilui-
¢oes seriadas de soro de carneiro anti-IgG de coelho de 1:4
até 1:128 e soro de coelho nas concentracdes de 100 e 500

ug/ml.

2.6. Obtengao do soro de coelho anti-~linfécito T de ca

mundongo.

Omsoro anti-linfdocito T ,utilizado para carac-
terizagao de linfdcitos T,foi preparado segundo prescricles
de Rodt et al.. (1974),

Este soro foi obtido imunizando-~se coelhos,in=-

tramuscularmente,com células de cé&rebro de camundongo CBE/J,
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suspensas em 1 ml de salina fisioldgica 0,15 M,emulsionadas
em adjuvante completo de Freund.Apds 43 dias da primeira do
se ,foram inoculados logtimécitos de camundongo da linhagem
CBA/J (1 m&s de idade),em adjuvante completo de Freund. A
esta inoculagao,seguiu-se injecdo do.mesmo nimero de timo-
citos de CBA/J,ressuspensos em salina 0,15M,nos seguintes
dias ,apbs a primeira inoculagao : 44, 45, 71, 72, 102,104,
e 107. Apds este periodo foi realizada a sangria total do

coelho.

2.6.1. Absorgao do soro anti-linfdcito T.

0 soro anti-linfdcito T foi absorvido com célu -
las do figado,coragao e rim de camundongos CBA/J normais e
plasmocitomas de IgG, IgA e IgM ,desenvolvidos em camundmgos
BALB/c. Os Orgaos e plasmocitomas foram retirados dos anima-
is ,homogeneizados em macerador e lavados em PBS pH 7,3. A
incubacdo do soro com estas células foi realizada durante 30
minutos,a 49 C.

0 soro normal de coelho ,utilizado como control%
foi absorvido com coragéo,figado e rim de camundongos da 1li-
nhagem CBA/J mas nao o foi com plasmocitoma de BALB/c,pela

dificuldade na obtencao destes tumores.
2.6.2. Determinagao do titulo do antisoro.
O titulo do soro anti-linfdcito T foi determina-
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do utilizando=-se teste de citOlise mediado por complemento,
imunofluorescéncia (Hudson,1976) e imunoperoxidase (
Sternberger . et al. (1970).

Na reacao de citblise ,0s timos de camundongos
das linhagens CBA/J,C57Bl1/10 e Swiss-55 foram coletados ,
homogeneizados e a suspensao celular obtida foi ressuspen-—
sa em glicose 0,308 M. Esta solugao de glicose contendo as
células timicas foi filtrada através de gaze,em pipeta

—Pasteur,-a-4QC. _Depois_da £il f‘x:ar;;gn ~a-suspen sao. foi cen -

trifugada duas vezes a 433 g,durante 10 minutos, a 49C e
ressuspensa em 1 ml de PBS.Estas células foram contadas em
cimara de Malassez,sua viabilidade verificada através de
teste de exclusao pela Nigrosina 0,2% e posteriormente ajus
tadas para um total de 5 X lO7 células/ml.

O complemento liofilizado foi previamente dis-
solvido em agua gelada ,durante 30 minutos a 49C com eri -
trocitos e bago de camundongos CBA/J de 1 més de idade.

A reagao de citdlise consistiu da incubagao de
volumes iguais de timdcitos de camundongos ,de soro anti -
1infdcito T ou soro normal de coelho absorvido ou nao (nas
diluigaes finais. seriadas de 1:12 a 1:192) e complemento (
na diluicao inicial de 1:5) ,durante 30 minutos a 372 C. O
periodo de incubacao foi interrompido em banho de gelo e a
contagem de cé&lulas vidveis foi realizada com NigrosinaO,2%,

em camara de Malassez.
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As reagdes de imunofluorescéncia foram realiza-
das sobre suspensoes celulares de timo e ganglio de camun -
dongos da linhagem C57B1/10. Estas suspensoes foram incuba-
das ,durante 30 minutos com SOro anti-linfocito T ou soro
normal de coelho absorvidos ,nas diluigbes seriadas de 1:4
a 1:16 .ApSs lavagem em PBS,as laminas foram incubadas,du-
rante 30 minutos ,com soro de carneiro anti-IgG de coelho
marcado com fluoresceina,nas diluigOes de 1:20 a 1:40. As

l3minas foram montadas sob laminulas,em solugaoc contendo

9 partes de glicerina e 1 parte de tampao carbonato pH 9,2
e observadas em microscoOpio de fluorescéncia com epilu
minacao da Carl Zeiss.

As reacGes de imunoperoxidase foram realizadas
sobre células do ganglio popliteo de camundongos normais
das linhagens F1{C57B1/10 X CBA/J) ,C57B1/10 e CBA/J,utili~
zando-se diluicdes de 1:100 at@ 1:1000 de soro anti-1infd-
citc T e complexo PAP 1:46 e 1:80. Como controle foi utili

zado soro normal de coelho nas mesmas condigoes.
2.7. Obtengéo do soro de coelho anti-IgG de camundongo

0 soro de coelho anti ~IgG de camundongos foi
gentilmente cedido pela Prof2 Jlilia K.Sakurada (Depto. de
Microbiologia e Imunologia - UNICAMP) e utilizado na detec
cdo de linfdcitos B. Este soro foi obtido através da imwni

zagao de €oelhos com IgG de camundongos ,segundo recomenda

¢Oes de By et al. (1978).
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2.7.1. Purificagio do soro de coelho anti-IgG de camun-

dongo.

A purificagao do soro de coelho anti-IgG de ca-
mundongo foi realizada em coluna de DEAE-celulose,equilibra
da a temperatura ambiente em tampao fosfato de sddio 0,01 N
pH 8,0.

O sorc de coelho anti-IgG de camundongo liofili

zado foi ressuspenso em 10 ml de aqua destilada gelada e

dialisado ,durante dois dias ,contra solugdo tampdo fosfato
de sddio 0,0l N pH 8,0. A seguir foi centrifugado a 1732 g,
durante 15 minutos, a 42 C e o sobrenadante aplicado numa
coluna de 2,4 X 87 cm,num fluxo de 10 gotas /min. Apds pas-
sagem em coluna,a amostra foi coletada e dialisada em PBS
0,013 M pH 7,4 a 49C ,por dois dias. Este  soro foi estoca-

do em aliguotas de 0,5 ml a -209 C.
2.7.2. Titulagao do antisoro.
A amostra de IgG de coelho anti-IgG de camundon
go ,purificada em DEAE-celulose ,foi testada através da téc-
ca.de dupla difusao (Ouchterlony,1958) ,nas diluicSes de 1:2

a l:64 frente ao soro normal de camundongo, nas concentragoes

de 100 e 500 ug/mlre por imunoeletroforese.
2.8. Parasitemia das linhagens isogénicas F1(C57B1/10 X
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CBA/J) , CBA/J e C57BL/10.

A parasitemia dos camundongos das linhagens F1(
C57B1/10 X CBA/J), CBA/J e C57B1/10 ,inoculados com 102 for-
mas de T. cruzi no coxim plantar , foi determinada diariamen-
te segundo Brener (1962).

Os camundongos foram sangrados através de peque

no corte na extremidade da cauda e,apds desprezar-se a pri-

globina calibrada para 5 ul e colocado entre li3mina e lami-
nula de 22 X 22 mm.Esta preparacao foi observada ao micros-
coOpio Optico,sendo contado o nimero de parasitas,em 20 cam~
pos,com objetiva 40. Para a obtencac do niimerc de parasi -
tas em 1 ml,o nimero obtido foi multiplicado por 3 X 10 .
Os resultados foram expressos atraves de média aritmética .
Os desvios-padroes calculados nao foram expressos no gra -
fico porque atingiram valores muito elevados,chegando a atin

gir niveis superiores a prdpria média.

2.9. Determinagao do peso dos ginglios normais e infec-
tados.

O peso dos ganglios popliteos normais e infecta
dos com 102 formas de T. cruzi , foi obtido. a cada 5 dias
de infecgao até o 459 dia,nas linhagens F1{(C57B1/10 X CBA/J),
CBA/J e C57B1/10., A pesagem foi realizada em papel aluminio

previamente pesado em balanga analitica (Mettler H 34) e ex
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Presso em md.

2.10. Obtencao das suspensdes celulares dos gédnglios po

pliteos.

As suspensoOes celulares obtidas de ganglios po-

pliteos das patas dos camundongos das linhagens F1(C57B1/10

- X.CBA/J),CBA/J e C57B1/10 . inoculados-com-T. cruzi-e-coleta

dos a cada 5 dias ,foram divididas em duas amostras distin-
tas : aguelas provenientes dos ganglios da pata inoculada
com T, cruzi e aquelas suspensces correspondentes aos gan-
glios das patas contralaterais as inoculadas.

Os ganglios popliteos normais utilizados como
controle, foram obtidos de 3 a 5 camundongos das tré&s linha-
gens estudadas.,

Estes ganglios foram lavados em Hanks',excisa -
dos com agulhas finas e as suspensoes celulares obtidas,cen
trifugadas a 433 g ,por 10 minutos.A viabilidade destas cé-
lulas foi verificada através da Nigrosina 0,2% e o niimero
total destas cé&lulas foi contada em cimara de Malassez.Apds

terem sido ajustadas para um numero de 1 X 106

células /ml,
fordm depositadas sobre laminas de vidro (Chagas-Inlab) a

49 C,durante uma a duas horas. O sobrenadante foi absorvi -
do com papel filtro e as lAminas submetidas a secagem rapi-
da a 409 C. Apds secagem,foram imediatamente fixadas em me-

tanocl 100 % (Mexck),durante 30 minutos ,a -209 C (Sassen e

Platse,1980)
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2.11. Determinagao do niimero de macrdfagos.

O nimero de macréfagos das suspensdes celulares
de gianglio popliteo das linhagens F1(C57B1/10 X CBA/J) fEAA}
e C57B1/10, normais ou infectados com 102 formas de T.cruzi,
foi obtideo através da ativacdao destas c@lulas com carbono
coloidal ( Pelikan Cl1l1/1431a).

Aliguotas de 50 ul de suspensdo celular foram

"""""""""""""" incubadas com 50Ul -de solucas de Earbons ¢oleidal dirante
10 minutos,a baixa temperatura . Os macrdfagos foram identi
ficados através de seus granulos de carbono coloidal fagoci
tado.

| A porcentagem de macrSfagos foi determinada pe -
la contagem diferencial de linfbGcitos e macrdfagos em cama-
ra de Malassez. Camundongos normais das mesmas linhagens
foram utilizados como controle na detecgao do niimero de ma-

créfagos em ganglios ndao estimulados pelo parasita.

2.12. Detecg¢ao citoenzimidtica de linfdcitos T e B em

camundongos inoculados com T. cruzi.

Para a deteccao das populagOes linfocitdrias em
camﬁndongos das linhagens F1(C57B1/10 X CBA/J),CBA/J e
C57B1/10 foram coletados os ganglios popliteos destes ani -
mais,no periodo de 5 a 45 dias,num intervalo de 5 dias. Os
gdnglios popliteos dos camundongos das linhagens CBA/J e

C57B1/10 foram coletados durante a fase aguda,entre o 109 e
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209 dia de infeccgao.

As laminas contendo as suspensoes celulares fo-
ram incubadas com soro normal de carneiro ,soro de coelho
anti-linfécito T (diluigdo 1:1000),soro de carneiro anti-
IgG de coelho e complexo PAP,para a detecgao de linfocitos
T. Para a caracterizacao de linfdcitos B'foi utilizado co -
me Soro primario o soro de coelho anti-IgG de camundongo.Co
mo controle dos soros primdrios foi utilizado soro normal

de coelho.

Cada incubacao foi realizada durante um perio -
do de 30 minutos,a 209 e em cada intervalo de incubacdo as
laminas foram lavadas em PBS ;durante 10 minutos.

A revelagao da reacgao foi feita com diaminoben -
zidina 0,0b5% e H202 em tris—-salina 0,05 N pH 7,6 por 10 mi -
nutos para todos os soros primarios utilizados.No caso das
lénminas incubadas com soro anti-IgG de camundongo foi reali-
zada uma pds -fixacao com tetrdxido de Ssmio por 5 minutos,
para tornar mais evidente a reagao .

A contagem do nimero de cé&lulas marcadas pela
reagac de imunoperoxidase foi realizada em microscdpio opti
co da Carl Zeiss,sendo calculadas as porcentagens e desvios
padrao destas,em relagdo ao nlmero de células nio marcadas.
Foram utilizados para a contagem 10 campos das 6 a 8 amostras

de um "pool" celular de cada um dos 2 grupos experimentais ,

num total médio de 500 células.

2.14. Analise estatistica.

Foram realizadas através do teste t de Student.

4
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3.0. RESULTADOS

3.1. Caracterizagao e especificidade dos soros.

A caracterizagao das populagdes celulares,espe-

cificamente linf&citos T e B,durante a infecgdo pelo T.cruzi,

de soros e complexo imune,cujas caracteristicas sio funda -
mentais na elucidagao dos resultados posteriormente obtidos.
Neste sentido,sao descritas,nesta primeira secgao,as carac-
teristicas imunoquimicas e citoquimicas do complexo e dos

soros utilizados.

3.1.1. Complexo Peroxidase-Anti-Peroxidase.

{PAP)

A reatividade do soro anti-peroxidase frente ao
seu antigeno especifico (peroxidase) e a manutencao das ca-—
racteristicas imunoldgicas e enzimdticas do complexo PAP foi
confirmada através de técnicas de dupla difusdo ( Ouchterlony,
1958) e imunceletroforese (Grabar e Burtin,1964).

