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Ciglae e Abraviaturae

SCID - (Imunodeficiéncia combinada severa) o camundongo apresenta uma
mutacéo autossomica recessiva no cromossomo 16 que resultou num defeito no
sistema recombinase VDJ levando a deficiéncia de linfocitos T e B funcionais.

B2- microglobulina - Camundongos que ndo expressam produtos @:10 gene MHC
classe |, portanto faltam células T CD8 e resposta de células T citotdxicas.

nu/mu - Camundongos geneticamente atimico apresentam um defeito
hereditario nas células epiteliais na pele levando a nédo produgéo de pélos € no

revestimento da 3° e 4° bolsas faringianas, provocando hipoplasia timica.

Xid - Imunodeficiéncia ligada ao cromosomo X. Defeito recessivo gue levaa ao

blogueio no desenvolvimento de células B CD5, nao responde a certos
antigenos T independentes.

Biozzi - Linhagens murinas geradas para a producdo de altas ou baixas
respostas de anticorpos a varios antigenos. '

Leaky - Camundongo SCID adultos, de 3 a 9 meses de idaef:ie, produzem

alguns clones de células T e B funcionais, com rearranjamento dos genes VDJ e
VJ. '

Pré-patente - periodo que antecede a infecgdo aguda.

Opsonizagao - Ocorre pela ligagdo de anticorpos especificos efou proteinas do

complemento aos parasitas promovendo sua eliminacdo através de macrofagos.
Ocorre normalmente e pode ser aumentada pela imunizagao. '



$BF - Soro Bovino Fetal

H-2 - Complexo Principal de Histocompatibilidade do Camundong@
BCG - Bacilo de Calmette Guérin

H,0, - Peréxido de Hidrogenio ou agua oxigenada

TNF o - Fator de Necrose Tumoral aifa

IFN - Interferon

NO - Oxido Nitrico

NK - Célutas Natural Killer

Th1 - Células T helper 1

Th2 - Células T helper 2

IL - Interleucina

CD - (Cluster of differenciation) marcadores de membrana

Fe - Fragmento cristalizavel de imunoglobulina

ADCC - Citotoxicidade Celular Dependente de Anticorpo

TCR - Receptor de Célula T

T¢ - Tripomastigota de cultura

Ts - Tripomastigota sanglicola

LPS - Lipopolissacarideo

SPF - (Specific Pathogen Free) livre de patogenos especificos

SN - Soro Normal

SRE - Sistema Reticuloendotelial
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Para investigar a doenga de Chagas experimental, camundongos BALB/c
normais e C.B-17 scid/scid deficientes em linfécitos T e B funcionais foram
inoculados com diferentes doses dos estoques tripomastigota de cuitura (Tc) e
tripomastigota sanglicola (Ts) da cépa Y de Trypanosoma cruéi. Os resultados
obtidos com camundongos BALB/c mostraram que somente :a dose 10° do
estoque Ts foi capaz de matar 60% dos animais e com 0s camuhdongos SCID a
infeccéo foi letal com todas as doses e ambos os estogues do péarasita.

Esse perfil foi significantemente alterado, apods a répopu!aqéo dos
animais com 2x10” células esplénicas do camundongo BALB/c, e desafiados,

em tempos diferentes, com o estoque Tc, mostrando um desvio no nivel de

parasitemia e controle da mortalidade.

Os animais repopulados com células timicas, apresentaram uma
modificagdo no nivel de parasitemia quando desafiado com baixa dose de
parasita do estoque de viruléncia atenuada (Tc).

Os estudos de imunoprotecéo realizados em camundongos SCID através
da imunizagdo passiva com varias doses do soro anti-T. éruzi obtidos de
animais cronicamente infectados, foi no sentido de verificar o efeifo dos
anticorpos na auséncia de imunidade celular. Observou-se um deslocamento no
periodo de pré-paténcia nos animais que receberam uma Gnica dose do
anticorpo e as doses adicionais de anticorpos ndo alteraram a iﬁfecgéo.

