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ABREVIATURAS

Linfocitos timicos independentes

Forca centrifuga relativa (%)

Camundongos (CBA x Cs7 B1/10)F,

Camundongos {(CBA x Cs; Bl/10)F; timectomizados,
irradiados e reconstituidos com celulas hepaticas
fetais

Camundongos (CB; x C57.B1/10)F1 irradiados e recons-
tituidos com cé&lulas hepaticas fetais
intraperitonial

intravenosa

linfdcitos timicos dependentes normais

iinfocitos timicos dependentes imunes

meio minimo esszncial de Eagle

Roentgen

soro imune

solucao salina tamponada

linfocitos timicos dependentes

(*) FCR = 1,118 x 10° x R x N
R: Raio rotacional {(distancia em cm do eixo
central da centrifuga até a ponta do tubo)

N: velocidade em rotagoes por minuto
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I
INTRODUGAO

A doenga de Chagas, primitivamente uma enzootia sil-
vestre, apenas. ocasionalmente acomete o homem, a medida que

este se introduz nos nichos ecologicos originais (BARRETO,

1979).

0 parasita se mantémna area endémica atraves do ciclo
vetor-hospedeiro. O vetor pertence a subfamilia Triatominae,
que elimina a forma infectante, junto com o material fecal,
no momento emque se alimenta no hospedeiro (BARRETO, 1968a}.
Os hospedeiros de importancia sao: o homem e mamiferos domés-
ticos e silvestres (BARRETO, 1968b).

A infeccao humana por Taypancsoma cruzd (CHAGAS, 1909)
€ um grave problema para o continente americano, particular-
mente para o Brasil. A doencga, nos hoﬁens, apresenta grande
importénciai‘jé.que tem ampla distribuigéd geografica, alta
prevaléncia, altos Indices de mortalidade (BARRETO, 1979) e,
finalmente, limitadissima terapéutica{CANQADO & BRENER, 1979),

fazendo com que a moléstia tenha elevado custo social.



Sob o aspecto clinico, a doenca de Chagas pode ser
observada em quatro fases distintas (WHO, 1974): incubacgao,
aguda, indeterminada e cronica. A fase de incubacao se carac-
teriza pela proliferacao das formas amastigotas nos tecidos,
com especial predilecdac para células do misculo cardiaco e
do sistema fagocitario mononuclear, seguida da sua matu-
ragéo em tripomastigotas (ANDRADE & ANDRADE, 1579). Ao ganha-
Tem © sangue perifé:ico, as formas tripomastigotas caracte-
rizam a fase aguda, momento em que o hospedeiro & acometido
de febre, linfadenopatia generalizada e diminuicao de suas
reservas fisiologicas. Segue-se a fase indeterminada, com
acentuada diminuicao, ou mesmo negativacgao, da parasitemia,
quando entao o paciente nao se mostra clinicamente doente:
ela pode dura: dez ou mais anos para, finalmente, evoluir
para a fase cronica, quando freqllentemente se observam mio-
cardite e dilatacao das visceras ocas (LARANJA et al., 19856,
e KOBERLE, 1968).

Obscuro € o conhecimento dos fatores decisivos de
evolucdo da fase indeterminada para a cronica, ainda que o
hospedeiro mostre reagdes soroldgicas positivas facilmente
detectdveis por métodos de laboratdrio habituais (KOBERLE,
1968).

Na fase cronica, geralmente nao se encontram, ac exame
microscépico, parasitas no sangue periférico. Individuos com
infecgdo chagasica podem ter entdc o diagnodstico da doenga
através de inveétigagéo soroldgica, ou mesmo de alteragoes

eletrocardiograficas (KOBERLE, 1968).



KOBERLE (1968) acredita que a evolucaoc da doenga de
Chagas, da fase aguda para a indeterminada e desta para a cro-
nica, seja decorrente das lesoes originadas na fase aguda,
ja que a imunidade desenvolvida previne novas infeccles agu-
das, mas nao interrompe o curso da doenga.

No que diz respeito & etiopatogenia, nessa doencga,
ainda nao se tem consenso sobre o0s mecanismos determinantes,

como se vera a seguir.

COSSIO et al. (1974) demonstraram a existéncia de
anticorpos dirigidos a componentes da fibra cardiaca (E.V.I.).
TEIXEIRA (1975) propos a existencia de hipersensibilidade do
tipo tardio, dirigida a fibras do misculo cardiaco, decor-
rente de auto-sensibilizacao. Como expressdes imunologicas de
compartimentos diferentes, humoral e celular, sao mecanismos
que interpretam a miocardite freqlientemente observada em paci-
entes cronicamente infectados, e descrita por LARANJA et al.
(1956).

- KOBERLE (1968) propos a lesao de neuronios pela neuro-
toxina liberada da desintegracao das fo:mas amastigotas.
Mais recentemente, KHOURY et al. (1979) demonstraram a exis-
téncia, no decurso de uma infecgao chagasica, de anticorpos
dirigidos a neurdnios, o que explicaria a dilatacao das vis-
ceras ocas, em especial do intestino grossc {(LARANJA et al.,
1956), pela destruicdao de neuronios e conseqllente perda de
tonicidade do Srgao.

Em especial, a resposta imune do hospedeiro, na doencga
de Chagés, tem sido intensamente estudada, principalmente em

modelos experimentais.