Na técnica de dupla difusdo , o soro de coelho
anti-peroxidase (68 mg/ml} apresentou titulo de 1:16 fren -
te 3s concentragbes de 500 e 100 ug/ml de peroxidase (Figu-

ra la) e frente ao PAP (Figura 1lb).As linhas de precipita -
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gao apresentando colorag¢@o marrom,apds incubacdc com  DAB
0,05% e H202 0,01% em tris-HC1 0,05 N pH 7,6 confirmaram a
manutengao das caracterIsticas enzimaticas e imunoldgicas
da peroxidase e do soro anti-peroxidase apds © pProcesso
de conjugacgao. (Figuras la e 1b}.

Em imunoeletroforese observou-se a migracao da
peroxidase em diregao & regiao anddica e as linhas de pre-
cipitagdao ,apbs reagao com soro anti-peroxidase ,ocorreram

na reqgido das gamaglobulinas,mais especificamente na regi-

ao da classe IgG (Figura 2a).

Quando o complexo PAP foi colocado na presenga
do soro anti-peroxidase,observou-se que a migragao deste
complexo fol mais lenta quando comparada d migragdo da pe-
roxidase livre,indicando que a peroxidase reativa manteve-
se complexada ao soro especifico. Frente a este mesmo soro
foi observado um arraste proteico gue pode ser considerado
uma fragao do PAP inativada. O complexo PAP,quando em pre-
senga do soro anti-peroxidase e soro de carneiro anti-~IgG
de coelho,apresentou linhas de precipitagdo na regifo de
migragao das gamaglobulinas ,especificamente na regiao de
IgG {(Figura 2b).

Estes resultados confirmaram a reatividade do
soro anti-peroxidase antes e apds a conjugagao e indica -
rém gue a imunoglobulina predominante no complexoc possui
caracteristicas de IgG.

Os resultados obtidos na deteccao de antige -
nos de superficie - FAd~ de formas epimastigota (Figura 3)

e amastigota (Figura 4),em diluicoes de at& 1:200 do com-
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FIGURA 1l: a)Reagao de dupla difusdo (Ouchterlony) entre

soro anti-peroxidase e peroxidase.

Centro: 500 e 100 ug/ml de peroxidase.

Laterais: diluigoes do soro anti-peroxidase.

b)Reagao de dupla difusdo entre soro anti-pero

xidase e PAP.

Centro: PAP puro.

Laterais: diluigOes do soro anti-peroxidase,

FIGURA 2: Imunoeletroforese de peroxidase (Po),complexo
peroxidase-anti~peroxidase (PAP),soro normal
de coelho (SNCo) e soro normal de camundongo
(SNCa) revelados com soro anti-peroxidase (
SAPo}, soro de carneiro anti-IgG de coelho (
algCo} e soro de coelho anti-IgG de camundon-

go {(aIgCa}.
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BFIGURA .3

Imunoperoxidase utilizando o complexo PAP (1:200) sobre

formas epimastigota de T.cruzi incubadas com soxro anti-

rad (1:80) e soro de carneiro anti-IgG de coelho.

FIGURA 4

Tmunoperoxidase utilizando o complexo PAP (1:200) sobre

formas amastigota de T. cruzi incubadas com soro anti

FAd (1:80) e soro de carneiro anti-IgG de coelho.
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plexo PAP confirmaram a reatividade e a manutencic das carac
teristicas enzimiticas do complexo sobre secgoes de tecido e

suspensoes celulares,
3.1.2. Soro de carneiro anti-IgG de coelho.
A reatividade do soro de carneiro anti-IgG de

coelho (62 mg/ml) foi confirmada através da positividade do

teste do anel e através das técnicas de dupla difusdo e imu-

noeletroforese frente a IgG de coelho e soro normal de coe -
1ho.

Na técnica de dupla difusfo,o titulo deste soro
foi de 1:128 e 1:32 nas concentragdes de 100 e 500 ug/ml de
IgG de coelho,respectivamente. (Figura 5a}.

Em imunceletroforese,o soro de carneiro anti-IgG
de coelho mostroumsezgﬂieqxxifMXD ;frente ao soro normal de
coelho,apresentando linhas de precipitagao acentuadas na re-
giao de migracgdo das imuneglobulinas do tipo IgG e linha mui
to ténue na regido de IgA.No entanto,estes resultados demons
traram que apesar de ser reativo com estas duas classes de
imunoglobulinas ,este soro reage mais intensamente com a imu -
noglobulina do tipo IgG,sendo predominantemente um soro anti-

IgG de coelho (Figura 2c¢).

3.1.3. Soro de coelho anti-linfdcito T de camun -

dongo (SAT)
A especificidade do soro de coelho anti-linfdcito
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FIGURA 5

a)Reagao de dupla difusdo entre soro de carneiro anti -

IgG de coelho e IgG de coelho.

Centro: 500 e 100 ug/ml de IgG de coelho.
Laterais: diluic¢oes do soro de carneiro anti-IgG de

coelho .

b}Reagado de dupla difusio entre soro de coelho anti -

IgG de camundongo e soro normal de camundongo.,
Centro: 500 e 100 ug/ml de soro normal de camundongo.

Laterais:diluigoes do soro de coelho anti-IgG de ca -

mundongo.,
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T de camundongce foili confirmada através de teste de citdlise
mediada por complemento, imunofluorescéncia indireta e imu-
noperoxidase (PAP).

As reagoes de citblise,efetuadas antes da absor
¢ao do sore,demonstraram gque os resultados dependem da 1i -
nhagem de camundongo utilizada e da concentracido do soro nor
mal ou do soro anti-linfbcito T (Figura 6a).

Frente ds células timicas das trés linhagens de

camundongos utilizadas -~CBA/J, C57B1l/10 e Swiss-55 - tanto

o soro anti-linfdcito T quanto o soro normal,na diluigdo de
1:12,ocasionou altos indices de lise celular (Figqura 6a).,
A partir da diluigao 1:24,a agdo litica do soro normal so-
bre as cé&lulas timicas declinou,com um concomitante aumento
da agao litica do soro anti-linfécito T sobre estas células.
Nos camundongos da linhagem CBA/J,foi atingido um iIndice de
lise celular méximo de 85%,na diluicido de 1:48,enquanto que
na linhagem C537Bl/10,0 iIndice de lise mixima foi menor-75%-
na diluicao de 1:96. Nos camundongos Swiss-55,0s maiores in
dices de lise foram obtidos entre asg diluiccdes de 1:12 e
1:48,com 85 a 80% de inviabilidade celular. A partir deste
indice maximo,houve um declinio da especificidade do soro
anti-linfdcito T sobre as células das tr8s linhagens,atin -
gindo niveis proximos ao do soro normal. (Figura 6a)

ApbGs absorcgao foi observado,nas trés linhagens,
um aumento evidente da especificidade do soro anti-linfdci-
to T. Isto foi evidenciado através da porcentagem de lise

frente ao soro normal,gue variou em mé&dia,de 5 a 10%,tanto
7 r



FIGURA 6:Citdlise mediada por complemento.

a)porcentual de timbcitos inviidveis frente a di -
lui¢bes do soro de coelho anti-linfdcito T ndo-
absorvido () ou soro normal de coelho ndo -
absorvido () ,na presenga de complemento ,
em camundongos das linhagens Swiss-5%5 (=8 ),

C57B1l/10 (@) & CBA/J (Cu—wtt).

b)Porcentual de timOcitos inviaveis frente a di -

t

luigSes do soro de coelho anti-linfdcito T ab
sorvido { ) ou soro normal de coelho absorvi
do ( m) Na presenga de complemento,nas mes-

mas linhagens.
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em baixas quanto em altas diluigoes (Figura 6b).Frente ao
soro anti-linfdcito T,na linhagem CBA/J,a citdlise maxima (
62,5%) ocorreu na diluicao de 1:48,enguanto que em camundon
gos C57B1/10 esta ocorreu na diluicao 1:24,com uma taxa de
citblise igual a 80%. (Figura 6b). Nos camundongos Swiss=-55,
foi atingida a maior taxa de citdélise - 85% - na diluicdo
de 1:12.

Comparando-se oOs resultados obtidos,antes e de-

pois da absorgao,foi verificada a retirada dos antigenos de

reagac inespecifica,tornando este soro especifico para o an
tigeno de linfdcito T - Thy 1.2.

Em reagoes de imunofluorescéncia sobre suspen -
soes celulares'foram obtidos resultados positivos com soro
anti-linfécito T tanto em linfdcitos do ganglio popliteo co
mo sobre células timicas. O titulo do soro anti-linfdcito T
para células timicas foi de 1:16 enquanto gue sobre cé&lulas
do ganglio popliteo foi de 1:8,utilizando sorc de carneiro
anti-IgG de coelho marcado com fluoresceina ,na diluicao
1:20. Os contreoles utilizando soro normal e PBS apresenta-
ram resultados negativos.

Em reagOes de imunoperoxidase (PAP) sobre cé&lu-
las do ganglio popliteo de camundongo F1{(C57B1/10 X CBA/J),
'CBA/J e C57Bl/10 normais,o titulo do soro anti-linfdcito T

foi de 1:1000 e do complexc PAP 1:80.
3.1.4. BSoro de coelho anti-IgG de camundongo.

A reatividade do soro de coelho anti-IgG de ca -
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mundongo { 4 mg/ml) foli confirmada através das técnicas de
dupla difus3o,imunceletroforese e imunoperoxidase.

Na técnica de dupla difusdo foi obtido um titu-
lo de 1:8 frente ao soro normal de camundongo,nas concentra
coes de 100 e 500 ug/ml. (Figura 5b)

Em imunceletroforese,o soro de coelho anti-IgG
de camundongo ,frente ao soro normal de camundongo,apresen
tou linhas de precipitagdo na regido de migragdo de imuno

globulina do tipo IgG. Estes resultados demonstraram que

este soro reage especificamente com imunoglobulina do tipo
IgG (Figura 2d),porém como o anticorpo foi obtido pelo ind
culo de imunoglobulina Integra ,naturalmente ele também po
de reconhecer cadeias leves de outras ciasses de imunoglo-
bulinas.

Em reagao de imunoperoxidase (PAP) sobre sus -
pensoes celulares ,de ganglios popliteos de camundongos F1 (
C57B1/10 X CBA/J),CBA/J e C57B1/10 normais,o titulo deste

soro foi de 1:800 e do complexo PAP 1:80.

3.2. Resposta imune de camundongos Fl1 (C57Bl/10 XCBA/J),

CBA/J e C57B1lL/10 infectados com T. cruzi.

3.2.1. Infecgao dos camundongos isogénicos das

trés linhagens.

A via de inoculacao & fator determinante do cur
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so de uma infecgao,sendo que a grande maioria dos estudos de
- N . N - . s -~ . . 4

nivels parasitemicos ,na infecgao pelo T. cruzi utilizam a

via intraperitoneal. Como no modelo experimental utilizado,a

via de inoculagéo € a subcutanea,através do coxim plantar ,

‘ . . N - ~ 2
foram realizadas parasitemias diarias apOs inoculagao de 10O

formas de T. cruzi ,nas tr@&s linhagens estudadas.

Os camundongos da linhagem F1(C57B1/10 X CBA/J)e

C57B1/10,que nas condigoes utilizadas sdo considerados resis

tentes & infecgao,apresentaram,em média , o nivel mais eleva
do de parasitas no sangue ,no 129 dia de infecgao. Neste dia,
os camundongos da linhagem F1{C57Bl1/10 X CBA/J) apresentaram
um numero maximo de 5,3 X 105 parasitas /ml enquanto gque os
da linhagem C57B1/10 atingiram 7,8 X lO5 parasitas / ml. (Fi
gura 7)

Os camundongos da linhagem CBA/J,considerados
susceptiveis nas mesmas condig¢les,apresentaram um nivel maxi
mo de parasitas‘no 139 dia,atingindo niveis mais elevados que
as outras linhagens - 1,4 X 106 parasitas/ml (Figura 7).

0 indice de mortalidade destes animais até o 209
dia de infecgao foi de 86,62 para os CBA/J, 6,6% para os ca -
mundongos _C57Bl/10 e 0% para os F1l(C57B1/10 X CBA/J). (Tabela
1

3.2.2. Peso dos ganglios popliteos.
No decorrer da infecgao pelo T. cruzi,nos camun-
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FIGURA 7: Cursao da parasitemia em camundongos das linhagens
CBA/J (.___ .),C57B1/10 (o__ o) e F1(C57B1/10 X CBA/J)

(*_ __*) incculados com lO2 formas de T, cruzi Cepa Y, no
coxim plantar. Cada ponto representa a média aritmética do

- 4 .
numero de parasitas X 3.10° /ml em grupos de 5 - 10 animais.
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TABELA 1

Mortalidade de linhagens isogénicas de camundongos infec

tados com T. cruzi . (§)

LINHAGENS MORTALIDADE
F1(C57B1/10 X CBA/J) os15 BV _ s
CBA/J 13/15 - B6,6%
C57B1/10 1/15 - 6,6%

(§) - Camundongos infectados por via subcutanea com

2
10 formas de tripomastigota.
(£) - Nimero de animais mortos pelo nimero de animais

infectados.

49



dongos das trés linhagens,foram observadas alteragdes tanto
no peso como no aspecto anatdmico dos ganglios popliteos.As
alteragdes de peso foram acompanhadas tanto nos ganglios da
pata na qual foi inoculado o parasita como no ganglio con-

tralateral.

Linhagem FI1(C57B1/10 X CBA/J).