O conjunto de resultados mostrou que as células esplénicas foram
efetivas no controle da parasitemia e mortalidade, enquanto que as células
timicas foram eficientes em controlar o nivel de parasitemia, ressaltandc a
importancia da imunidade celular e humoral no desenvolvimento de uma

resposta protetora durante o periodo de infeccéo.
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A doenc¢a de Chagas, parasitose grave e um dos principais problemas
de saude publica em muitos paises da America Latina, tem como agente
etiologico o protozoario Trypanosoma cruzi. A transmissao da é!oenc;a ocorre
através do inseto vetor da familia Reduvidae, onde os tripanosomas crescem
extraceldiarmente, passando por 2 estagios: epimastigotas, no i:ﬂ;testino medio,

multiplicam-se e migram para o intestino posterior, onde se transformam em

tripomastigotas metaciclicos, que sao as formas infectantes para o hospedeiro
vertebrado, eliminadas nas fezes do inseto enquanto estes se alimentam. Uma
vez no hospedeiro, os parasitas penetram em uma variedade de células como
macréfagos, células do musculo cardiaco e musculatura lisa do intestino,
neurdnios e fibroblastos. Uma vez nos tecidos,  transformam-se em
amastigotas, que se diferenciam em formas tripomastigotas que sio liberadas
na circulagao. O ciclo de vida se completa quando o triatomideo, alimentando-
se, ingere tripomastigotas da circulacao sanguinea do hospedeiro.

Em humanos e animais experimentais, a infeccao pelo T. cruzi é
seguida por uma fase aguda, caracterizada, apos um periodo pré-patente, pela

multiplicagdo intracelular da forma amastigota, por um grande numero de
formas tripomastigotas circulantes no sangue e por um baixo nivel de

anticorpos no soro (Brener, 1980). Observa-se que, nessa fase, animais
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infectados com T. cruzi apresentam altos niveis de transformacéo blastica em
todas as classes de linfocitos (Minéprio et alli, 1986).

Na fase cronica da infecgdo, ha um equilibrio entre o hospedeiro ¢ o
parasita, devido a uma resposta imune aos antigenos do parasita
determinando a presenca de aitas concentragées de anticorpos especificos e
baixo nivel de parasitas circulantes e/ou no tecido, resultando numa resisténcia

a uma infecgdo posterior (Kierszenbaum & Howard, 1976: ‘Brener, 1979,

Brener, 1982).
Os estudos sobre as bases genéticas da resisténcia entre o parasita e o

hospedeiro, na infecgdo aguda com T. cruzi tiveram inicio com as variacoes
ocorridas na susceptibilidade das linhagens isogénicas de camundongos,
levando em consideragcdo a viruléncia da cepa do parasita, “background”
-genético, condigbes ambientais e sexo dos animais (Trischmarin et alli, 1978;
Trischmann & Bloom, 1982; Trischmann, 1983; Wrightsman: et alli, 1982;
Powell & Wassom, 1993).

Evidencias de que, uma resposta imune protetora & controlada
geneticamente, foi demonstrada por alguns autores através do cruzamento de
linhagens isogénicas de camundongos, com diferentes “backgrounds”
genéticos que geravam F1 mais resistentes que os parentais, observaram

ainda que o locus de resisténcia a infecgcdo n3o estaria ligado somente ao

haplotipo H-2 mas que diferentes genes poderiam ser responsaveis pela
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resisténcia nessas linhagens de camundongos (Trischmann & Bloom, 1982:
Wrightsman, et alli 1982; Trischmann et alli, 1978; Juri et alli, 1990).
Essa resisténcia foi atribuida, por diversos autores, a imunidade inata,

direcionando a defesa anti-protozoario a atividade do macréfagd, que pode ser
um importante mecanismo de defesa natural contra o 7. cruzi ocorrendo,
inicialmente, apos a entrada do parasita no hospedeiro, induzindo, no primeiro
instante, a uma resposta mediada por células com o recoﬁhecimento do
epitopo antigénico do parasita (Kierszenbaum et alli, 1974; Hoff, 1975;

Nogueira & Cohn, 1978; Trischmann et alli, 1978).