As manifestacoes humorais da resposta imune apresen-
tada pelo hospedeiro tiveram sua participacao avaliada desde
os estudos iniciais, por GUERREIRO & MACHADO (1913), com

finalidades diagndsticas.

CULBERSTON & KOLODNY (1938) observaram que o soro de
ratos sobreviventes de uma infeccao chagasica aguda confere
protecdao parcial a receptores normais que, infectados, apre-

sentaram uma infeccao atenuada.

Os anticorpos de varios mamiferos anresentam .in vitho
agao litica para as formas epimastigotas, enquanto as tripo-
mastigotas e amastigotas intracelulares nao sofremtal efeito

(MUNIZ & FREITAS, 1946, SANTOS-BUCH & TEIXEIRA, 1974).

Em camundongos, KIERSZEMBAUM & HOWARD (1976) demons-
traram que os animais produtores de altos titulos de anticor-
pos, durante a infeccao por T. cauzd, tem sobrevida maior
que o3 de baixa capacidade de resposta humoral, e que estes
ultimos puderam ser protegidos, quando inoculados com anti-
corpos provenientes dos camundongos com maior capacidade de

resposta humoral.

Camundongos tratados com sorce anti 7. cauzd tiveram
a sobrevivencia aumentada, quando comparados comos controles
infectados nas mesmas condi¢oes (KAGAN & NORMAN, 1962 ;

KIERSZEMBAUM & HOWARD, 1976).

Segundo TAKEHARA & MOTA (1979), os anticorpos prote-

tores do soro imune de camundongos sao ”Inga" e ”Ingb”'



KRETTLY & BRENER (1976) demonstraram. in vive que
T. cruzi (cepa "Y") aglutinado por soro imune de camundongos
sobreviventes de infeccao aguda, teve sua :infectividade
diminuida quando inoculado em camundongos normais.

Posteriormente, KRETTLY & BRENER {(1982) descreveram
in vitno  a lise de formas tripomastigotas por anticorpos
mediada pela ativacgao do sistema complemento, com soro de
camundongos cronicamente infectados. Todavia, & desconhecido
o mecanismo de controle dos baixos niveis parasitémicos 4in
vive observados nos camundongos produtores de altos titulos
de anticorpos 1liticos. Concluiram os autores que somente
camundongos que produzem anticorpos 1iticos s3o fortemente
resistentes, mnao importando que produzam anticorpos detec-
taveis pelos métodos convencionais de imunofluorescéncia.

Quanto a imunidade celular, embora nosso atual conhe-
cimento indique importante participag¢aoc, ndo temos ainda
estabelecido o preciso papel desempenhado na infecgao cha-
gasica.

Ha aproximadamente trinta anos, TALIAFERRO & PIZZI
(1955}, ao estudarem a imunidade celular na doenca de Chagas
experimental, sugeriram importante participacao desde com-
partimento imune, pois observaram grande reducdo do numero
de parasitas as custas de fagocitose e destruicdo parasitaria.

A timectomia neonatal de camundongos (SCHMUNIS et
al., 1971) e o tratamento com soro antitimdécito impedem o
desenvolvimento de imunidade eficaz na infeccdopor T. cruzd,

de forma que os hospedeiros apresentam scbrevida diminuida,



maior parasitemiae infeccao tissular aumentada (HANSON, 1976).
Resultados concordantes foram observados por ROBERSON et al.

1973} ao trabalhar com ratos timectomizados.

Transferéncia de células 1infoides (ROBERSON & HANSON,
1974), provenientes de bagos de ratos com infecgdo chagasica
aguda, confere a receptores singénicos normais, auménto de
sobrevida e diminuicao da parasitemia, quando infectados com

T. ecruzi.

Mais recentemente, REED (1980), transferindo popu-
lacoes 1linfociticas de camundongos imunizados com formas
epimastigotasde 7. cauzi, para animais singenicos, encontrou
maior protecao quando a populacdo celular estava enriquecida
de 1infocitos timicos dependentes (T). Ao serem infectados,
0s c¢amundongos Teceptores apresentavam maior sobrevida e
menor parasitemia, quando comparados aos controles recep-

tores de linfocitos timicos independentes (B).

No que diz respeito a memOria imunoldgica, BURGESS &
HANSON (1980) observaram sua Intima relagdo com os T: esses
autores demonstraram a protecao que tais linfdcitos, prove-
nientes de camundongos sobreviventes de infeccao aguda por
T. cnruzi, conferem a animais normais, podendo tal efeito ser
abolido apds o tratamento . da populacdo -linfocitica a ser

transferida, com soro antitimocito.

Apesar do acumulo de informacdes sobre a resposta
imune frente a uma infec¢do chagasica em diferentes espécies

animais, havia a necessidade de um modelo experimental capaz



de demonstrar as diferentes fases da infecgdo, tao proximo

quanto possivel da infeccgdo natural.

Seguindo esta Ultima proposta e considerando os ca-
mundongos, pelo baixo custo, facilidade de manuseio e manu-
tencgao, CORSINI et al. (1980) descreveram como modelo experi-
mental da doenca de Chagas, o uso de camundongos (CBA x Cs+
B1/10)F; com indculo de 102 formas sanguicolas de T. chuzd
(cepa "Y"), onde se observaram com clareza as fases aguda e

cronica da infecgdo chagasica.

Utilizando esse modelo, o presente trabalho tem como
objetivo estudar a importancia do compartimento celular da
resposta imune de camundongos (CBA x Csy B1/10)F; durante

infeccao por 102 T. cruzd.