Nesta linhagem,até o 59 dia de infeccao,tanto o
ganglio da pata inoculada gquanto o seu contralateral,apre-
sentaram um enfartamento semelhante e concomitante aumento
de cerca de trés vezes 0 seu peso médio normal.,

Apds o 59 dia de infecgdo,ocorreu uma modifica
¢aoc nas alteragoes apresentadas pelos dois gdnglios. No gan
glio da pata inoculada com o parasita ocorreu,no 109 dia,um
aumento de cerca de dez vezes o seu peso normal,havendo um
pico maximo no 209 dia,quando aumentou cerca de guatorze ve
zes. A partir do 209 dia,houve um declinio no peso deste
ganglio,nao chegando ,no entanto ,ac seu peso normal até o
459 dia de infecgao. No ganglio da pata contralateral,a maior
alteracao do peso também ocorreu no 209 dia,gquando foi atin-
gido cerca de 5 vezes o seu peso normal . No entanto,em to -
dos os outros dias observados, o peso médic deste ganglio
manteve-se praticamente estdvel com o mesmo peso adgquirido

no 59 dia . (Tabela 2 e Figura 8a , b)
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TABELA 2

Peso médioc dos gingliocs popliteos dos camundongos da 1i

nhagem ¥F1(C57B1/10 X CBA/J).

I+ Cl+
DIAS PESO R PESQ R
Normal 0,9 + 0,3 0,9 + 0,3
5 2,6 + 1,6 2,9 2,4 + 1,4 2,7
10 8,8 + 3,8 9,8 2,7 + 0,3 3,0
15 6,5 + 1,5 7,2 2,4 + 0,6 2,7
20 12,5 + 5,1 13,9 4,5 + 1,6 5,0
25 6,7 + 2,2 7,4 3,0 + 0,7 3,3
30 3,8 + 0,6 4,2 3,0 + 1,0 3,3
35 3,7 + 0,4 4,1 3,1 + 2,3 3,4
40 2,3 + 1,1 2,6 1,8 + 0,6 2,0
45 3,0 + 1,6 3,3 2,4 + 0,1 2,7
+ - peso médio de 3 a 5 ganglios expressos em mg + des-

vio padrao /Ganglio.
I - peso do ganglio da pata inoculada com 10° formas de
T. cruzi.
Cl - peso do génglio da pata contralateral & inoculada.
R — razao entre o peso dos ganglios da pata inoculada ou

da pata contralateral e o peso dos ganglios normais.
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FIGURA 8: EVOLUGAO DO PESO DE GANGLIOS POPLITEOS EM CA
MUNDONGOS DA LINHAGEM F1l(C57Bl/10 X CBA/J)

APOS INFECGAO s.c. COM 10° FORMAS DE T.cruzi.

a)Ganglio popliteo da pata inoculada.
b)Ganglio popliteo da pata contralateral.
Cada ponto representa a média aritmética +
desvio-padrac de 6 gadnglios. As linhas ho-
rizontais representam a média obtida em ca -

mundongos normais utilizados como controle.
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Linhagem CBA/J.

Os ganglios de camundongos normais desta linha-
gem apresentaram um peso 1,7 vezes maior que os dos camun-
dongos F1 (C57B1/10 X CBA/J) normais. (Tabela 2 e 3) Apds
a infecgao,foram observadas semelhancas no padrdo de altera
coes entre estas duas linhagens . (Figuras 8 e 9)

No 59 dia de infecgao,o ganglio da pata inocula

da com o parasita sofreu uma triplicacaoc do seu peso normal,
enguanto gue o contralateral duplicou o seu peso,em termos
médios. A partir do 59 dia de infecgao, o ganglio da pata
inoculada apresentou as maiores alteracgoes observadas, atin
gindo um pico maximo no 159 dia ,quando aumentou sete vezes
em relagac ao seu peso normal. A partir deste pericdo,o gén
glio sofreu um declinio em seu peso,atingindo niveis proxi-
mos ao normal ,por volta de 359 dia de infeccgao. (Tabela 3
e Figura 9a)

0 ganglio da pata contralateral ,assim como o
observado nos camundongos da linhagem F1(C57B1/10 X CBA/J),
nao sofreu alteragoes significativas em seu peso,tendo seu
pico maximo no 159 dia ,com um aumento de 3,2 vezes em rela-
caoc ao seu géso normal. Apds este periodo,observou-se um de -
clinio no peso destes ganglios chegando a atingir niveis prd
ximos ao normal,nos animais que atingiram esta fase da infec

¢ao ( Tabela 3 e Figura 9b).
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TABELA 3

Peso m&dio dos ganglios popliteos dos camundongos da 1i

nhagem CBA/J.

1+ Cl+
DIAS PESO R PESO R
Normal 1,5+ 0,6 1,5 + 0,6

5 4,1 + 0,8 2,7 2,7 + 0,6 1,8
10 6,1 + 1,9 4,1 3,0+ 1,1 2,0
i5 10,7 + 4,9 7.1 4,8 + 1,4 3,2
20 .. 6,8 + 2,0 4,5 2,4 + 0,3 1,6
25 7,6 + 2,9 5,1 1,5+ 0,6 1,0
30 3,6 + 0,2 2,4 1,4 + 0,1 0,9
35 2,7 + 1,9 1,8 1,2 + 1,4 0,8
40 2,4 + 0,9 1,6 0,9 + 0,4 0,6
45 2,4 + 1,4 1,6 1,4 + 0,3 0,9
+ - peso médio de 3 a 5 ganglios expressos em mg + des

vio - padrao /Ganglio.

1 - peso do ganglio popliteo da pata inoculada com‘102
formas de T. cruzi.

¢l - peso do ganglio da pata contralateral a inoculada.

R ~ razao entre o peso dos ganglios da pata inoculada
ou da pata contralateral € o peso dos ganglios nox

mais.
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FIGURA 9 : EVOLUCAO DO PESO DE GANGLIOS POPLITEOS EM CA

MUNDONGOS DA LINHAGEM CBA/J APGS INFECCAO

2
s.c. COM 10" FORMAS DE T. cruzi,

a) Ganglio popliteo da pata inoculada.

b) Ganglio popliteo da pata contralateral.
Cada ponto representa a média aritmdtica +
desvio-padrdo de 6 ganglios.

As linhas horizontais representam a mé&dia ob
tida em camundongos normais utilizados como

controle.
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Linhagem c57B1 /10

Esta linhagem de camundongo apresentou o peso s
gdnglios popliteos normais semelhante ao dos camundongos da
linhagem CBA/J ,sendo 1,6 maior que o apresentado pelos ca
mundongos Fl (C57BL/10 X CBA/J). (Tabela 2 e 4 e Figuras 8

e 1O ) Apesar de apresentarem caracteristicas semelhantes

.quanto ao_peso inicial,as alteracoes observadas nestes gan— .

glios,apds infecgao, foram distintas daguelas encontradas
nos camundongos das duas outras linhagens.

No 59 dia de infecgdo,foi observado um aumento
de 1,5 e 1,1 vezes do peso do ganglio da pata inoculada e
seu contralateral,respectivamente., Entre o 159 e o 259 dia,
o ganglio da pata inoculada sofreu um aumento,em média,de 4
vezes O seu peso normal,ndo havendo um pico maximo bem defi
nido como o observado nas linhagens F1(C57B1/10 X CBA/J) e
CBA/J . A partir do 259 dia,o peso deste ganglio declinou
nao atingindo niveis préximos ao normal até o 459 dia. (Ta-
bela 4 e Figura 10a).

O ganglio da pata contralateral,durante todo o
periodo observado,nao sofreu alteragOes intensas em seu pe-
s6 ,chegando ao peso maximo entre o 209 e 259 dia de infec-
cao,quando atingiu o dobro de seu peso normal (Tabela 4 e

Figura 10Ob).
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TABELA 4

Peso mé&dio dos ganglios popliteos dos camundongos da 1i

nhagem C37B1/10 .

I+ Cl+
DIAS PESO R PESO R
Normal 1,4 + 0,6 1,4 + 0,6
5 2,1 + 0,9 1,5 1,6 + 0,5 1,1
10 3,8 + 1,2 2,7 2,4 + 0,9 1,7
15 5,8 + 2,2 4,1 1,9 + 0,9 1,4
20 6,2 + 2,0 4,4 2,7 + 0,8 1,9
25 4,9 + 2,0 3,5 3,0 + 0,8 2,1
30 2,8 + 0,8 2,0 1,8 + 0,9 1,3
35 2,7 + 0,7 1,9 1,5 + 0,9 1,1
40 3,9 + 1,1 2,8 2,3 + 0,4 1,6
45 2,7 + 0,3 1,9 1,2 + 0,5 0,9

+ - peso médio de 3 a 5 ginglios ,expresso em mg + des~—
vio-padrao/Ganglio.

I - peso do ginglio da pata inoculada com 102 formas de
T, cruzi.

Cl - peso do ganglio da pata contralateral 3 inoculada.

R - razao entre o peso dos gdnglios da pata inoculada ou

contralateral e o peso dos ganglios normais.
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FIGURA 10 : EVOLUCAO DO PESO DE GANCLIOS POPLITEOS EM C:

MUNDONGOS DA LINHAGEM C57B1/10 APOGs INFECCAO s.c.
FORMAS DE T. cruzi.

COM 1c¢
a)Ginglio popliteo da pata inoculada

b)Ginglio popliteo da pata contralateral .cCada ponto re-

presenta a média aritmética + desvio-padrioc de 6 gangli
Os .Af§linhas horizontais representam a média obtida em

camundongos normais utilizados como controle,
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3.2.3. Nimero de cé€lulas dos ganglios popliteos.

v

Concomitante as alteragdes de peso dos ganglios
popliteos, foram observadas modificagtes no niimero total de
células destes Orgaos ,3 medida que a infecgido evoluia.

Durante todo este periodo de infecgao nidoc foi

observada, em nenhuma das linhagens,a presenca de parasitas

mo dentro das células macrofagicas.

Linhagem F1(C57B1/10 X CBA/J).

Nos primeiros 5 dias de infecgao,a celularizagho
do Orgao,tanto no glnglio da pata inoculada como no contra —
lateral ,apresentou um mesmo padrdo de alteragdo,com um au -
mento de 2 e 1,5 vezes,respectivamente, (Tabela 5 e Figura
11 ¢}

No periodo de 5 a 15 dias de infeccao,foi obser-
vada uma dicotomia na resposta linfoproliferativa dos dois
tipos de ganglios analisados. Enguanto gue,neste periodo ,o
ganglio da pata inoculada aumentou cerca de 6,5 vezes o seu
nimero inicial de cé&lulas (Tabela 5 e Figura llc),o ginglio
contralateral sofreu ligeira elevagao em relagao ac contro

le, (Tabela 5 e Figura llc) B
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TABELA 5

Nimero total de células dos génglios popliteos dos camun

dongos da linhagem Fl1 (C57B1/10 X CBA/J).

I+ Cl+

DIAS NUMERO R NOMERO R
Normal 1,5+ 0,2 1,5 + 0,2
5 2,9+ 1,3 1,9 2,2 + 1,4 1,5
10 9,8 + 3,9 6,5 2,7 + 1,2 1,7
15 9,5+ 2,0 6,3 2,9 +0,8 1,9
20 6,9 + 2,4 4,6 2,5 +0,8 1,7
25 5,4 + 3,1 3,6 2,2 + 1,1 1,5
30 5,0 + 0,6 3,3 2,8 +0,9 1,9
35 4,3+ 0,7 2,9 3,1 +1,3 2,1
40 3,7 + 1,7 2,4 3,2 + 1,8 2,1
45 4,6 + 1,6 3,0 4,2 + 1,6 2,8

+~ numero de cé&lulas de 3 a 5 ganglios popliteos ,ex -
presso em média + desvio-padrao /Ganglio X loﬁélamﬂ.
I- nimero de c&lulas do ginglio da pata inoculada com
102 formas de T. cruzi.
Cl— nimero de células do gadnglio da pata contralateral
a inoculada.

R - razao entre o nlmerc de c&lulas apds e antes da in-

fecgao.
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Apds este pico de proliferacao celular ,o0 gin -
glio da pata inoculada sofreu um declinio no nlmero de suas
células até o 409 dia. Concomitante a este declinio foi ob-
servada uma tendéncia d elevacao no niimero de células no
ganglio contralateral,chegando a atingir niveis prdximos ao
nimero observado no ganglio da pata inoculada. A partir do
409 dia,esta tendéncia de elevacido no nimero de células foi
observada em ambos os ganglios,que apresentaram niveis se -

melhantes de celularizagao.

Linhagem CBA/J.

Das trés linhagens isogénicas analisadas,os gan
glios da pata inoculada dos camundongos da linhagem CBA/J
foram os gque apresentaram as maiores alteragdes médias lin-
foproliferativas,sendo observado um padraoc diferente dague-
les apresentados pelas duas outras linhagens.

Nos cinco primeiros dias de infeccgao,foi obser-
vada uma maior diferenga entre os niveis de proliferacao
do ganglio da pata inoculada e do ganglio contralateral,em
relagao as duas outras linhagens estudadas. Neste periodo
da infecgao , o ginglio da pata inoculada aumentou cerca de
qéatro vezes o seu nimero inicial de c&lulas (Tabela 6 e Fi
gura lla) enguanto que o contralateral aumentou 2,5 vezes (
Tabela 6 e Figura lla}.

No ganglio da pata inoculada,intensa atividade
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TABELA 6

Nimero total de c&lulas dos ginglios popliteos dos camun

dongos da linhagem CBA/J.