O reconhecimento do T. cruzi pelo macréfago ocorre com a interagao de
receptores de superficie do macréfago através de glicoconjugados da
superficie do parasita e/ou componentes do plasma que aderem a sua
membrana (De Souza, 1984). A interagdo do parasita com a célula é seguida
pela internalizaco, onde ocorre a ativacao da endocitose com formacgéo do
fagossomo, seguida pela ingestao do parasita e fusdo do fagcélisossorﬁau No
entanto, o parasita escapa do fagolisossoma através da lise .da membrana
vacuolar e prolifera no citoplasma do macrofago (Araujo-Jorge, 1989).

Para verificar a funca@o do macréfago na defesa do organismo contra o
T. cruzi Kierszenbaum e colaboradores realizaram, em 1974, a deplecdo “in

vivo” de macrofagos utilizando particulas de silica em camundongos

resistentes, nos quais foi observado um aumento na susceptibilidade.
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As evidéncias iniciais da atividade anti-tripanocida do macréfago,
demonstrada por Hoff (1975), foram obtidas através de macrofagos de animais
imunes ao T. cruzi, BCG ou Listéria monocytogenes, que se mostraram mais
efetivos na destruicdo do parasita (Nogueira & Cohn, 1978). Posteriormente.
Nathan et alii (1979) demonstraram que essa atividade anti-tripanocida estava
correlacionada a capacidade do macrofago em liberar H,0,. Nogueira et alli
(1981) verificaram que as células esplénicas de animais resistentes
secretavam concentragGes maiores de fatores capazes de ativar o macrofago.

Ao encontro dessas observagbes, Russo et alli (1989) observaram que 0s

animais susceptiveis eram capazes de liberar maiores concentragdes de H,0,

e TNF que os animais resistentes.

Na doenga de Chagas experimental, o mecanismo de morte do parasita
pelas células fagociticas, através de produtos de redugdo do nitrogénio, foi
estudado por MacCabe & Mullins (1990), que demonstraram que o T. cruzi
nao é capaz de ativar o “burst” respiratério em macrofagos ativados. Gazzinelli
et alli (1992) demonstraram que a linhagem celular com o “burst” respiratorio
defectivo era capaz de matar o T. cruzi, através da liberacdo de oxido nitrico
mediante a ativagdo com IFN-y ou LPS.

Estudos realizados com uma variedade de patdgenos, incluindo

Leishmania major (Liew et alli, 1991), Toxoplasma gondii (Adams et alli, 1990)

e Trypanosoma musculi (Vicendeau & Daulouede, 1091) tém mostrado a

importancia do éxido nitrico ou produtos correlacionados produzidos por
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macrofagos ativados, mostrando uma atividade citotoxica atravéé da destruicdo
do parasita. Posteriormente, Vespa et alli (1994) demonstraram que a
resisténcia efou susceptibilidade a infeccdo estava correlacionada 3
concentragao de NO produzido, pois o bloqueio da enzima NO sintase levou a
um aumento na parasitemia e mortalidade. A enzima NO: sintase atua
degradando a L-arginina e liberando NO e pode ser induzida por {IFN-y e TNF ¢
(Ding et alli, 1988).

As celulas responsaveis pela producao de iFNq'podem ser tanto células

NK como linfocitos Th1 (Scott et alli, 1989; Gazzinelli et all, 1991). O IFN-y ¢

produzido na fase inicial da infeccédo e tem um importante papel na ativacéo do
macrofago para inibir a replicacdo intracelular do parasita através da inducao
da producéo de NO (MacCabe et alli, 1991). Entretanto, até recentemente, a
célula responsavel pela producao de IFN-y, nc periodo anterior 4 geracéo da
imunidade mediada por células T em T. cruzi, era desconhecida.