Para tanto, os camundongos (CBA x Cs, B1/10)F: tive-
ram sua imunidade celular total ou parcialmente exaurida e
no decurso da infeccao chagésica observaremos a mortalidade

e a parasitemia.



1T
MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Camundongos (CBA X Csy B1/10)F,, de ambos os sexos,
criados e mantidos no Biotério do Departamento de Micro-
biologia e Imunologia da UNICAMP, utilizados aos trés meses

de idade, foram denominados camundongos F,.

2.2. Tripanosoma

Trypanosoma (schizotrypanum] cruzdi Cepa "Y' (PEREIRA
DA SILVA § NUSSEMIWEIG, 1953), cedida pelo Dr. Zigman Brener
(Belo Horizonte), £foi mantida em camundongos Swiss-55 com
dois a trés meses de idade, por inoculagdo intraperitonial
(I1.P.}), acada sete dias, de 12 X 10" formas tripomastigotas,

segundo instrugoes de BRENER (1968).

2.3. Infecgao por Taypancsoma cruzd
Os camundongos foram infectados por via intraperi-

tonial com cem formas, obtidas no pico parasitémico de camun-



dongos Swiss-55 infectados com 10° parasitas. Apds a sangria
dos animais pelo plexo braquial, o sangue foi colocado em
meio minimo essencial (MME) contendo 1% de soro bovino fetal
(SBF) e 10 UI/mililitro de heparina, mantendo-se a mistura
em banho de gelo. Em seguida, os parasitas foram contados em
camara de Neubauer e as diluicOes finais, realizadas em MME,

de modo a se obterem cem parasitas em 0,2 ml.

2.4%. Parasitemia

A contagem do nlmero de parasitas foi efetuada segundo
o método de BRENER (1968). Os camundongos foram sangrados
mediante pequeno corte da extremidade da cauda: desprezando
a primeira gota, o sangue foi coletado em pipeta de hemo-
globina calibrada em nosso laboratdrio para coletar 5 mm?,
colocado em lamina de microscopioc e coberto por laminula de
22 x 22 mm, de tal maneira a se obter o sangue homogeneamente

distribuido.

A preparacido foi examinada em microscdpio binocular
com lente ocularde 12,5 e objetiva de 40 aumentos, contando-
-se 0S5 parasitas em cem diferentes campos microscdpicos.
0s camundengos foram marcados na pata traseiia, de modo que
a parasitemia pudesse ser seguida diariamente em cada um dos

animais.

2.5, Contagem de Células e Viabilidade Celular

0 nimero total de células das suspensoes utilizadas
foi obtido em camara de Neubauer, diluindo-se a suspensic de

células em dcido acético 1% para eliminar os eritrdcitos.



As células inviaveis foram determinadas pela diluicao
em solucao de azul-tripan preparada segundo M.G. COSTA, em
1982: 1 ml de azul-tripan (2 mg/ml), 0,25 ml de NaCl 4,25% e

1 ml de tampao fosfato pH 7,2.

2.6, Timectomia

Camundongos com trinta dias de idade foram timecto-
mizados por incisdo cirdrgica supra-esternal. O timo foi
retirado com auxilio de pinca cirlGrgica, e a cavidade tora-

cica fechada com grampos metalicos (agrafes de Michel).

2.7. lrradiagao

Os camundongos contidos em caixas plasticas foram

irradiados com 850 R utilizando fonte de Co®Y.

2.8. Separagao de Linfocitos com La de Nailon

L3a de nailon manuseada com luvas de borracha, foi
lavada por nove vezes em agua bidestilada. ApOs secagem de
la, sempre com as maos protegidas por luvas de borracha, pe-
sou-se 0,6 g, que foi compactada em seringa hipodérmica de
10 c¢m®. O conjunto, rotulado como 'coluna de 13 de nailon",
foi protegido com papel aluminio até seu emprego, para se

evitar o empoeiramento.

Nesse momento, tais colunas foram encharcadas com

solucao salina tamponada {SST) <contendo 5% de soro bovino
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fetal e levadas a 37° durante 30 minutos, protegidas nas extre-

midades por rolhas de borracha, para evitar o dessecamento.

Células esplenicas, obtidas a partir da fragmentacao
do bacgo em macerador de vidro, foram lavadas em MME uma vez
e ressuspensas con clo:eto de amonia (0,83%) durante cinco
minutos para lise das hemacias. Comumente, utilizaram-se 40 mi
de cloreto de amonia para seis bagos normais ou trés infec-
tados.

O material foi centrifugado a 240 FCR, durante cinco
minutos, e ressuspenso em SST-5% soro bovino fetal, de modo a
se obterem 2 x 10°% células/mililitro, e imediatamente levado

para as colunas de nailon, na quantidade de 1 ml por coluna.

Apds incubagao a 37° C durante 45 minutos, procedeu-se
a eluic¢ac, adicionando-se 20 ml de SST-5% soro bovino fetal,

gota a gota, durante aproximadamente dez minutos.

O material eluido foi centrifugado a 240 ECR, por cinco
minutos, e ressuspenso em SS8T-5% de soro bovino fetal, de

modo a conseguir 2 x 10°% células/mililitro.

A suspensao celular assim preparada foi colocada em

nova coluna de ndilon e o procedimento, repetido.