I+ CL+
DIAS NUMERO R NOMERO R
Normal 1,1 + 0,6 1,1 + 0,6
5 4,5+ 1,1 4,1 2,8 + 1,4 2,5
10 9,1 + 1,5 8,3 2,9 + 1,7 2,6
15 13,4 + 1,5 12,2 3,0 + 1,1 2,7
20 5,4 + 0,9 4,9 2,3 + 1,4 2,1
25 4,7 + 2,5 4,3 2,0 + 1,4 1,8
30 2,8 + 0,0 2,6 2,2 + 0,0 2,0
35 3,3 +0,0 3,0 1,3 + 0,0 1,1
40 2,2 + 0,0 2,0 0,9 + 0,0 0,8
45 2,1+ 0,0 1,9 0,9 + 0,0 0,8
+ - Nimero de células de 3 a 5 ginglios popliteos ,ex-

presso em média aritmética + desvio-padrido/Ganglio
X lO6 células/ml.

I - Nimero de cé&lulas do gdnglio da pata inoculada com
l02 formas de T. cruzi.

Cl - Namero de cé&lulas do gdnglio da pata contralateral
a inoculada.,

R - razao entre o nimero de células apds e antes da'in-

fecgao.
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de repopulagao do 6rgao foi observada,atingindo niveis mixi
mos no 159 dia de infec¢ao,quando o nimero de células che -
gou a doze vezes o numero inicial .Em contrapartida , o gan
glio da pata contralateral manteve-se com seu nimero de cé
lulas estavel com cerca de 2,5 vezes o seu numero normal,até
o 209 dia de infecgao.

A partir do 209 dia,os ganglios sofreram decli-
nio no nimerc de suas cé&lulas,sendo este mais evidente no

ganglio da pata inoculada. Nos animais sobreviventes,apOs

este periodo,foi observado um declinio no nimero de cé&lu -

las que atingiu niveis prdoximos ao normal.

Linhagem C57B1/10.

O processo de recrutamento das células para os
ganglios de camundongos da linhagem C57B1/10 foi semelhante
ao apresentado pelos camundongos da linhagem F1 (C57B1/10 X
CBA/J) .

As primeiras alteracgoes no numero de células que
povoam os ganglios, tanto no ganglio da pata inoculada como
no seu contralateral,foram observadas a partir do 59 diade
infecgéo,com um aumento de 2,8 e 2,1 vezes,respectivamente .
(Tabela 7 e Figura 11b)

0 ganglio da pata inoculada apresentou seu pico
maximo entre o 109 e 159 dia ,aumentando cerca de oito vezes

o seu numero de células normais. A partir deste periodo,hou-
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TABELA 7

Nimero total de células dos ganglios popliteos dos camun

dongos da linhagem C57B1/10.

I+ Cl+
DIAS NOMERO R NUMERO R
Normal 1,66 + 0,02 1,6 + 0,02
5 3,1 + 0,8 2,8 2,3 + 0,04 2,1
10 8,8 + 3,7 8,0 2,1 + 0,5 1,9
15 9,2 + 3,4 8,4 2,1 + 0,7 1,9
20 6,4 + 1,1 5,8 2,3 + 1,3 2,1
25 5,2 + 2,2 4,7 2,6 + 0,8 2,4
30 2,4 + 1,1 2,1 1,5 + 0,05 0,9
35 3,2 + 0,05 2,9 2,3 + 1,3 1,3
40 4,4 + 0,05 4,0 2,4 + 0,0 2,2
45 2,0 + 0,0 1,8 1,5 + 0,0 1,3

+ -~ Nimero de cé&lulas de 3 a 5 ganglios popliteos ,ex-
pressos em média + desvio padrao /Ganglio X 186céls
/ml.

I -~ Numero de células do ganglio da pata inoculada com
LOZ formas de T. cruzi.

Cl- Nimero de células do ganglio da pata contralateral
a inoculada.

R - razdo entre o nlmero de células apds e antes da

infecgao.
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ve um declinio no nlnmero de células até o 309 dia ,quando
apresentou novamente uma ligeira elevagao neste nimero,atin
gindo um pico menor aos 40 dias de infecgao . {(Tabela 7 e
Figura l1lb}.

O ganglio da pata contralateral,depois dé ter
atingido um niimero de 2,1 vezes 0 seu normal,continuou a
apresentar,em média,este mesmo padrac atéd o 45¢ dia de in -

fecgdo (Tabela 7 e Figura 11b).

3.2.4. Relagac entre o peso e o nimero de células dos

gdnglios popliteos.

Quando foram relacionados os nimeros maximos de
células e as alteragoes maximas de peso dos gadnglios do lo=-
cal de drenagem ou de seus contralaterais,observou-se que
ocorrem diferencas entre os resultados obtidos nas linha -
gens resistentes e na susceptivel.

Nos camundongos da linhagem CBA/J,observou -sge
que existe uma relagao entre o aumento miaximo do nimerc de
células e © aumento maximo de peso ,tanto no ganglio da pa-
ta inoculada como no seu contralateral,no 159 dia de infec-
gao {(Figuras 9 e lla). Portanto,nesta linhagen,as alterago-
as de peso estao diretamente relacionadas ao aumento no_nﬁw
mero de células.

Nos camundongos C57B1/10,0s ganglios de drena -
gem do local da infecgao apresentaram um niimero miximo de

células entre o 10? e 159 dias de infecgdo (Figura 1llb) en-
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FIGURA 11 NOMERO TOTAL DE CELULAS DE GANGLIOS PO-

"

PLITEOS DA PATA INOCULADA ( ) QU DA

PATA CONTRALATERAL (m . ) EM CAMUNDON-
GOS DAS LINHAGENS ISOGENICAS CBA/J(a ),
C578B1/10 (b) e F1 {C57BL/10 X CBA/J) (c).
- Cada ponto representa a média aritmé
tica + desvio-padrao de 4 ganglios

popliteos .
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gquanto gue o peso maximo atingido,ocorreu entre o 1592 e 209
dia (Figura 10a),nao sendo observada uma relagﬁo positiva

total entre os dois eventos. No ginglio contralateral, no
entanto,0 pico maximo de c&lulas ocorreu no 259 dia (Figura
1lb ) engquanto que o aumento maximo de peso entre o 209 e
259 dia (Figura 10b) ,havendo esta relagao. Portanto,somente
0s ganglios de drenagem nao apresentaram uma relacao direta
total entre o nimero de células e peso,sugerindo gue o au -

mento de peso nac & devido somente ao nimero de células.

Nos camundongos F1 {C57B1/10 X CBRA/J),no entan-
to,tanto no ganglio da pata inoculada quanto no contralate-
ral,nao foi observada uma relagao, entre estes dois fatores,
tdo direta como na linhagem CBA/J,sugerindo que o aumento
de peso,em ambos os Orgaos,naoc foi somente devido aoc aumen-
to no nimero de células .No ganglio da pata inoculada,o pi
co maximo de cé&lulas foi atingido entre o 109 e 159 dia (
Figura 1llc¢) enquanto que o do peso,no 209 dia (Figura 8a),
No génglio contralateral,o niimero de c&lulas maximo foi atin
gido no 159 dia de infecgao (Figura llc),enquanto que o pe-

s0 maximo 5 dias apds ,ou seja , no 209 dia. (Figura 8b)

3.2.5. Namero total e porcentual de linfdcitos T ,B e

macrofagos de ganglios popliteos.

Linhagem F1 (C57B1/10 X CBA/J).
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Quando foram analisadas as populacSes celulares
do ginglio popliteo ,durante a infecgao,observou-se que al-
teracoes estatisticamente significativas nfo ocorreram a ni
vel de macrOfagos,estando estas predominantemente concentra
das sobre a populagdo de linfbcitos. Estes resultados foram
observados tanto a nivel de ganglios que entraram em conta-
to com ¢ parasita,no primeirc momento da infecgao (Figura
12a) guanto nos contralaterais (Figura 12b),através de sua

disseminagao pela corrente sanguinea.

As alteracOes observadas nas populagdes de lin-
focitos ocorreram principalmente durante a fase aguda,man -
- tendo-se através da fase crdnica. Foil considerado como limi
te entre as duas fases o 209 dia,quando os niveis do para-
sita no sangue foram drasticamente reduzidos.

Nos primeiros 10 dias de infecgao,o porcentual
de linfdcitos T e B nac foi alterado significativamente. A
partir do 109 dia,periodo em que ocorreu o pico parasitémi-
co,foram observadas alteragﬁes.principalmente a nivel de
porcentual de linfdcitos T,que apresentou um declinio acen-
tuado,chegando ao minimo de 38,5 %,no 159 dia,no génglio da
pata inoculada (Figura 12a) e a 35,9% no 20? dia,no ganglio
da pata contralateral (Figura 12b) .Neste mesmo periodo, ©
porcentual de linfdcitos B encontrava-se elevado, sendo 0s
dois Orgaos predominantemente populado por estes linfdcitos.

No inicio da fase crdnica,os niveis de linfdci-
tos T e B retornaram a seus niveis normais. No entanto,no

309 dia foi observado um novo declinio porcentual de linfd-

71




FIGURA 12 : PORCENTUAL DE LINFOCITOS T ([:] )

B ([E] ) E MacrOracos ( R )

EM CAMUNDONGOS DA LINHAGEM ISOGENICA

Fl (C57Bl/l0 X CBA/T) .

a) Ganglio da pata inoculada com 10%

formas de T. cruzi.
b) Ganglio da pata contralateral &
inoculada.
- Cada barra representa a média arit
mética + desvio-padrao de 4ginglios

popliteos.
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citos T. Durante este periodo -~ 30 a 40 dias - o porcentual
de linfdcitos T,no gadnglio da pata inoculada manteve-se en-
tre 31,6 e 35% (Figura l2a). No ganglio contralateral foi
observado um porcentual minimo de 28,8%,no 309 dia,com um
aumento subsequente para cerca de 50,0%,no 409 dia. (Figura
12b) Concomitante ac declinio de linfdcitos T,a partir do
25¢ dia,foi observado um aumento progressivo no porcentual
de linfdcitos B,que atingiu um pico miximo no 359 dia,com

69,6% no ganglio da pata inoculada (Figura l2a) e 68,1%, no

contralateral. (Figura 12b) Apds o pico de linfbcitos B ,
ocorreu uma tendéncia das duas populagdes linfocitdrias se
igualarem porcentualmente,voltando a niveis proximos ao nor

mal por volta do 459 dia,nos dois tipos de ganglios.

Durante ¢ periodo de estudo foi observada a exis
téncia de duas populacoes distintas de linfdcitos T e B, que
se caracterizavam por apresentarem uma distribuicgao de seus
antigenos de superficie - Thy 1.2 no caso de linfbcitos T e
de Ig no de linfbdcitos B-por toda a membrana - como um anel,
(Figura 13 a e b) ou por regibdes restritas na forma de um
"capping”" (Figura 14 e 13 b~ seta ).

Em animais normais da linagem F1{(C57B1/10XCBa/J),
os linfdcitos T e B,com marca¢ao em anel constituiram um pe-
queno porcentual da populagao ,sendo de 1,6% para os linfoci
tos T (Figura 15 a) e de 4,2% para os linfdcitos B(Figura
15 b).

0 maior porcentual de linfdcitos T ou B nestes
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FIGURA 13a

Células de ganglio popliteo de camundongo F1(C57BL/10XCBA/J)

infectado com T. cruzi (209 dia),incubadas com scro anti

1infdcito T (1:1000),soro de carneiro anti-IgG de coelho

e PAP (1:80), Aumento: 500 vezes.

FIGURA 13b

Ccélulas de ganglio popliteo de camundongo F1(C57Bl/10XCBA/J

infectado com T.cruzi (209 dia),incubadas com soro anti-

IgG de camundongo (1:800),soroc de carneiro anti-IgG de coe
lho e PAP (1:80). Aumento: 500 vezes. (seta-marcagao em

"capping" )
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FIGURA 14

Células do ganglio popliteo de camundongo F1(C57Bl/10XCBA/T),
infectado com T. cruzi ,incubadas com soro anti-linfdcito
T (1:1000),s0xo de carneiro anti~-IgG de coelho e PAP(1:80)

Aumento :500 vezes . (seta - marcacao em "capping").
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FIGURA 15:a)Porcentual de linfécitos T de camundongos da 1li-

nhagem F1(C57B1/10 X CBA/J) marcados em "capping” ( | .
ou em anel (Jl]") de gdnglios popliteos da pata inoculada com
102 formas de T. cruzi. b)Porcentual de linfdcitos B de camun

dongos da linhagem F1(C57B1/10 X CBA/J) marcados em capping"

([J) ouen anel () no mesmo ganglio.Cada barra represen

ta a média aritmética + desvio-padrdo de 4 ganglios.




animais,tanto antes quanto depois da infeccgao,foi caracteri
zado por populagOes gue apresentavam marcagoes em "capping®.
No entanto,quando foi observado um declinio da populacgao to
tal de linfdcitos T- no periodo de 10 a 25 dias de infeccdo
- ocorreu um aumento porcentual progressivo de linfdcitos T
marcados em anel e este foi mais acentuado no ganglio da pa
ta inoculada com o parasita. Neste ganglio ,estas cé&lulas

atingiram seus niveis maximos entre o 209 e 259 dias de in-

feccao,atingindo porcentuais de 13,5% e 12,2%,recpectiva =~

mente . (Figura l15a) No giAnglio contralateral este aumento
nao foi tao exacerbado,checgando a atingir,no 20° dia,um pox
centual de 5,6. (Figura l6a ) Com o reestabelecimento dos
niveis normais de linfdcitos T,no 259 dia,estas cé&lulas mar
cadas em anel também voltaram & normalidade.

Em relagaoc aos linfdcitos B com marcacdo em anel,
nao ocorreram alteragoes significativas em nenhum dos dois
tipos de ginglios (Figuras 15 b e 16b ).