Estudos realizados com animais estimulados com indutor da producao
de IFN-y, sugeriam a participacéao das células NK no mecanismo de resisténcia
a infecgdo com 7. cruzi (Hatcher & Kuhn, 1982; James et alli, 1982).

Atualmente, sabe-se que as células NK s3o as prénbipais células
produtoras de IFN-y, demonstrado pela deplecéo das células NK “in vivo” com

anticorpos anti-NK1.1 (Rottemberg et alli, 1988: Cardillo et alli, 1996} e anti-

asialoc GM.1 (Rottemberg et alli, 1988) resultando em um aumento da

susceptibilidade a infeccao e em uma diminuicao na producao de IFN-y. Além
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disso, Rottemberg et alli, 1988 demonstraram que a énoculagéo in “vivo” de
IFN-a/p induziam um controle da infecgao.

Mais recentemente, Cardillo e colaboradores (1996) dem:onstraram que
apos a deplecdo de células NK havia uma diminuigio na produgéo de IFN-y
pelas células esplénicas estimuladas com o parasita. Observareim ainda que a
produgao de IFN-y induzida pelo T. cruzi é dependente de céiz;zias esplénicas
aderentes e células NK, e independente de linfcitos T. Nesse mecanismo de
produgdo de IFN-y, observaram uma regulacido na produgéc} de IL-10 na

presenca de células NK, mostrando que o macréfago é capaz de induzir a

producao de IL-10 que é um inibidor da sintese de IFN-y. Entretanto, os
estudos realizados em animais susceptiveis e resistentes mostraram que
ambas as linhagens produzem o mesmo nivel de IFN-y, porém com maior nivel
de IL-10, em animais susceptiveis, ao longo da infeccao (Sifvé et alli, 1992).
Alem disso, estudos realizados com camundongos.BALB/c Xid, resistentes 3
infeccdo pela cepa CL, observaram alta concentragdo de SFI\M e baixa
concentragcdo de IL-10 em relagdo ao camundongo BALB?C susceptivel
(Minoprio et alli, 1993). A regulacéo da susceptibilidade & infecgéo por [L.-10 foi
observada por Reed et alli (1994). Nesse estudo, os animaié susceptiveis,

tratados com anti-IL-10, apresentaram baixa parasitemia e aumento na

resisténcia a infecgdo com a cepa Tulahuén de T. cruzi. Outra citocina

envolvida na regulacdo € a IL-12. Aliberti et alli (1996) demonstraram que o

macrofago infectado com a cepa Y de T. cruzi foi capaz de induzir a sintese
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de IL-12 e, através da inoculagao “in vivo” de anti-IL-12, verificaram um
aumento da parasitemia e da mortalidade. Hunter et alli (1996) utilizando a
cepa Tulahuén de T. cruzi obtiveram resultados similares, um aumento na
parasitemia, sem alteragdes na mortalidade. Os autores aventarn a hipétese de
que dependendo da cepa do parasita ha uma possibilidade da IL-12 mediar
resisténcia ao T. cruzi.

Em alguns modelos de infeccao experimental o padréo de
susceptibiidade ou resisténcia tem sido associado ao perfil de produgao de

Gitocinas. Por exemplo, camundongos susceptiveis infectados com Leishmania

major, Plasmodium chabaudi (Reed et alli, 1992; Taylor Robinson et alli, 1994)
apresentam concentragbes maiores de -4 e IL-10, associadas a resposta Th2
e baixo nivel de IFN-y, associada a resposta Th1, segundo a caracterizagio de
Coffmann et alli, 1988 e Mosmann et alli, 1991.

Na doenga de Chagas experimental, a dicotomia da resposta nao
parece ser dominante, uma vez que animais susceptiveis produzem tanto a
resposta Th1 (IFN-y) como a Th2 (IL-10). Até o presente momento, a relacao
entre IL-10 e IFN-y, na resisténcia & infeccdo, nao esta completamente
elucidada, principalmente no que diz respeito a populagéo celular envolvida.