Os ensaios, com rendimento de 8 a12% de células elui-
das, estao de acordo com JULIUS et al. (1973}, que mostram
rendimento maximo de 10 a 15% com menos dQ‘S% de contaminagao
de 1infdcitos timicos independentes nas cé€lulas eluidas das

colunas.
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2.9. Camundongos (CBA X Cs; B1/10)F,, lIrradiados e Reconsti-

tuldos com Células Hepaticas Fetais

Camundongos (CBA X Cs7 B1/10)F,, comum més de idade,
foram timectomizados e, trinta dias apds, irradiados (850 R}
e imediatamente reconstituidos, por via intravenosa, com 107
células hepaticas fetais (CHF) de camundongos (CBA X Csg
B1/10)F, com cerca de doze dias de vida intra-uterina (KLAUS
& HUMPHREY, 1977). Os animais assim preparados foram deno-

minades F;B.

2.10. Transferencia Adotiva de Linfdcitos

Camundongos F;B receberam diferentes quantidades de
linfdcitos timicos dependentes, provenientes de bacos de ani-

mals singenicos, ap0s dupla separacdoem coluna de nidilon.

Dois lotes de camundongos F;B receberam 2 x 107 ¢
4 x 107 T provenientes de camundongos singénicos normais.
A transferencia sempre precedeu de trinta dias a infeccio
com 102 T. cruzi. Os lotes de camundongos foram denominados

F:B + 2 x 107 LTN e F,B + 4 x 107 LTN.

Tres outros lotes de camundongos Fi;B receberam T

oriundos de camundongos singenicos gue sobreviveram por oito
semanas a uma infeccdo chagasica. A transferencia precedeu de
sete dias a infeccao com 102 7. cruzd. Os lotes assim prepa-

rados foram denominados F,B + 107 LTI, F,B. + 2 x 107 LTI e

F{B + 4 x 107 LTI.

12



A transferencia das diferentes populacdes linfocita-
rias para os camundongos receptores, sempre foi feita por

via intravenosa.

2.11, Soro Imune

Camundongos (CBA X Cys, B1/10)F, sobreviventes de
infecgao chagasica foram, aos 56 dias, sangrados pelo plexo
braquial. O sangue obtido foi mantido a 4-8° até a obtengio
do soro que, apds decomplementacdo (56° C por uma hora), foi

mantido a -20° C até o momento de uso.

Rotularam-se (camundongos receptores do imunessoro)
confo?me sua nomenclatura de lote acrescida das letras SI
{(soro imune). Quando se utilizou soro proveniente de camun-
dongos (CBA x Cs; B1/10)F, normais nos controles, acrescen-

taram~se as letras SN na denominacao do lote.

A inoculacao sempre foi feita por via intravenosa; a
partir do 49 dia de infeccdo, utilizando-se 0,2 ml de soro

a cada dois dias.



ITL
RESULTADOS

3.1. Parasitemia em Camundongos {CBA x Cgs7 B1/10)F,

Com a finalidade de verificar o decurso da infeccao
com a cepa "Y' em camundongos (CBA x Cs, B1/10}F,, procu-
Tamos inicialmente estabelecer a curva parasitémica nos ani-

mais infectados por via I.P., com cem formas de parasitas.

Conforme se pode observar na figura 1, a parasitemia
foi detectada somente a partir do 7° dia, atingindo o wpico
parasitémico no 11°. A partir do 13° dia, os animais contro-
laram a parasitemia, havendo poucos parasitas circulantes
nos dias que se seguiram. Os animais apresentaram alta resis-
tencia ao inoculo, visto que o nivel de sobrevivéncia foi de

100% aos 180 dias (Tab. 1}.
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Figura 1. Parasitemia de camundongos (CBA x Cs; B1/10)F; normais
(Fyt—p—-), irradiados e reconstituidos com celulas hepaticas fetais
(F;R:——e— ), timectomizados e irradiados e reconstituidos com células
hepaticas fetais (FiB:—o—).
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Tais resultados mostrama reprodutibilidade dos obti-
dos por CORSINI et al. (1980), que evidenciaram pico parasi-
témico no 11° dia de infecc¢do., com valor médio de 350 para-

sitas/milimetro’® e sobrevivéncia maior que 90%.

3.2. Infecgao pelo T cihuzi{ de Camundongos Timectomizados,

Irradiados e Reconstituidos com Células Hepaticas Fetai

Com a finalidade de verificar a participagac de T
na resisténcia a infecgdo pelo T. cruzi, os camundongos Fi
foram timectomizados, irradiados subletalmente e reconsti-
tuidos com células hepaticas fetais singénicas (F;B). Assim
preparados, e decorridos trinta dias, foram infectados por
via I.P., com 10%® T. cruzi, e tiveram a parasitemia contro-

lada diariamente.

De acordo com a figura 1, o encontroc de parasifas o
sangue periférico aconteceu no 7° dia de infeccdo e atingiu
o pico parasitémico no 12¢ dia, com 2.500 parasitas/mili-
metro?d, portanto, cerca de oito vezes mais que o observado
nos controles normais (F;). Em seguida, houve controle dos
niveis parasitémicos, com minimos de 400 a maximos de 1.000
parasitas/milimetro’ aproximadamente, até o 19° dia, quando

se constatou 100% de obito.

Como controle de irradiagdo, utilizaram-se camun-

dongos F, irradiados subletalmente, nas mesmas condigoes dos
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F,B, mas nao timectomizados e denominados F;R: esses animais
apresentaram sobrevivéncia de 100% e curva parasitemica seme-
lhante a dos F,, verificando-se, porém, antecipacgao do pico

e diminuicZo dos niveis parasitémicos (Figura 1).