Quando analisamos as populagoes celulares em nii
meros absolutos,observou-se que nos primeiros cinco dias de
infecgao,ocorreu um aumento numérico destas células,apesar
de n3ao se alterarem as suas proporgoes. A partir do 59 dia,
no ganglio da pata inoculada,tornou-se mais acentuado o au-
mento no nimero de linfdcitos T e B,sendo esta intensa celu
larizagao caracterizada principalmente por linfdcitos T (
Figura 17 ). No ginglio contralateral, apesar de nao ser
observado este aumento intenso no nimero de c&lulas,ocorreu

também um predominio de linfdcitos T (Figura 18).

78



s

LINFOCITOS 71

/

DE LINFOCITOS B

DE

%

7%

701

60

50+

301

201

104

701

60+

501

304

20-

10

L | W | b

L b | | b |

0 9 10 15 20 25

30

DIAS DE INFECCAO

35

0 5 10 15 20 25
DIAS DE INFECCAO

30

35

"1l |

40

45

40

.

45

FIGURA 16: a)Porcentual de linfdocitos T de camundongos da 1li -

nhagem F1(C57B1/10 X CBA/J) marcados em "capping" ([_] ) ou

em anel (] ) de ganglios popliteos da pata contralateral a
inoculada com T. quzi b)Porcentual de linfdcitos Bde camundon
gos da linhagem F1 (C57B1/10 X CBA/J) marcados em "capping"
([T]) ou em anel () no mesmo ganglio.Cada barra represen
ta a média aritmética + desvio-padrao de 4 ganglios.
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No 159 dia de infecgao,no ganglio da pata inocu
lada,guando se observou acentuada redugac porcentual de lin
fOcitos T,foi detectada uma elevagao do nimero absoluto de
linfbécitos T embora houvesse um predominio do nimero absolu
to e porcentual de linfbcitos B (Figura 17). No gdnglio
contralateral apesar de ndo ter ocorrido um aumento exacer—
bado no nlmero de c&lulas,no 209 dia,o predominio foi tam -
bém de 1linfbcitos B (Figura 18).

A partir deste periodo, foi observado um decli-

nio no numero de linfbcitos T e B ,no ganglio da pata inocu
lada,nao havendo,no entanto, a redugao 3 niveis normais do

nimero de linfdcitos B,até o 459 dia. (Figura 17) No ganglio
contralateral,estes resultados foram semelhantes, sendo atin
gido o maior nlimero de linfdcitos B,no 359 dia de infecgao.

(Figura 18)

Linhagem CBA/J.

Nesta linhagem parental dos camundongos da 1i -
nhagem F1(C57B1/10 X CBA/J),susceptivel & infecgdo pelo
T. cruzi ,também foram observadas maiores alteracdes quanti
tativas nas populagoes linfocitidrias. As alteragdes quanti-
tativas ocorridas nas populagoes macrofigicas naoc foram in-
tensas,nao havendo um maior significado no estudo das modi-
ficagoes da cinética celular decorrente da infecco.

O estudo destas modificagoOes,durante a infeccgao.
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pelo T. cruzi ,nesta linhagem, foram restritas ad fase aguda,
sendo observadas alteragOes quantitativas 34 nivel porcentu=-
al e absoluto.

Quando foram analisadas as populagoes celulares
normais desta linhagem de camundongos,observou-se que exis-—
te um porcentual maior de linfdcitos T nestes animais~70,9%
- (Figura 1% a e b) quando comparados com camundongos das
linhagens F1 (C57B1l/10 X CBA/J) e C57Bl/10 com 60,6% (Figu-

ra 12 ) e 59,4 % (Figura 21),respectivamente.

Esta populagao de linfdcitos ,apSs a infecgdo ,
sofreu um declinio porcentual pronunciado,nos primeiros 20
dias ,no gdnglio da pata inoculada - 37,8 % - e no ganglio
da pata contralateral - 46,5 (Figuras 19 a e b). Concomitan_
te a este declinio do porcentual de linfdcitos T,ocorreu
uma elevagao porcentual gradativa de linfdcitos B gue atin-
giu seu maximo . entre o 159 e 209 dia de infeccgao,nos  dois
ganglios analisados ,chegando a 50,9% no ganglio da pata ino
culada (Figura 19%a) e 52,0% no contralateral (Figura 19 b).
Estas alteragoes foram extremamente significativas desde que
os gadnglios linfdticos saoc Grgaos com predominio de linfdci
tos T,apresentando cerca de 34,6% de linfbdcitos B ,nesta
linhagem (Figura 19 a e b).

ApOs este apice no porcentual de linfdcitos B ,
observou-se até& o 209 dia,nos dois gidnglios ,uma tendéncia
entre as populagbes de linfdcitos T e B,em se eqguilibraren

Como foi observado na linhagem F1 {C57Bl/10xCBA/J),

nos camundongos CBA/J também ocorreram dois tipos de mar-
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FIGURA 19 : PORCENTUAL DE LINFOCITOS T ([ ]), B (

MACROFAGOS (] ) NO GANGLIO POPLITEQ DA PATA
INOCULADA ( a ) E DA PATA CONTRALATERAL ( b )

EM CAMUNDONGOS DA LINHAGEM CBA/J.

PORCENTUAL DE LINFOCITOS T MARCADOS EM "CAPPING"

(3 ) ou EM ANEL (

DA PATA INOCULADA ( ¢ ) E DA PATA CONTRALATE -

) NO GANGLIO POPLITEOQ

RAL {( d ) EM CAMUNDONGOS DA LINHAGEM CBA/J.

PORCENTUAL DE LINFOCITOS B MARCADOS EM "CAPPING"

( [:] ) OU EM ANEL { ) NO GANGLIO DA PATA

INOCULADA ( e )} E DA PATA CONTRALATERAL ( f )

EM CAMUNDONGOS DA LINHAGEM CBA/J.

- Cada ponto representa a média aritmética +

desvio-padrac de 4 ganglios.
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cagao sobre a superficie de linfdcitos T e B, Uma marcagao
& caracterizada por ocorrer integralmenté sobre a membrana
celular ,em forma de anel enqgquanto gque a outra em forma de
"capping" ,em regioes restritas.

Tanto no ganglio da pata inoculada como no con
tralateral a malor parte dos linflcitos T e B apresenta -
ram marcagao tipo "capping",antes ou apds a infecgao.

O porcentual de 1linfdcitos T e B marcados em
~gapping" -no—ganglio da pata inoeulada e no-eontralateral
apresentaram uma evolugao semelhante dquelas observadas
gquando sao analisadas as populacoes como um todo. (Figura
192 )

Em relagao & populacao de linfdcitos T marca. -
dos em anel,no ganglio da pata inoculada,ocorreu uma dras-
tica redugao porcentual,no 159 dia de infeccao (Figura 1%)
0 mesmo nao ocorrendo no ganglio da pata contralateral que
manteve seus niveis ligeiramente elevados. (Figura 19d) No
entanto,ap0s o 159 dia de 1nfecg§o,o porcentual destes lin
focitos atingiu uma propor¢io idéntica nos dois ginglios.

Os linfdcitos B marcados em anel apresentaram-
se ligeiramente elevados durante o periodo estudado,em am-
bos os Srgaos,atingindo um maximo de 10,6%,no ginglio da
pata inoculada ;IO 209 dia (Figura 19%e) e 11,7 % ,no 109
dia,no ganglio da pata contralateral;(Figura 19 )

Quando estas analises de populagdes celulares
foram realizadas em nimeros absolutos,observou-se que ocor

re um aumento exacerbado de linfdcitos no ganglio da pa -
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FIGURA 20: Numero de linfdcitos T (__),B(_ _ ) e macrbéfa

gos (._._.) em ganglios popliteos de camundongos da linha-
gem CBA/J,durante a fase aguda da infecgdo. a)Ganglio da
pata inoculada com 10% formas de T.cruzi . b)Ganglio da
pata contralateral a inoculada. Cada ponto representa a mé

dia aritmética + desvio-padrdao de 4 ganglios.




ta inoculada (Figura 20a ),0 mesmo nao sendo observado no
contralateral (Figura 20 b).

No ganglio da pata inoculada,observou-se que ,
atd o 109 dia,ocorreu uma intensa e equilibrada prolifera -
c3o das populacOes de linfdcitos T e B,havendo apds este pe
rfodo uma grande expansao dos linfdcitos B. Por volta do
209 dia,o nimero de linfScitos das duas populagoes voltaram
a se equilibrar.

No ganglio contralateral ocorreu uma discreta

proliferagdo de linfdcitos T e B,nao havendo predominio de

uma populagdao sobre a outra.

Linhagem C57B1/10.

Nos camundongos desta linhagem,considerada de
média resisténcia nas condig¢Oes estudadas,també&m nao foram
observadas alteragldes significativas na populagdo de macro-
fagos,tanto no ganglio da pata inoculada (Figura 21 a) como
no contralateral (Figura 21 b).

Durante a fase aguda,nos dois tipos de canglios,
foi observado um declinio porcentual de linfdcitos T.No en-
tanto ,este declinio nao foi tao exacerbado como nas duas
outras linhagens,atingindo niveis de 43,5% e 41,0%,nos gan-
glios da pata inoculada (Figura 2la ) e seus contralaterails
(Figura 21 b),respectivamente,entre o 1l0? e 209 dia de in -

fecgao. Em relacao aos linfdocitos B,ocorreu um aumento na
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FIGURA

21: PORCENTUAL DE LINFOCITOS T ([_] ) , B ( )

E MACROFAGOS ( ) NO GANGLIO POPLITEO DA
PATA INOCULADA ( a ) E DA PATA CONTRALATERAL (

b )} EM CAMUNDONGOS DA LINHAGEM C57Bl/10.

PORCENTUAL DE LINFOCITOS T MARCADOS EM " CAPPING"

([ ) ou Em anEL ( ) NO GANGLIO DA PATA

INOCULADA ( ¢ ) E DA PATA CONTRALATERAL ( 4 )

¢

EM CAMUNDONGOS DA LINHAGEM C57Bl/10.

PORCENTUAL DE LINFOCITOS B MARCADOS EM " CAPPING"

( [ ]) ou EM ANEL { ) NO GANGLIO DA PATA

INOCULADA ( e ) E DA PATA CONTRALATERAL ( f )EM

CAMUNDONGOS C57B1/10.

- Cada ponto representa a média aritmética +

[,

desvio-padrao de 4 ganglios.
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proporgao destas células,atingindo um miximo de 59,5% no géan
glio da pata inoculada (Figura 21 a) e 62,7 % ,no contrala -
teral (Figura 21 b),no 159 dia de infeccgao.

Em relagao ds subpopulagdes de linfdcitos T e B;
Observou-se gue 2 maioria da populacado € constituida de cé-
lulas marcadas em "capping",seguindo o mesmo padrdao porcen-
tual das populacgoes analisadas como um todo (Figura 21).

As populagtes de células T marcadas em anel so-

..freram alteracgOes principalmente no 2090 dia de infecgiao,guan

do aumentaram para 12% ,no ganglio da pata inoculada (Figu -
ra 21 c) e 8,5%,n0 contralateral, (Figura 21 d) apds a di -
minuig¢ao sofrida no 159 dia.

Em relagac aos linfdcitos B,a populaciao marcada
em anel aumentou seus niveis porcentuéis de 5,3% para 14,2%
e 13,2% ,no ganglio da pata inoculada, no 109 e 209 dia de
infecgdo . (Figura 21 e) No ginglio contralateral,este au-
mento atingiu um porcentual de 14,7 ,no 109 dia e 7,0% ,no
209 dia (Figura 21 f).

Quando estas populagaes foram analisadas em nQa-
mero absoluto ,observou-se gue os linfdcitos T e B sofreram
um aumento gradual atingindo niveis maximos entre o 109 e o
159 dia,no ganglio da pata inoculada (Figura 22 a).No entan
to ,estas alteragles foram menos pronunciadas quando compa -
radas as observadas em camundongos F1{(C57B1/10 X CBA/J) e
CBA/J (Figuras 17 e 20). No ganglio da pata contralateral,

foi observado que cuase nao existem alteragdes no nimero
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FIGURA 22:NUmero de linfdcitos T ( }oB (_ _ ) e macrofe
gos (._._.) em ganglios popliteos da linhagem C57B1l/10 ,du

rante a fase aguda da infecgao .a)Ganglio da pata inocula-
da com lO2 formas de T. cruzi . b)Ganglioc da pata contralec
teral & inoculada.Cada ponto representa a média aritmétics:
+ desvio-padrdao de 4 ganglios .
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destes linfocitos. {(Figura 22 b) Apesar deste fato,& impor-
tante salientar que ocorre ,neste ganglio,um predominio de
linfécitos B,neste periodo,o que também foi observado no

ganglio diretamente estimulado pelo parasita.
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DISCUSSAQ

O envolvimento das células linfdides na respos-—
ta imune ao T. cruzi e sua relacao com os mecanismos de re-
sisténcia e imunopatologia tem sido objeto de estudo e con-
trovérsia,nos diferentes centros de pesquisa que se empe
nham no estudo da doenga de Chagas. Neste sentido,tem se
utilizado modelos experimentais "in vitro" com técnicas de
cultura de linfdcitos e macrdfagos e / ou "in vivo" através
do estudo de animais isogénicos,principalmente camundongos.

A utilizacdo destes modelos implica,individual-
mente em limita¢Oes inerentes a prdpria metodologia. Se

por um lado © sistema "in vitro" permite um maior controle
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sobre as variaveis envolvidas,o sistema "in vivo" reproduz
mais fidedignamente o processo natural,mantendo as  carac-
teristicas do microambiente, fundamentais no desencadeamento
dos processos fisiolégigos.