Alguns trabalhos encontrados na liretatura demonstraram gque o0s
linfocitos T desempenham um papel decisivo na defesa contra a infeccao por
T. cruzi. Sua participagio tem sido estudada em animais experimentais,

através de manipulagdes no sistema imune, pela administracdo de drogas
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imunossupressoras toxicas para linfocitos T como: tratamento com a
ciclofosfamida ou irradiagao total (Roberson et alli 1973); injegéé} de soro anti-
timdcito (Rodriguez et alli, 1991); ou timectomia neonatal (Roberson et alli,
1973) resultando na exacerbagéo da infecgéo.

A indug&o da resisténcia tem sido demonstrada através da transferéncia
passiva de células linféides de animais infectados com T. cruzi. tornando-os
resistentes ao desafio posterior (Burguess & Hanson, 1979; Reed, 1980).

Resultados similares foram obtidos em Qamundongos atimicos que apos

a transplantagao neonatal de timo restabelecia a resisténcia ao T. cruzi de

forma similar &quela vista em camundongos normais (Schmufiis et alli, 1971;
Kierszenbaum & Pienkowshi, 1979). Além disso, foi observado néssas animais
baixo nivel de anticorpos circulantes, incluindo igG2a (Rodrigue§ et alli, 1983),
sugerindo a necessidade dos finfocitos Th1, que tém como funcdo auxiliar
induzir a producdo de 1gG2a no camundongo (Coffman et alli, 1988). No
entanto, 0 mecanismo regulatéric e o papel das subpopulagdes ﬁe linfocitos T
nao esto totalmente esclarecidos.

A fungao das duas subpopulagées linfocitarias CD4* e CD8* foi
estudada a partir da utilizagao de diferentes cepas de T. cruzi e linhagens de

camundongos, mostrando a contribuicdo de cada subpopuiagéb na infeccao

aguda.

Os estudos realizados, com a deplecao da subpopulacdo CD8*, em

animais resistentes e susceptiveis & cepa Brazil de T, cruzi apresentaram um
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aumento na susceptibilidade com altas parasitemias e mortalidade (Tarleton,
1980).

Posteriormente, a confirmagéo do papel das células T CD8* na
protecio foi demonstrada através do uso de camundongos deficientes da
proteina B, microglobulina, que nao apresentam células T CD8* e, portanto,
nao expressam moléculas de classe | do MHC. Esses animais s3o altamente
susceptiveis a infecgdo por T. cruzi e apresentam mortalidade precoce com
alto parasitismo no tecido em relagdo aos animais controle e auséncia de uma

resposta inflamatéria no tecido parasitado (Tarleton et alli, 1992).

Sun & Tarleton (1993) observaram que camundongos resistentes
C57BL/6, infectados com a cepa Brazil de T. cruzi, apresentavam uma
parasitemia moderada e ftropismo para musculo esquelético; enquanto
camundongos susceptiveis C3H, infectados com a cepa Silvio X10/4 de T
cruzi, nao apresentavam parasitismo com tropismo para miocardio. Esses
animais apresentaram uma resposta inflamatéria com predominancia das
células T CD8".

QOutro importante pa.pel das células T CD8" & a producéio de INF-y na
fase aguda da infecgdo e sua atividade citotoxica, com finalidade de eliminar

parasitas circulantes e as células infectadas.

Nesse sentido, os resultados apresentados por Minoprio et alli (1987)

em animais depletados de linfocitos T CD4" mostraram um aumento na
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parasitemia e uma redugdo na inflamacgao dos tecidos comoéverificado em
animais nu/nu. |

Alguns autores atribuem a importancia dos linfocitos T CD4* a seu
papel na ativagdo de macrofagos, através da secrecao de cétociﬁas para iniciar

a resposta na fase aguda da infecgdo (Russo et alli, 1989 e 1991; Tarleton,

1981b e 1993).