Em relacao aos camundongos F;, os F;B e F;R sempre

apresentaram maior erro-padrao.

3.3. Infecgao de Camundongos Timectomizados, Irradiados,
Reconstituidos com Células Hepaticas Fetalis e

Tratados com Soro Imune {F;B + S1)

Considerando o efeito protetor do soro imune no
decurso da infeccdo chagasica (TAKEHARA & MOTA, 1979), ensa-
iamos camundongos FiB, que, apds indculo de 10%T. cruzd, rece-
beram adotivamente, ao contrario dos F, e F;B controles, 0,2
ml de SI por via I.V. a partir do 4° dia de infeccao, a cada

dois dias.

0 encontro de parasitas circulantes iniciou-se no 8°
dia de infecgdo, e o controle parasitemico foi discreto, mas

perceptivel a partir do 13° dia.

Os camundongos F;B + SI apresentaram pico parasitée-
mico no 129 dia, comvalor aproximadamente cinco vezes menor,
quando comparado ao apresentado pelos F;B, conforme se pode

notar na figura 2 e quadro 2.
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Figura 2, Parasitemia em camundongos (CBA x Csy B1/10)F; timectomi-
zados e irradiados e reconstituidos com células hepaticas fetais
(F{B:—e— ) receptores de soro imune. As parasitemias dos camun-
dongos (F}B:~wo0— ) e (Fy:—0— ) 'sdo controles e servem para
melhor comparagao.
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0 soro imune conferiu aos camundongos F;B protecido
parcial perante a infecga@o chagdsica, pois nfo restaurou a
resisténcia natural que possuem os F:, ja que constatamos
mortalidade de 100% aos 20 dias de infeccao.

Quanto ao erro-padraoc, observamos maior homogeneidade

quando comparado ao dos controles F;B.

3.4. Transferencia Adotiva de Linfocitos Timicos Dependentes
Normais em Camundongos Timectomizados, lrradiados e

Reconstituidos com Células Hepaticas Fetais

Considerando que os camundongos F;B foram suscetiveis
3 infecgao de 10%® T. ciuzi, transferimos a estes animais

diferentes quantidades de T obtidas em F, normais.

Para tanto, suspensoes celulares esplenicas de camun-
dongos F; normals foram processadas através de dupla separacao
em coluna de 14 de nailon. Em seguida, os T foram transfe-
ridos aos receptores FiB, que, apés quatro semanas, receberam

indculo de 102 T. cruzi.

0 lapso de tempo entre a transferéncia de linfdcitos
e indculo do parasita foi observado para permitir acomodacio
e eventualmente maturacdao das populagées linfociticas trans-

feridas.

Os camundongos F,B receberam diferentes quantidades
de linfdcitos timicos dependentes normais {LTN) e foram
rotulados de acordo com o indculo da seguinte forma: F;B +

2 x 107 LTN e F;B + 4 x 107 LIN.
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Os periodos pré-patentes ob servados nesses dois lotes
foram de seis dias.

Os F,B + 2 x 107 LTN tiver am pico parasitémico no
11¢ dia de infecgao, assim como os F, controles, mas com

valor cerca de trés vezes maior.

Nos camundongos F;B + 4 x 1 07 LTN, o pico parasitémico
foi observado no 9% dia, con valc: muito préximo e controle
do nivel muito semelhante ao dos F , controles, como indica a
figura 3e quadro 3.

Todavia, apesar da protecgao poarcial conferida aos F;B,
constatada pelo maior controle para-sitémico, a transferéncia
adotiva de T normais nao foi capzaz de restaurar a resis-
téncia a infecgdo dos F,, ja que foi observada mortalidade
de 100% aos vinte dias de infecgao.

Comparativamente aos F,, o erro-padrdao dos niveis

parasitemicos sempre foi maior.

3.5. Transferencia Adotiva de Linfowcitos Timicos Dependentes
e Soro imune em Camundongos Ti mectomizados, lrradiados

e Reconstituidos com Células H epaticas Fetais

Camundongos F,;B, ao receber-enm linfocitos normais ou
soro imune, foram suscetiveis & infeccdo por T. cruzi, ao
contrario dos seus originadores F,.

Com o intuito de avaliar o efeito das duas transfe-

rencias, quando executadas simultasneamente, transplantamos
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Figura 3. Parasitemia de camundongos F;B que receberam previamente
éigerentes quantidades de linfocitos timicos normais (FiB + 2 X
107 LIN: ——g— e F1B + 4 x 107: ) e de (Fyi—t— ),
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2 x 107 LTN em camundongos F;B, que, apds quatro dias de
infecgao por T. cruzi, receberam 0,2 ml de soro imune, por

via I.V., a cada dois dias.

Houve um periodo pré-patente de seis dias e pico
parasitemico no 10° dia, com valor aproximadamente quatro

vezesS menor em relacao aos F,;B.

Comparativamente aos F;, controles, o pico parasite-

mico fol menor, como se observa na figura 4 e quadro 4.

A transferéncia adotiva simultanea de 1infdécitos
timicos normais e soro imune conferiu protegaoc aos F;B, sen,
no entanto, restituir-lhes a resistencia dos F,;. A taxa de

mortalidade de 60% dos animais deu-se no 20° dia de infeccao

e de 100% somente no 30¢ dia.