0 estudo "in vivo" nas linhagens isogénicas de
camundongos tem sido eficiente porque seus sistemas genéti-
co e imunoldgico saoc os mais conhecidos dentre os modelos
experimentais e além disso,na doenga de Chagas,reproduzem em

termos parasitémicos as fases aguda e crdnica da infecgao

que ,ocorre num "continnum de resisténcia/susceptibilida-
de, (Trischmann et al. 1978)

Apesar do estabelecimento destes modelos experi
mentais,ainda nao sao conhecidos fatores que influenciam o
desenvolvimento da infecg¢ao natural ,dentre os quais o nlme
ro de formas infectantes inoculadas pelo hospedeiro inverte
brado. No entanto,tem sido sugerido gue o uso de doses sub-
letais pode reproduzir em camundongos ,com O uso de certas
cepas,caracteristicas histoldgicas,eletrocardiograficas e
imunopatoldgicas mais proximas as de paciertes humanos. (
Laguens et al.l1981)

Quanto a4 via de escape,niao & recente a observa-
¢dao de gque a inoculagao de parasitas através da pele ou de
membranas mucosas causa reagoes inflamatdrias locais e lin-
fadenite regional aguda (Kdberle,1968) sugerindo um envolvi
mento inicial de ganglios linfaticos periféricos. Apesar
dos poucos trabalhos relativos & evasao do parasita (Kdberle,

1961) ,mais recentemente Bijowsky e colaboradores (1984)em
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sugerido gue o sistema linfatico atua como disseminador do
parasita,em condicoes naturais.

Embora haja evidéncia da importancia do acometi-
mento inicial dos ganglios linfaticos periféricos e de sua
relacao com o desencadeamento da resposta imune,a maioria
dos modelos experimentais tem utilizado a via intraperitone
al como a via de indculo do parasita. Sabe~se gque esta via
propicia uma ativagao de linfdcitos ,principalmente a ni =

vel de baco (Zatz e Lance,1971) além de um contato prévio

com c&lulas da cavidade peritoneal o que nao reproduz exata
mente a infecgao natural. Dentro deste contexto,torna - se
propicio um modelo gque utilize a via subcut@nea ,a qual es-
timula diretamente os ganglios linfaticos periféricos (Hall
e Morris,l965; Dresser et al.l970 ;Zatz e Lance,1971).

Estas cons}derag5es tornam~se relevantes qguan-
do se tem em mente gue 0s ganglios linfaticos estao princi-
palmente relacionados com retengdao antigénica e produgdo de
anticorpos (Nossal e Ada,1971),enquanto gque o bago,além des
tas fungoes,atua sobre a manutengdo e remogao de eritrdcitos ,
plagquetas e leucOcitos mais velhos ou danificados (Weiss ,
1972).

As fungoes diferenciadas tanto do bago guanto
dos ganglios linfaticos tornam-se mais evidentes quando se
considera que existem diferencas anatOmicas,estruturais e
nas proporgoes celulares (Raff e Wortis,1970;Raff ,1971 :
Gutmann e Weissman,l1972; Hoffmann - Fezer et al.l976;Mevyer

et al.1979) destes Orgaos,apesar da principal célula do sis
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tema - o linfdcito - ser extremamente dinamica,permitindo -~
lhe uma continua circulacdo pelo organismo.

Dentro deste contexto,optamos no presente tra -
balho pela inoculagao de uma baixa dose de parasitas atra -
vés do coxim plantar,por via subcutdnea,propiciando um mode
lo mais proximo do natural no que se refere ao acometimento
de ¢anglios perifé@ricos e a reprodugdo das fases aguda e cx0
nica da infecgao.

A inoculag¢ao dos parasitas através do coxim plan

tar,por via subcutinea, mostrou ser eficiente desde gue le-

va a estimulacdo do ganglio popliteo que & muito pouco ati-a
vado,em condigOes normais, Este ginglio geralmente sofre um
recrutamento restrito de linfdcitos a menos que esteja dre-
nando um local estimulado antigenicamente (Hall et al.l1962).
Além disso,a existéncia de um ganglio popliteo contralateral,
nao diretamente estimulado pelo parasita,pode ser objeto de
estudos comparativos em relacao ao gdnglio gue drena a pata
inoculada. Nesse sentido,nosso objetivo,usando este modelo
experimental ,& comparar os eventos imunoldgicos ,a nivel de
gdnglio popliteo ,em linhagens isogénicas de camundongos de
diferentes graus de resisténcia /susceptibilidade ao T.cruzi.
Neste modelo experimental,o atraso no dia do pi-
co parasité@mico,nas trés linhagens, e o aumento n3ao-signifi -
cativo do nUmero de parasitas,quando comparado com OS resulta
dos obtidos por via intraperitoneal (Corsini et al.1980a) in-
dica que a organizac¢ao estrutural do ganglio popliteo retar =

da o aparecimento dos parasitas no sangue e o dia do pico de
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parasitemia,ndo impedinde ,no entanto,a disseminagao do pa-
rasita.

Apesar do retardo no dia do pico parasitémico
ter sido atribuido & via de inoculacdo ,nac podemos excluir
também a possibilidade deste fato ter ocorrido devido a va-
riagaes intralinhagem da cepa Y,que propiciam o aparecimen-
to do pico parasit@mico entre o 119 e 139 dias (Araiijo e
Neves,1978).

A analise da mortalidade,durante 20 Aias,nas 3

linhagens também sugere gue nio ocorrem diferencas marcarntes
entre o modelo aqui descrito e o de inoculacao intraperito-
neal. (Corsini et al.l980a) Estas caracteristicas,no entan-
to,nao encontram confirmagao na literatura,sendo usulmente
descrita,apds inoculagao subcutdnea, uma infecgd@o mais seve
ra gue agquela causada pela inoculagac intraperitoneal, (
Kierszenbaum e Howard,l1976; McHardy ,1977)

As diferengas-que poderiam ocorrer nos niveis
parasitémicos de camundongos infectados por estas duas vias
tornam-se mais gquestionaveis em vista da auséncia de um rit
mo circadiano no ciclo de T. cruzi ,constatada pelas enor -
mes variagoes no niimero de parasitas circulantes,em um mes-
mo animal,no espage de poucas horas. (Sherlock, 1984) Este
fato explica,em parte, a heterogeneidade dos niveis parasi-
témicos apresentados por diferentes animais de uma mesma 1i
nhagem isogénica,no mesmo periodo de infeccdo,como tem si-
do observado por nds e outros autores,., (Loureiroc,1985)

Em relagao ds alteragdes dos ginglios envolvi -
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dos na infecgao,os resultados sugerem que independentemente
do grau de resisténcia /susceptibilidade,existe uma respos-
ta mais acentuada no Orgao gue drena a regiac de inoculagdo
guando comparado com 0 seu contralateral. Esta resposta &
evidenciada principalmente através de alteragoes de peso,nl
mero e proporgao das populagSes celulares.

O efeito do contato inicial dos antigenos de T.

cruzi com as células imunocompetentes do Srgao drenante

foi evidenciado pelas maiores alteragoes do peso deste Orduo

em relacdo ao gadnglio contralateral. Em relagao a este tipo
de alteragao,devido a grande variabilidade individual de ca
da animal,consideramos as tendéncias do aumento de peso dos
gdnglios e nao os valores absolutos.

O fator desencadeante do aumento de peso dosgan
glios pode ser associado a presenca de antigenos no local
da infecgao,como tem sido sugerido para outros antiIgenos. (
Rowley et al. 1972; Ford,1975). Apesar de,em nossos estu -
dos ,ocorrer a auséncia de formas integras do parasita no
local o antigeno desencadeador do processo,durante o perio-
do pré-patente da infecgﬁo'poderia ser formas tripomastigo-
ta inviaveis ou viaveis,porém de carga elétrica mais baixa (
Souto -Padrdn et al.l984) gue poderiam ser mais facilmente
destruidas pelo macrofago. Outra hipdtese a ser considerada
seria a sensibilizacgao de c&lulas imunocompetentes através
de antigenos secretados ou liberados da superficie do para-
sita (Aratjo ,1976; Gottlieb ,1977),ac passar pelo ganglio.

Estas consideragdes sugerem que os macrdofagos
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destes ganglios linfaticos,quando em contato com antigenos
de T . cruzi liberariam um "fator de recrutamento de linfo-
citos" ,como tem sido evidenciado apds inoculacgac de outros
antigenos particulados (Vadas et al.1979; Vadas et al.l981.;
Portanto,as alteragoes de peso nos ganglios po-
pliteos ,nas fases pré-patente e aguda da infecgido,podem es
tar relacionadas ao aumento do influxo de linfbdcitos do "
pool" recirculante (Drayson et al.l98l;Hay e Cahill,1982)co

mo tem sido descrito em outros sistemas.

A estimulagao do ganglio drenante ao T. cruzi &
fere daquela ocasionada por outros complexos antigénicos
Hay,1982 ; Drayson et al.l981),inoculados pelo coxim plantar.
Este fato ocorre desde gque o parasita & capaz de ser disse-
minado através da corrente sanguinea,sendo fagocitado (
Nogueira e Cohn,1976; Nogueira et al.l1980) ou penetrando

ativamente (Kipnis et al.l979;Dvorak e Hyde,1973) nestas ce

lulas e al proliferando. Este periodo pré-patente e sua 1li

-

beragao tardia na circulagdo explica o exacerbamento dos ni
vels proliferativos celulares,entre o 109 e 159 dias,nas 3
linhagens estudadas.,

Nos camundongos da linhagem CBA/J, a relacgao e}
sitiva entre o aumento de peso e o nimero de células (Figu-
ra 9a e lla) sugere gue as alteracgOes de peso no gangliodre
nante se deve principalmente 3 retencdo de c&lulas do " pool"
recirculante ou provenientes de proliferacao celular local.

Esta mesma relagao observada nos ganglios contralaterais, (

Figura 9b e llc),embora menos intensa sugere gue o parasita
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recruta um namero menor de c&lulas neste local e este,pro -
vavelmente,ocorre no periodo em gue os seus niveis sao mais
elevados no sangue,

A analise dos resultados em camundongos C57B1/0
(Figura 10 e 1llb ) e F1{C57B1/10 X CBA/J) (Figura 8 e 1llc),
no entanto , sugerem gue a elevagao do peso dos ganglios de
drenagem ,nestas linhagens,nac estd exclusivamente relacio-
nada com o aumento no nimero de células,ocorrendo provavel-

mente um acUmulo de produtos celulares provenientes de ma -~

créfagos e linfdcitos.Nos gAnglios contralaterais ,os resul
tados sugerem um menor acmulo de células (Figura 8,10 e 11).

Em resumo,podemos concluir que em ganglios po -
pliteos de camundongos resistentes,apds recrutamento e pro-
liferagao celular local,ocorre um maior aclmulo de prcdutos
celulares do gue o observado em linhagem susceptivel & in -
fecgao.

Como tem sido descrito que liberagao de imunwglo
bulinas na corrente sanguinea se d3 alguns dias apbs a ex -
pansdo maéxima de clones de linfdcitos (White ,1967) & prova
vel gue o aclUmulo destes produtos,além dos produzidos por
linfécitos T e macrofagos,sejam os responsaveis pelo aumen-
to de peso apds o apice no nimero de cé&lulas ,observado em
linhagens resistentes.

Além disso ,reforgam nossos dados ,trabalhos "
in vitro” com linhagem susceptivel,que demonstram a redugao
dos niveis de linfocinas e na velocidade de resposta de cé-

lulas esplénicas imune ao parasita (Nogueira et al.l981),em
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bora atinjam niveis idénticos aos de animais resistentes em
fases tardias da infecgao. (Krassner et al. 1982).

Analisando a populagao de macrofagos durante a
infecgao pelo T. cruzi foi evidente que estas células, nos
ganglios popliteos,nao sofrem parasitismo evidente como tem
sido observado em macrdofagos do bago,figado e medula Ossea(
Melo e Brener,1978). Estes dados vao de encontro aos de
Deutschlidnder e colaboradores (1978) que nao observaram para-
sitas em ganglios iliacos,apds inoculagao subcutanea,pelo
coxim plantar. Oliveira (1982) também nao encontrou formas
do parasita em ganglios mesentéricos,ap0s inoculag¢ao intra-
peritoneal,confirmando nossa hipotese de nao adaptacgao do
parasita as células macrofagicas dos ganglios linfaticos,in
dependentemente da via de inoculagao e do nimero de parasi-
tas.

Estas consideragoes sugerem que as células ma -
crofagicas de ganglio popliteo sao fisiologicamente distin-
tas daquelas encontradas no bago,figado e medula,nao permi-
tindo a proliferagao dos parasitas (comunicagao pessoal -J.
Kloetzel )ou nao havendo ,nestas células,receptores de super -
ficie que favoregam o tropismo do parasita (Alcantara =
Prener,1978).

Embora estas células tenham papel importante na
contencao dos niveis parasitémicos (Kierszenbaum et al.l974;
Trischmann et al.1978) ,nossas observagoes nao demonstraram
alteragoes quantitativas nesta populagao celular.As redugo-
es porcentuais nao significativas das células macrofagicas,
obsérvada em algumas linhagens,provavelmente se devem a di-

luigdo destas células durante a expansao dos linfocitos e
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nfo 3 sua reducio real A A manutengao do nimero de macrdfagos
nos ganglios linfaticos drenantes pode ser explicada pela ra
ra proliferagao local destas cé&€lulas em respostas inflama-=
tdrias . (Weir,1984)

Tem sido descrito gue a populagac macrofagica ,
que varia de 5 a 15%,em ganglios linfaticos & extremamente
heterogénea,envolvendo células acessOrias,com diferentes ca
racteristicas citoldgicas,antigénicas,atividade endocitica

e de adesao. (Steinman e Cohn ,1974;Veldman,l1970;Silberberg =

Sinakin e Thorbecke,1980; Tew et al.1982),.