Por outro lado, Ben-Younés-Chennoufi et alli (1988) verificaram que as
células T CD4" estavam presentes nos infiltrados celulares na infeccdo com a
cepa Y e Cl de T. cruzi sugerindo que a fase aguda da Enfecgééo ¢ devida a
presenca de células T CD4" e estd correlacionada patogenicidade na fase
cronica.

Em concordancia com esses resultados, Ribeiro dos Santos (1991) e
Joskowicz (1991) correlacionam os LT CD4" & expansdo da doenca pelo
aparecimento de lesGes inflamatérias durante as primeiras: semanas de
infeccao.

A fungdo das duas subpopulacdes linfocitarias CD4" e CD8' foi
estudada por Rottemberg et alli (1995) utilizando-se as cepas Tulahuén

(virulenta) e CA-l (baixa viruléncia) de T. cruzi em animais gue nao expressam

moléculas CD4" efou CD8*. Os animais CD4 tiveram um aumento na

susceptibilidade com ambas as cepas do parasita, e apresentaram baixo nivel

de INF-y e um aumento no nivel de IL4 e IL10 com ambas as cepas do
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parasita; enquanto animais CD8 foram susceptiveis a infecgdo com a cepa

virulenta, porém resistentes a infeccdo com a cepa de baixa viruléncia. Este
modelo sugere que o fenémeno de controle da infeccao péio T. cruzi é
complexo e dependente de interacdes celulares.

A importéncia do anticorpo na regulagao da infeccao fQ§ demonstrada
por Kierszenbaum & Howard (1976), em camundongos Biozziibons e maus
respondedores. Os autores observaram que a capacidade de produzir

anticorpos € um importante mecanismo de resisténcia para a infecc@o onde

Camuhdongos maus respondedores foram susceptiveis & infecgdo com a cepa
Y ou Tulahuén de T. cruzi.

A confirmagédo do papel do anticorpo na resisténcia do hospedeiro
contra o T. cruzi foi obtida por Krettli & Brener, 1976; McHardy, 1977, através
dos estudos de imunoprotecéo realizados com soros obtidos da infeccao
experimental em éamundongos, demonstrando que os anticorpos protetores
estariam presentes na fase crénica ‘da infeccido possuindo: propriedades
altamente especificas. Este fato levou a investigacdo da classe de
imunoglobulina, responsavel pela transférencia passiva de resisténcia contra a
infeccdo com a cepa Y de T. cruzi. Takehara et alli (1981) deménstraram que
camundongos que receberam soro imune livie de lgG tiveram uma

exacerbagao na infecgdo, ao passo que os animais que receberam fragdes de

lgG2 ou IgG3 tiveram baixa parasitemia e apenas a fragéo de IgG2 era capaz
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de induzir a sobrevida. Com a deplegdo da fragdo de lgG2a ou igG2b
observaram que a atividade protetora estava presente na fracdo igG2b.

As evidéncias existentes no mecanismo pelo qual o parasita é eliminado
mostram a importancia do sistema complemento em animais depletados de C3
que apresentaram um aumento na susceptibilidade a infeccdo com a cepa
Tulahen de T. cruzi (Budzko 1975).

Através de experimentos “in vitro" foram demonstrados que os
anticorpos presentes na fase cronica da infecc@o eram capazes de opsonizar o

parasita e induzir a sua lise na presenca de complemento (Kierszenbaum &

Howard 1976; Krettli 1977).

Krettli & Brener (1982) demonstram que o anticorpo responsavel pela
lise dependente de complemente estava correlacionado apenas com o0s
epitopos presentes na fotma sanglicola de T. cruzi, e que os antigenos
isolados ou as formas metaciclicas nao eram capazes de induzir a producgao de
anticorpos liticos.