0O erro-padrao observado neste experimento, quando

comparado com o F; controle, foi sempre maior.

3.6. Transferencia Adotiva de Linfdcitos

Timicos Dependentes Imunes

Considerando que os camundongos F;B nao tiveram a
resistencia natural dos F; restaurada, apesar das transfe-
rencias adotivas de 1linfdcitos normais e/ou soro imune, no
presente experimento transferimos T 1imunes (LTI}, prove-

nientes de camundengos sobreviventes de infeccgdo chagasica.
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Figura 4. Parasitemia dos camundongos F1B receptores de linfdeitos ti-
micos dependentes normais e de soro imune {(—p~— 3}, Como controle va-
lores de parasitemia em (F;:—=¢—-) infectados nas mesmas condigoes
experimentais. ’
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Diferentes lotes de F;B foram xotwilados conforme a
quantidade de LTI transferida, a saber: F;B 4 107 LTI, F,B +
. 2 x 107 LTI e FyB + 4 x 107 LTI

0 periodo pré-patente de quatro dias foi observado
nos camundongos F;B + 2 x 107 LTI e ¢ de seis dias, nos F,B

+ 107 LTI e F,B + 4 x 107 LTI.

Quanto ao pico parasitémico, 05 camundongos que re-

ceberam 107 LTI, 4 x 107 LTIe 2 x 10" LTI, apresentaram-no,

respectivamente, no 9%, 10° e 11°¢ dia de infeccio.

ApGs o pico parasitémico, sempre com valores menores
que © dos F,; controles, os lotes ensaiados apresentaram ime-

diato controle da parasitemia {(figura S e quadro 3).

A taxa de mortalidade aos 90 dias de infeccao foi de
aproximadamente 10% nos lotes que reCeberam 2 x 107 e 4 «x

107 LTI, e de 20% nos receptores de 107 LT1,

0 erro-padrdo dos tres 1otesS ensaiados mostrou-se

sensivelmente mais homogeneo quando comparado aos FiB.

Alem da protecao conferida 205 camundongos F,B, per-
ceptivel atraves do eficiente controle da parasitemia, a
transferéncia adotiva de linfocitos timicos imunes restaurou

aos Fi1B receptores a resistencia peculiar dos F, perante a

jnfeccdo chgasica por 10% T. cruzd,
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Figura 5. Parasitemia de camundongos FiB que receberam diferentes quan-
tidagies de linfocitos timicos imunes (F1B + 107 LTI: w6 F1B + 2 x
x 107 LTI:wgeo , FiB+4x 107 LTL: —) ede camundongos (Fy meg— ).
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PISCUssAOQO

Nossos experimentos evidenciaram que camundongos
timectomizados, irradiados e reconstituidos com <células
hepaticas fetais, portanto com populacio T drasticamente
exaurida, ndao foram capazes de controlaruma infecgao por T.
cruzdi: apresentaram grande parasitemia e alta mortalidade,
ao contrario de seus originadores (CBA x Css B1/10)F,, que,
nas mesmas condi¢oes experimentais, revelaram efetivo con-
trole dos niveis parasitémicos e baixa mortalidade (CORSINI
et al., 1980).

De imediato, pudemos inferir que a populagao T €
imprescindivel na resposta primdria de uma infecgdo chagasica

experimental, em camundongos.

Nossa conclusao, a partir do modelo experimental
proposto, encontra s6lido respaldo na literatura especia-

lizada, como veremos a seguir.

TALIAFERRG & PIZZI (1955), apoiados em estudos morfo-
16gicos, indicaram que a resistencia de murinos a uma infec-

cao chagasica & principalmente mediada por células.
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Camundongos com imunidade celular diminuida, quer
congenitamente (TRISCHMANN et al., 1978), quer atraves de
timectomia neonatal (SCHMUNIS et al., 1971), ou mesmo tra-
tados com soro antitimocito (ROBERSON, 1974), apresentam um
aumento nos niveis parasitémicos e mortalidade quando compa-
rados com o0s normais.

Mais recentemente, BURGESS § HANSON (1980), descre-
vendo modelo semelhante ao do presente trabalho, utilizando
camundongos Cs; B1/6J, timectomizados, irradiados e recons-
tituidos com medula Ossea singénica, concluiram que a res-
posta primidria, em murinos, depende intensamente dos T,
Segundo aqueles autores, a exaustao da populacao linfocitica
timica dependente permitia um aumento nos niveis parasi-
témicos e uma diminuigdo da sobrevida dos camundongos infec-

tados por T. cruzd.

Apesar de o trabalho nao se propor ao estudo da for-
ma de participacgao dos linfocitos timicos na resposta imune

primidria, pelo menos trés sugestdes podem ser discutidas.

Primeiramente, os 1infécitos timicos considerados
como efetores da resposta imune (SANTOS-BUCH § TEIXEIRA,
1974), ao apresentarem um efeito 1itico maior sobre células

parasitadas por T. cauzd.

O segundo mecanismo de participacao seria atraveés
da ativacao de macrofagos, tendo como mediadores linfoquinas
(NOGUEIRA & COHN, 1977), de forma que, quando ativados,

pudessem destruir os parasitas intracelulares, ao contrario
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dos macréfagos nmormais, que, impotentes diante da reproducio
do parasita, sao destruidos (NOGUEIRA § COHN, 1976), caracte-
rizando um modelo semelhante ao descrito por JONES et al.
(1972) para a toxoplasmose.