Estas cé&lulas acessdOrias nao foram distinguidas
dos macrdfagos,no presente trabalho,desde que sao de morfo-
logia complexa (Schnezlein et al.l985;Szakal et al.1985),sen
do facilmente destruidas em técnicas de suspensotes celulares
simples. Além disso,estas nao proliferam rapidamente e nem
sofrem aumento considerdvel apbs estimulagao antigénica (
Steinman e Cohn,1974) ,nao compromentendo nossos resultados.

Na infecgéo pelo T. cruzi,em camundongos sus®@p
tiveis {(C3H/He) e resistentes (C57B1/6), Tarleton e Kuhn (
1983) observaram elevacgao de seis vezes o numero normal de
macrdfagos no bago. Este fato pode ser explicado desde due
no bago ocorre o estabelecimento de formas amastigota enquan
to que nos ganglios o mesmo nao & observado. Isto sugere
gque o recrutamento de macrdfagos pode ocorrer apenas onde Os
parasitas se estabelecem. Esta hipotese & reafirmada pelo

fato de ocorrerem alteragdoes na proporgac de células estera

se -nao especifica apenas no bago,embora apds a inoculagao
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intraperitoneal 0 primeiro contato se de com células desta
cavidade (Wirth e Kierszenbaum ,1984).

Apesar de nossas oObservagOes nao terem sido di-
rigidas a alteragoOes fisiolSgicas destas células,nio pode -
mos descartar a possibilidade destas ocorrerem a nivel de
diferenciagao e maturagdo,como tem sido observado em célu -
las do bago,sangue e peritOneo (Wirth e Kierszenbaum, 1984 ).
Uma das mais significativas alteragOes tem sido o aumento

de células Ia+ (Behbehani et al.1981;Wirth e Kierszenbaum ,

1984) durante as fases aguda e cronica da infecgao,que em
associagao com antigenos ativam linfdcitos T resultando na
secregao de fatores regulatSrios da resposta imune (Norcoss,
1984; McDevitt,1984).

Em nosso trabalho,o envolvimento de linfdcitos
T na infeccgao pelo T. cruzi ,foi evidenciado ,tanto nas li-
nhagens susceptivéis quanto nas resistentes através de seu
aumento numérico,principalmente durante a fase aguda. Desde
que as infeccoes estimulam no hospedeiro uma resposta imune
primaria,os linfdcitos T sdo provavelmente,na sua grande
maioria,oriundos do "pool" recirculante (Foxrd,1975).

Analisando~se particularmente os linfbcitos T,
em cada linhagem,sugere-se que os camundongos F1(C57B1l/10XCEA/J
apresentam os seus niveis semelhantes Aqueles da linhagem
parental susceptivel - CBA/J - havendo um maior recrutamen-
to destas células ,na infecgao,quando comparado com a 1i -
nhagenm resistente - C57Bl/10 (Figuras 17 e 20).

Estes resultados podem sugerir gue os camundon-
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gos F1( C57Bl1/10 X CBA/J) se comportam de maneira semelhan-
te aos da linhagem parental CBA/J ,enm relagao aos niveis de
linfdcitos T. E interessante notar ,neste sentido, que ca -
mundongos normais da linhagem CBA/J apresentam um porcentu-
al de 1linfdcitos T maior que aquele observado em camundon -
gos da linhagem C57B1/10 e da F1(C57B1/10 X CBA/J),nas mes-
mas condigoes,

A sugestao de que os linfdcitos T possam parti-

cipar da resposta imune ao parasita foi evidenciada através

do aumento dos niveis parasitémicos em camundongos da linha
gem CBA/J,apbs inoculagdao de soro anti-linfdcito T (dados
nac apresentados). Uma vez que o antisoro foi produzido com
cé&lulas de camundongos CBA/J e nao foi absorvido,existe a
possibilidade de uma agac supressora ter ocorrido sobre ou
tras populagoes celulares ,na linhagem homdloga. Estudos
mais detalhados utilizando~-se o soro absorvido e em dife -
rentes dosagens poderac tornar mais clara a atividade des -
te antisoro sobre a resposta nestas trés linhagens.

Apesar de recentemente ter sido descrita a exis
téncia de um fator estimulatSrio derivado de:plaquetas, en
soros normais humanos e de canundongos,que atuaria no aumen
to da resposta de células T (Katz et al.l985),0s nossos con
troles (dados nac apresentados) utilizando scro normal de
coelho ndo sugerem indicios de que aste processo estaria
ocorrendo.Este fato pode ser explicado pela menor atividade
deste fator em animais nac -imunossuprimidos (Katz et al.

1985) ,pela diferenca entre as vias e periodo de indculo do
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soro normal ou pela inexisténcia deste fator no soro de coe
lho.

Nossas observagdes de que hd um envolvimento de
linfécitos T no inicio da infeccdo vai de encontro aos re-
sultados obtidos por outros autores que também evidenciaram
um aumento nos niveis parasitémicos e na mortalidade de ca~
mundongos congenitamente atimicos (Trischmann et al.l1978 ;
Kierszenbaum e Pienkowski,1979) ou apds administracdo de so

ro anti-linfocito T (Roberson e Hangon,l1973;:Vilches et al.

1973) ou timectomia ( Behbehani,1971;Schmunis et al.1971).
No entanto, apenas linfdOcitos T de animais sobreviventes da
fase aguda sao ativos na protecdo contra a infecgao. (Kuhn
e Durum,1975; Burgess e Hanson ,1979; Reed, 1980 ;Corsini e
Stellini Jr,1980; Trischmann ,1984)

As alteragles dos niveis de linfdcitos T ,tanto
em linhagens resistentes guanto em susceptivel,indicam que
estas ocorrem antes da liberag¢ao dos parasitas ,tornando-se
acentuada mesmo guando estes se apresentam em baixo nimero
na circulagao. Estes dados sugerem que o parasita & um po -
tente estimulador de linfdcitos T,sendo isto mais evidente
nos camundongos da linhagem F1 (C57B1/10 X CBA/J) que atin-
gem um nuimero maximo de linfdcitos T,no 109 dia de infeccao.
Nas duas outras linhagens,embora o nimero midximo nioc tenha
sido atingido no 109 dia,as alteragdes at& o 159 dia nio fo
ram exacerbadas ,reafirmando um maior estImulo de linfdeci-
tos T anterior & liberagio maxima dos parasitas na circula-

cao,
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As diferencas gquantitativas na populagdo total
de linfdcitos T entre as linhagens estudadas, no presente
trabalho,nao permitem concluir que estas possam estar re-~
lacionadas com o grau de resisténcia /susceptibilidade.

No entanto,nossos dados apoiam a hipdtese da
participacao de linfécitos T na contengéé dos niveis para-
sitémicos no periodo inicial de fase aguda,reduzindo a do-~

se infectiva do parasita até a resposta humoral ser monta-

Trischmann ,1983 e 1984).

A participagac dos linfdcitos T ,mesmo em ani-
mais susceptiveis’é corroborada pelo fato de que nestes ha
um controle dos niveis parasitémicos no inicio da fase agu
da enquanto que em camundongos nu/nu (Trischmann et al.1978)
e BXH ~ 2 (Trischmann ,1983) o mesmo nio ocorre.

Os mecanismos pelos gquais as subpopulacgoes de
linfdcitos T atuariam neste periodo da infecgio nio tem si
do estabelecidos mas € sugerida a participacdo de linfSci-
tos T citotdxicos contra formas do parasita (Burgess e
Hanson,1979;Kierszenbaum,1979; Ribeiro dos Santos e Hudson,
1980} . Esta possivel atuagdo citotdxica tem sido observada
"in vitro" em células esplénicas na auséncia de soro imune.
(Okabe et al.l980}.

Apesar da metodologia empregada,em hosso traba
l1ho nao permitir a caracterizacio de subpopulagoes de lin-

focitos T,observamos em camundongos normais e infectados a
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existéncia de dois tipos de marcagac que podem representar
duas populagoes de linfdcitos T,

Estes dois tipos de marcagao sugerem graus dife
rentes de maturagao destas células,que & habitualmente cor-
relacionada a expressao do antigenoc de membrana - Thy 1.2 .
Este antigeno & encontrado em maior densidade sobre a super
ficie de cé&lulas timicas,sofrendo uma gradativa diminuicdo

de sua expressao a medida gque estas migram para a periferia.

(Fathmann et al.l975) .,

Dentro deste contexto,a maioria dos linfdcitos
T recrutados,durante a infecgao e gue apresentam marcagao
do tipo "capping" poderiam ser linfocitos T maturos ,do "
pool" recirculante,com menor densidade de Thy 1.2 e maior
expressao de Lyt (Ledbeter et al.l1980). Estes dados sao con
firmados pelo mesmo tipo de marcagcao em anel observado . na
maioria das células timicas. (dados nao apresentados)

A proliferagadao destas células timicas e sua mi-
gragdo para Orgaos linfdides secundidrios,apds administragio
de antigeno,tem sido descrita em outros modelos experimenta
is mas ainda & desconhecido o estimulo sisté&mico que possa
induzir tal fendmeno (Durkin et al.1978). Estas c&lulas ti-
micas de fendtipo Ly 1,2,3+ s3o descritas como precursoras
de células T supressoras gue requerem células T auxiliares
para se diferenciarem totalmente {Anderson et al.l982).

Nas trés linhagens estudadas,a observagdo de um

pico de linfdcitos T anterior ou concomitante ao aumento ma
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ximo do niimero de linfScitos B sugere que dentre a popula-
gao de linflcitos T poderia existir uma grande proporgao de
linfdcitos T auxiliares.

A atuagdo de linfdcitos T auxiliares tem sido
confirmada pela redugao da resposta imune humoral ao para -
sita apbs deplegao de linfScitos T (Trischmann e Bloom, 1980
Scott,1981 b): A existéncia destas células T auxiliares es
pecificas para T. cruzi tem sido evidenciada principalmente

no 109 dia de infecgao. {(Burgess et al.l981),

Neste presente tTrabalho,tanto em animails norma-—
is gquanto em infectados,nas tres linhagens , foram também evi
denciados dois tipos de marcagao de populagdes de linfdci -
tos B.

Na literatura ,diferentes tipos de marcacdo de-
tectados através de imunofluorescéncia,inicialmente,foram
descritos como artefato da técnica (Pernis et al.l971}. No
entanto,mais reéentemente,diferentes densidades de imunoglo
bulinas de superficie tem sido observadas e correlacionadas
com graus de maturidade dos linfdScitos B (Sidman e Unanue,
1 1975),

Como observado em nosso trabalho,alguns autores
ten descrito em bago de camundongos ,células com imunoglobu
linas distribuidas de maneira restrita,em forma de " capping"
ou integralmente por toda a superficie da membrana, sugerin-
do fungoes distintas,durante a resposta imuné (pPara estes
dois tipos de linflcitos B. (Mason et al,.l977:Mason et al.

1980)0utros autores ,embora nao tenham estudado a distribui
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¢ao de imunoglobulinas sobre a superficie de linfScitos B
tem correlacionado a menor densidade destas imﬁnoglobulinas
a maturidade celular (Sidman e Unanue,1975;Scher et al.1976)x.
Mais recentemente ,McKearn e Rosenberg (1985)
tem descrito que cé&lulas pré&- B possuem imunoglobulina cito
plasmatica,enquanto que cé&lulas B imaturas teriam  grande
densidade de imunoglobulina de superficie,tendendo esta a
se reduzir com a maturagdao .Por outro lado ,correlagio de

maturidade com densidade intermediaria a alta de imunoglobu

lina de superficie também tem sido sugerida por Dighiero et
al.l980 .

Estas hipbdteses contraditdrias tem sido correla
cionadas aos diferentes padrOes genéticos das linhagens es-
tudadas (Dighiero et al.l980),no entanto,nossas observagoes
nao sugerem diferencgas significativas que possam ser vincu-
ladas a este fator,pois as trés linhagens apresentaram dife
rengas proporcionais semelhantes das duas populagoes,

Dentro deste contexto,sugerimos gue os linfdci-
tos B,com marcagao em "capping" poderiam ser células matu -
ras,constituindo a maioria da populacao,antes ou durante a
infecgao,enquanto que as células com maior densidade de imu
noglobulina de superficie seriam células B imaturas ou pré-
B,que nao apresentaram variagdes significativas durante o
periodo estudado. No entanto,nossos resultados ndac permitem
afirmar gue a populag¢ao de células com maior densidade de
imunoglobulina & composta de imuncglobulina somente de su ~

perficie ou também de citoplasma.
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Quando foi analisada a cinética de linfdcitos B
totais,os resultados sugeriram gue até& o 109 dia de infecg,
periodo que antecede a liberagao de um grande nimeroc de pa-.:
rasitas na circulagao,nac ocorre aparentemente distingao
entre os niveis destas c&lulas em linhagens resistentes e
susceptiveis. Apds este periodo, o pequeno aumento no nime-
ro de células B,em linhagens resistentes comparado com os

niveis mais elevados,destas cé&lulas ,em linhagem suscepti -

—vel-sugere-gueyfrente ac-mesmo-estimuloj;ocorrem—diferentes — s

graus de resposta.

De acordo com estes dados;uma das hipdteses a
ser considerada seria a de que em linhagem susceptivel have
ria uma deficiéncia nos mecanismos relacionados aos linfdci
tos T ,0 gue induziria uma maior liberacao de parasitas na
corrente circulatdria,havendo uma maior ativacgao da popula-
¢ao de cé&lulas produtoras de imunoglobulinas.Este fato e”
corroborado pela produgao de linfbcitos T citotdxicos em pe
riodos tardios (159 dia) na linhagem BALB/c,quando seria es
perado que estas células fossem ativas em fase anterior a
liberagao maxima de parasitas na circulagdc (Ribeiro  dos
Santos e Hudson,1980)

Outra hipdtese seria a de que,em linhagem suscep
tivel ,ocorreria Qma maior ativagao de c&lulas produtoras
de imunoglobulinas sem,no entanto,funcao anticorpo.