Como terceira proposta de participacao dos T, lem-
bramos a cooperagao com B para a produgdo de anticorpos
(KATZ, 1982), ainda que saibamos serem os camundongos exau-
ridos de linfocitos T (F,;B) capazes de produzir antécorpos
suficientes para o controle parasitémico (SCHMUNIS et al.,

1971) .

Entretanto, temos evidéncias experimentais de que
a cooperagdo de linfocitos T e B, no que diz respeito 3
producao de anticorpos, n&o foi fator determinante na resis-
tencia dos camundongos F, diante de indculo de 102 T. cruzi.
Como se observa na figura 2, a transferéncia adotiva de soro
imune Nao restaurou aos FiB receptores a resisténcia dos seus
originadores (CBA x Cy;; B1/10)F,.

Restou-nos atribuir ao compartimento humoral na
resposta imune primidria um relevante papel no controle dos
parasitas, provavelmente por mecanismos conhecidos: efeito
opsonizante, citotoxicidade auxiliada pelo sistema comple-
mento {HANSON, 1976) e citotoxicidade mediada por celulas
dependentes de anticorpos (OKABE et al., 1980). Essa posigéao
concorda com a observagao de PIZZI et al. (1950) que o compar-
timento humoral da resposta imune numa infecc@o chagdsica
nao € fator determinante na resisténcia de camundongos.

Nossos resultados, embora se mostrassem de acordo

com o descrito efeito protetor dos anticorpos na infeccio

4



por T. cruzdi, e¢conforme relataram XRETTLI & BRENER (1976) e
TAKEHARA & MOTA (1979), nois controlaram efetivamente 3 para-
sitemia, sao conflitantes com os obtidos por BRAZ (1981) em

nossos laboratorios.

Segundo essa autora, a resisténcia de camundongos a
uma infecg¢do chagasica € dependente do titulo de anticorpos
encontrados ja na fase pré-patente da infeccio. Todavia, o
conflito estabelecido podera ser aclarado se considerarmos
que, no proprio trabalho de BRAZ (1981), os camundongos
"Biozzi", apesar de apresentarem os mais altos titulos de
anticorpos, tambeém detinham Indice de mortalidade maior quando

comparados com os {CBA x Cs;B1/10)F,.

Consideremos, ainda, que no trabalho de BRAZ (1981),
a técnica para a detecgdo de anticorpos foi a de imunofluo-
rescéncia indireta, o que, segundo KRETTLI & BRENER (1982)
nao nos autoriza a inferir conclusdes seguras, pois alguns
esquemas de vacinagao comprovadamente ineficazes produzem
anticorpogenese com titulos comparaveis aos observados em

uma infeccdo chagasica aguda.

KRETTLI & BRENER (1982) responsabilizaram os anti-
corpos 1liticos para tripomastigotas, detectaveis na fase
eronica por técnicas de lise mediada por complemento, pelos
baixos niveis parasitémicos e resisténcia dos camundongos a

uma infecgao por T. cauzd.

Resumindo, temos evidencias de que o papel dos lin-

focitos timicos dependentes, na resisténcia de camundongos a
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uma infeccdo chagasica, possa ndo ser somente o de auxiliar
na anticorpogénese, mas também estarem envolvidos como efe-
tores da resposta imune.

Em consequencia dos trés mecanismos de acio dos T
anteriormente apresentados, restava-nos analisar, dentro da
proposta do paragrafo anterior, a sua participacdo como efe-
tores da resposta imune, o que ndo foi feito, pois nos ati-

vemos tdo somente ao carater de imprescindibilidade.

Colocada a importancia dos linfocitos timicos na
imunidade desenvolvida pelos camundongos F, diante de uma
infeccao por T. ciuzd, os experimentos que se seguiramtive-
ram por objetivo reconstruir a capacidade funcional dos camun-

dongos F;B atraves da transferéncia adotiva de T.

A tentativa de restauracao dos F;B com linfocitos
timicos normais mostrou-se ineficaz, poisos diferentes lotes
de camundongos nao resistirama uma infecg¢dopor 102 T, cauzd,

¢como era nossa expectativa.

Com certeza, esta Ultima observacdo nio se deveu a
componentes radiossensiveis. A transferénciade células hepa-
ticas fetails para camundongos (CBA x Cs; B1/10)F; irradiados,
mas nac timectomizados (FiR), restaurou completamente a re-

sistencia ante uma infecgdo por 102 T. cauzd.

Periodos longos, como sessenta dias, foram respei-
tados entre a transferencia de linfocitos normais timicos
dependentes e a infecgao, para que afastassemcs.uma possivel

maturagao insuficiente da populacdo celular transplantada.
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Todavia, o cuidado se mostrou completamente ineficiente no
tocante a restauracdo da resisténcia dos F;B a infeccdo por

T. chruzdi.

Conforme figura 3, os niveis parasitémicos dos F.B
receptores de LTN foram sempre menores que os dos F;B e,

entre arqueles, o que recebeu populacdo linfocitica maior.

Entendemos que, por serem o0s camundongos exauridos
de 1infoctios timicos dependentes capazes de produzir anti-
corpos durante infecgao chagasica (SCHMUNIS et al., 1971),
o lote que recebeu quantidade maior de linfocitos teve um
contingente maior de T auxiliares envolvidos mna anticorpo-

geénese {BURGESS et al., 1981).