Esta idéia €& sugerida pela descricdo de gque, em
camundongos das linhagens CBA/J e C3H/He,hda um retardo no

aparecimento de células produtoras de anticorpos a partir
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de células produtoras de imunoglobulinas.( Kovatchev et al .
1983) ,durante a resposta imune a diversas proteinas,quando
comparado com os camundongos da linhagem C57Bl/6.

Na infecgao pelo T. cruzi, esta idéia & reafiy
mada pelo fato de que a susceptibilidade de camundongos "
maus respondedores" (Braz,198l) e C3H/He (Tarleton e Kuhn ,
1983) nao estd relacionada a auséncia da resposta  humoral
mas aos baixos niveis de anticorpos e ao retardo na sua pro

dugao. (Braz ,1981) Em camundongos C3H/He,este retardo na

produgac de anticorpos tem sido correlacionado aos altos ni
veis de anticorpos naturais,quando comparados com ©S camun-
dongos C57RBRl/6 (Tarleton e Kuhn,1983).

No entanto,apesar da sugestao de um baixo nivel
de anticorpos presentes em linhagens susceptiveis,hd evidén
cias de sua atuagao pela gqueda dos niveis parasitémicos co-
mo observado em linhagens resistentes (Corsini et al.1980a).

Esta possivel proliferagac de um grande nimero
de células produtcras de imunoglobulinas sem funcgao anticor
po vai ge encontro ds observagoOes de ativagdo policlonal de
linfdcitos B (Ortiz-Ortiz,1980;Lima et al.l985) descrita em
linhagens susceptiveis - A/J e C3H/He-apesar desta nao
ocorrer de forma tao evidente como na tripanossomiase afri-
cana (Corsini et al,l1977;Pearson et al.l978).Esta ativagao
policlonal na infecgao pelo T. cruzi tem sido descrita co -
mo dependente de cé€lula T auxiliar associada & capacidade
mitogénica do parasita (Lima et al.l1985).

Outra hipdtese a ser considerada para explicar

os altos niveis de linfdcitos B,em linhagem susceptivel po-

L1l



de ser sugerida pelas diferengas encontradas na relacdo en-
tre 1infScitos B e cé€lulas T marcadas em anel,no periodo de
transigdao entre fase aguda e crdnica,nas trés linhagens.
Apesar de nao ter sido realizado um estudo das
subpopulagoes de linfdcitos T,durante a infeccao,a observa-
¢do de que o declinio de linfdcitos B coincide com o aumen-
to de linfdocitos T com marcagao em anel (provavelmente célu
las recém -recrutadas do timo),na linhagem F1 (C57R1/10XCEA/T),

vai de encontro a descricao de que células timicas,de carac

ter supressor,terdem a aumentar até o término da resposta
imune { Anderson et'al.l982)

Em camundongos susceptiveis~ CBA/J- a diminui -
gao destas cé&lulas timicas coincidentes com os maiores ni -
veis de linfdcitos B,confirmam estas idéias e sugerem uma
deficiéncia a nivel de recrutamento de timdcitos para o gin
glio de drenagem. Este provavel desequilibrio sugerido nos
camundongos susceptiveis ,apesar de reestabelecido no fi -
nal da fase aguda,nao seria suficiente para eliminar as
consequéncias do processo anterior.

A deficiéncia de pelo menos uma subpopulaciao de
linfdcitos T em linhagem susceptivel,tem sido sugerida des-
de que resposta de hipersensibilidade retardada (DTH) emn ca
mundongos da linhagem C3H/He ,durante a infecgéo,encontra"se
exacerbada enguanto gue em F1(C57B1/10 X CBA/J) esta & nor-
mal (Corsini et al.l980)

A diminuigao de cé&lulas recém -recrutadas do ti
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mo em camundongos C57B1/lO e o controle da fase aguda,nes-
tes animais,sugere que outras subpopula¢oes de linfbcitos T
ou de outras células supressoras possam estar envolvidas
neste processo.de supressao.

Neste sentido,tem sido descrita a atuagdo de ma
crofagos supressores {(Odaly et al.l1984;Rowland e Kuhn ,1978:
substancias séricas supressoras (Cunningham et al., 1978 ;

Cunningham et al.1980 a e b) além dos linfGcitos T supresso

L4

res -{Ramos-ebt—al1979);

Alguns autores tem atribuido a supressdo de res
postas mitogénicas de linfdcitos T,em camundongos resisten-—
tes a infecgdo - C57Bl/10 e F1l(C57B1/10 X CBA/J)-& células
T supressoras,enquanto gque em camundongos susceptiveis -
C3H/He -~ o mesmo nao ocorre,sendo descrito um bloqueio me
tabdlico destas cé&lulas,induzido pelo parasita (Lalonde et
al.l1985).

De acordo com estas observagoes sugerimos que
os camundongos da linhagens susceptiveis seriam mais sensi-
veis aos processos imunopatoldgicos produzidos pelas imuno-
globulinas ,dada 3 sua resposta imune humoral mais exacerba
da. Nas linhagens resistentes a ocorréncia dos mesmos pro -
cessos nao & descartada mas pelo fato da resposta nio se
apresentar tao acentuada,estes ocorreriam em menor intensi-
dade e em periodos posteriores'proporcionando ao animal con
digoes de manter em equilibrio seu organismo,durante a fase

aguda.
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Confirmam esta hipStese trabalhos "in vivo",que
tem demonstrado ,em camundongos C57B1/10, a perda de neurd-
nios cardiacos concomitante ao pico parasitémico e A presen
¢a de anticorpos anti-T. cruzi e complemento sobre fibras
musculares ,ao redor de ninhos do parasita (Ribeiro dos
Santos e Hudson,1981),

Estes fatos sugerem a ocorréncia de processos
imunopatoldgicos desencadeados pela lise de tripomastigotas

na presenga se anticorpos e complemento (Krettli et al.l979

e a ruptura de pseudocistos com desihtegxagéo de amastigo-
tas (K8berle,1968),com posterior adsorgéo de antigenos para
sitdrios d células hospedeiras. Estas seriam destruldas por
citotoxicidade mediada por granuldcitos ou por lise media -
da por anticorpos (Ribeiro dos Santos e Hudson,1980;Lopez
et al.l1983)

Em contraste com os resultados por nos descrito
em ganglio popliteo,alguns autores tem descrito,em bago de
camundongos CBA/J a deplecao porcentual e absoluta de lin -~
focitos T com concomitante aumento de linfdcitos B,apds ino
culag§0 de cepa reticulotrdpica,no caso Tulahuen (Hayes e
Kierszenbaum,198l;Kierszenbaum e Budzko,1982).Com cepa mio-
trépica - Brazil- Tarleton e Kuhn (1983) tem observado,em
bago de camundongos de linhagens resistentes e susceptiveis
gque a populacaoc de linfdcitos T mantém -se inalterada en -
quanto que ocorre uma redugao absoluta de linfdcitos B,

Em termos porcentuais,nossos resultados de de -

plegdao porcentual de linfdcitos T ,mais acentuada no gidn -
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glio de drenagem de camundongos das linhagens F1 (C57B1/10 X
CBA/J) e CBA/J,coincide com os dados de outros autores mas,
na realidade,reflete nao uma redugdo real nesta populacao

mas um aumento proporcional dos. linfdcitos B ,frente ao es-

timulo do parasita.

As nossas hipbteses sobre a interrelagio célu -
las B e T sao apenas especulativas. Em trabalho futuro pre_
tendemos aborda-las,com t@cnicas especificas,numa tentativa

de. elucidar melhor estes. pontos.

Estes resultados controversos sugerem a exis -
téncia de diferencas nos niveis de resposta dependendo da
via de inoculagdo ,da cepa do parasita e dos érgios 1infdi
des diretamente relacionados com este primeiro contato para
sita ~hospedeiro. Outra hipOtese,menos provavel,seria a de
uma dicotomia da resposta imune em diferentes Orgaos 1infdi
des descrita por Burgess e Hanson (1979}).

Em resumo,este trabalho procurou elucidar al -
guns aspectos importantes da relagao entre as populacgoes ce
lulares induzidas pela infec¢ao e a resisténcia/susceptibi-
lidade existentes nestes modelos experimentais. Por outro
lado,tamb&m suscitou algumas guestdes que surgem ComQ pers
pectivas de novos conhecimentos nesta area de pesquisa.Uma
destas questdes se refere & fungdo das subpopulagdes de
linfdbcitos T na regulagao da resposta imune ao T.cruzi e
a outra se refere 3s possiveis diferencas entre as imune -
globulinas produzidas pelas trés linhagens de diferentes

graus de resisténcia a infeccio.
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No entanto,muito ainda nos resta a conhecer acer
ca dos mecanismos de interacgdo entre o T. cruzi e seus hospe
deiros,apesar de quase 80 anos de pesquisa basica em Doenca
de Chagas e toda a sofisticagao alcancgada pelas técnicas dis
poniveis. E preciso ao mesmo tempo ,considerar gue este pro-
cesso de interacao encontra-se em plena evolugao,e em nosso
pais ,esta ocorre dentro de um contexto social ,onde a maior
pressac ambiental & a precariedade dos sistemas de habitacao,

ganitirio e educacional,.
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RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho teve como principal objeti-
vo a analise dés alteragces nas populacdes celulares de gan
glios popliteos induzidas durante infecgao pelo T.cruzi e
sua relacao com os diferentes graus de resisténcia/suscepté'
bilidade das linhagens isogénicas de camundongos . O objeti
vo secundario foi a adaptacdo,ds nossas condigoes,de uma me
tﬁdologia sensivel para a detecgio das populagoes de 1infd-
citos T e B,

As principais conclusoes de trabalho estio abai

X0 relacionadas.
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~ A obtengao do complexc PAP,em nosso laboratdrio,permitiu
a padronizagado de uma técnica mais sensivel,com a utiliza
gao de altas diluigSes dos soros anti-1infdcito T e anti-
imunoglobulinas e a consequente redugac de reacdes ines -
pecificas. O soro anti-linfdcito T produzido evidenciou
células T com diferentes distribuigdes do antIgeno Thyl.2,
contra o qual foi produzido. O soro de coelho anti-imuno-
globulinas detectou células B com diferentes padrdes de

distribuicao de imunoglobulinas de superficie,principal -

mente da classe IgG e cadeias leves de outras classes de

imunoglobulinas.

- As principais alteragoes de ganglios popliteos ,nas trés
linhagens ,evidenciadas através do peso ,nlmero de célu -
las e proporgoes de linfdcitos T e B foram muito mais acen:

tuadas no ganglio de drenagem do que no contralateral.

- O aumento de peso observado em ganglios popliteos da 1i -
nhagem CBA/J ocorreu devido ao aumento no nimero de célu-
las recrutadas durante a infecgao,enquanto gque nas linha-
gens resistentes este aumento foi correlacionado a este
fator e ao provavel aclmulo de produtos celulares,induzi=-

dos pela infecgao.

- As principais populagoes celulares recrutadas nos gangli-
os popliteos,durante a infeccao ,foram linfbcitos T e B ,
nao ocorrendo alteragdes significativas na populagdo de

macrofagos,nas trés linhagens estudadas.
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- As alterag¢des no nimero de linfScitos B,nas tr@s linhagens
foram semelhantes até o 109 dia. Entre o 1092 e 159 dias,
guando os niveis de parasitas no sangue tornaram-se mais
elevados,as linhagens F1(C57Bi/10 X CBA/J)} e C57B1/10 apre-
sentaram um aumento discreto no nimero destas cé&lulas,en-

guanto que na linhagem CBA/J este aumento foil mais exacer-

bhado.

= Na--Linhagem FL{C57BL /10 % CBALI) yo--numero-de-linfdeitos T
e B sofreu uma redugac apOs a fase aguda,mantendo-se ,prn
cipalmente os linfdcitos B,em niveis elevados atéd o 459

dia de infecgao.

- Durante a fase aguda,principalmente no gadnglio de drenagem
da linhagem F1{C57Bl/10 X CBA/J) ,foi observado um aumen-
to no porcentual de linfbcitos T com distribuigaoc em anel
do antigeno Thy 1,2 ,provavelmente recém-recrutados do ti
mo,enguanto gue nas linhagens parentais houve um declinio

no numero destas células.

~ As redugaes porcentuais de linfbcitos T,evidenciadas prin
cipalmente em camundongos F1(C57Bl1/10 X CBA/J) e CBA/J ,
' ndo reproduziram uma redugao real no nimero de linfocitos

T mas sim um aumento proporcional de linfdcitos B.

~ 2 .
- A inoculagao de 10 formas de T. cruzi ,pelo coxim plan-

tar,via subcutdnea,demonstrou gue nao ocorrem alteragoes
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significativas nos niveis parasitémicos,no dia do pico de
parasitemia e na mortalidade de camundongos das linhagens
F1{C57B1/10 X CBA/J), C57B1/10 e CBA/J,quando comparado

com os resultados de inoculacao intraperitoneal,descritos

na literatura.

Como conclusao geral,podemos sugerir que R
independentemente do grau de resisténcia/susceptibilidade,

existe um recutamento de linfdcitos T e B no ganglio de

drenagem nas tré&s linhagens estudadas,embora na linhagem
CBA/J,ocorra uma resposta mais exacerbada,principalmente a

nivel de linfdcitos B.
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