Ainda com relacdo ao insucesso obtido na transferéncia
adotiva de T normais para a restauracao da resistencia dos
F1B, colocamos a possibilidade de ser devido a falta de al-
guma subpopulag¢ao linfecitica indispensavel para o sucesso

esperado.

Pelo menos no tocante a quantidade, a partir do mace-
rado de bago, obtivemos rendimento de 8 a 12% de T, quando
sabemos existir no Orgao em torno de 20% (BURGESS & HANSON,
1980), o© que nos possibilita suspeitar que a referida dife-
renca fique por conta de uma ou mais subpopulacles timicas

dependentes.

A sobrevida dos camundongos ensaiados mostrou-se
discretamente aumentada aos vitne dias de infeccao, ocorrendo

o 6bito de todos os animais aocs trinta dias.
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Admitimos que © pequeno incremento na sobrevida dos
camundongos Fi1B + 2 x 107 LTN + SI seja devido ao maior con-
trole da parasitemia, que diminuiu a velocidade de infeccao
tissular (HANSON & ROBERSON, 1974), particularmente dos

orgaos nobres.

Refor¢gando nossa posicao, pudemos constatar que a
faléncia em restaurar a resistencia dos camundongos F;B com
LTN ndo esta relacionada a anticorpogénese na fase primaria,
dado que a transferencia simultanea de soro imune, apesar do
excelente desempenho no controle parasitémico, nao mudou de

forma significativa a taxa de mortalidade dos F:B (Tabela 6}.

Observamos que a transferencia adotiva de linfocitos
T normais nao £0i suficiente para permitir uma adequada in-
ducdo e/ou efetivacao no compartimento celular, possivel-
mente responsavel pela determinacao do fator resisténcia dos

camundongos F;, durante uma infec¢ao primariapor 102 T. cruzi.

Na Gltima série de experimento, ao utilizarmos T
imunes, ou seja, provenientes dos camundongos sobreviventes
de infecgdo chagasica, obtivemos nos F;B a restauracio de

sua capacidade de sobrevivencia a wum indculode 102 T. chruzi.

0 resultado foi amplamente concordante c¢om 0 nosso
atual conhecimento e particularmente com trabalhos de BURGESS
& HANSON (1980) e REED (1980), que obtiveram, em camundongos,
resisténcia a ‘infeccio por meio da transferéncia de 1infd-

citos imunes caracterizados como timicos dependentes.
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Nossos experimentos evidenciaramuma relacgao inversa
entre o nimero de células imunes transplantadas e o nivel
parasitémico: o lote de camundongos F;B, que maior nimero de
T recebeu, apresentou os menores niveis parasitémicos, sem,
no entanto, modificar as taxas de mortalidade, que se mos-

traram muito semelhantes a dos F; utilizados como controles.

Pela figura 5, representativa da parasitemia nos
camundongos ¥,;B, que receberam adotivamente T imunes, os
niveis parasitemicos sempre foram menores que os dos F,

controles.

Se considerarmos ainda a antecipagao do pico para-
sitémico e a precoce negativacdo da parasitemia, em relacdo
aos F,., teremos como conclusdao que a meméria imunoldgica
estd intimamente relacionada aos T. Somente camundongos
receptores de linfdcitos com memdria imune para infeccao
por T. cruzdi poderiam de forma antecipada, relativamente

aos controles, apresentar em qualidade e quantidade melhor

controle da parasitemia.

Todavia, a sobrevivencia dos F,;B receptores de T,
imunes acs 20 dias de infeccao por T. cauzd, nao alcangou o
valor observado nos F;, 100%, o que & perfeitamente justifi-
cavel pelos erros operacionais com os F,B e pelas condicoes
de manutencao dos animais, freqllentemente acometidos de

infecgoes bacterianas.
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Comparando as figuras de transferéncias de LTN + SI
e LTI, verifica-se que o controle da parasitemia foi igual-
mente eficiente, mas que os dols experimentos divergem radi-

calmente no tocante a taxa de mortalidade {Tabela 1).

Enquanto os F;B receptores de LTN + SI apresentaram
100% de mortalidade aos vinte dias de infecgdo, os de LTI a

tiveram de 20% no miaximo.

Se o compartimento humoral, portanto, € suficiente
para o controle parasitémico, temos evidéncias de que essa
atividade funcional nao determina a resistencia dos camun-

dongos F: perante um indculo de 10% T. cruzdi.

Por fim, <colocamos nossa posicao de que, a des-
peito dos fatores inerentes aos hospedeiros e parasitas,
a resisténcia de camundongos a uma infeccdo por T. cruzd
tem como fator determinante a presenca de um adequado apa-
rato celular do sistema imune, ainda na resposta primaria,
podendo mesmo ser este o fator determinante do carater resis-

téncia observado em algumas cepas de camundongos.
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v
CONCLUSOES

A imunidade celular € imprescindivel na modulagio da res-
posSta primaria de murinos, diante de uma infecgdo por

T. cruzi.

A imunidade humoral nio restaura eém camundongos exauridos
de linfécitos T (F;B) a resisténcia de ssus originadores
Fi., em que pese o eficiente controle da parasitemia

durante a fase aguda da infeccao.

A memdria imunoldgica, na infeccao chagdsica experimental
em camundongos, estd relacionada aos linfocitos timicos

dependentes,

A imunidade celular & fator determinante da resisténcia
de camundongos infectados por T. csuzd, durante a fase

aguda, além de sua possivel participacao na anticorpogénese.
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