Posteriormente, Yoshida. (1986) demonstrou que os antigenos de
superficie tanto das formas sangiicola, quanto das de cultura, pédem induzir a
produgdo de anticorpos iiticos, que reagem apenas com proteinas de formas
tripomastigotas viaveis. Krettli et alli, (1986) verificaram que a presenca de

anticorpos liticos nos soros da fase aguda era insenta da capacidade de

imunoprotec@o e que a lise do parasita dependente de complemento ndo seria

0 Unico mecanismo da agéo do complemento.
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Umekita et alli (1989) trabalhando com soros da fase crénica
verificaram que a fra(;éo de IgG era capaz de induzir lise mediada por
complemento; alem disso, observaram que esses anticorpos eram capazes de
mediar “clearance” do parasita opsonizado pelos macréfagos através de
receptores Fc dos anticorpos (Umekita et alli, 1988),

Scott & Moyes (1982) demonstraram um aumento na capacidade
fagocitica do paraéita opsonizado com os anticorpos pelo aumento no nimero
de parasitas nas células fagociticas do SRE do figado e baco.

Um outro mecanismo de defesa dependente de anticorpo ¢ a

citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) que requer a
opsonizagdo do parasita com IgG especifica. Martins e;t alli  (1985)
demonstraram que somente os anticorpos liticos estariam envolvidos nesse
mecanismo de eliminac&o do parasita.

O conjunto de informagbes mostra que a resposta imunoprotetora para
infecgdo com T. cruzi requer claramente uma combinagac de varios
mecanismos, incluindo células T CD4" e CD8", produgéo de anticorpo e células
NK (Trischmann et alli, 1983; Araujo et alli, 1989; Tarleton et alli, 1990). Essa
resposta tem sido investigada principalmente em linhagens de camundongos
isogénicos e, mais recentemente, em animais imunodeficientes.

Nesse sentido, o camundongo SCID tem sido utilizado para o estudo de
diferenciacdo e regulacao de linfocitos e estudo das fungées de células nao

linfoéides na auséncia de linfécitos.
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C.B-17 ¢ uma linhagem congénita do BALB/cAnicr, uma mutac¢ao
recessiva autossémica no cromossomo 16, que resultou em S8CID. Essa

linhagem carrega o locus de cadeia pesada de lg da iinhager_h C57BL/6 Ka

(Bosma et alli, 1983; Custer et alli, 1985). O camundongo C.BA7 & homozigoto
para a mutacdo SCID, que ¢ deficiente em linfécitos T e iinfc')citoé B, em fungao
de um defeito no sistema recombinase VDJ. Nesse sistema uma enzima
chave necessaria para o rearrajamento de gene de lg e TCR impede a
diferenciacéo dos linfécitos T e B (Bosma et alli, 1983; Dorshkind et al, 1984),

mas nao a mielopoiese de granulécitos, monocitos e células NK, que s3o

linhas celulares funcionais (Bosma et alli, 1983; Custer et alli, 1985).

Nesses animais, os tecidos linféides como placa de Peyer, foliculo
intestinal e linfonodo sao hipoplasicos, contendo poucas células reconheciveis
como linfécitos (Bosma et alli, 1992). As células apresentadoras de antigenos
do camundongo SCID s&o equivalentes as de um camundongo r_‘ﬁormai (Czitron
et alli, 1985). A concentragdo de imunoglobulinas no soro geratrﬁhe.nte € menor

que 0,02mg/ml"* (Bosma & Carroll, 1991).

A interrupgdo no desenvolvimento de linfocitos nao é absoluta, alguns
(2-23%) camundongos SCID adultos, de 3-9 meses de idadé, sdo “leaky”
(Bosma et alli, 1988), e produzem alguns clones de células T e B funcionais,
havendo rearranjamento dos genes VDJ e VJ (Bosma et alli, 19952).

O camundongo SCID tem sido usado para estudar doengés parasitarias

como malaria (Sacci et alli 1992), leishmaniose (Holaday et alli, 1991; Varkila et
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alli, 1993), schistosomiase (Amiri et alli, 1992), filariose (Neison et alli, 1991),
cryptosporidiose (Mead et alli, 1992; McDonald et alli, 1992; Harp et alli, 1992),
amebiase (Cieslak et alli, 1992), giardiase (Gotistein et alli 1991)
toxoplasmose (Johnson et alli, 1992) ou de bactéria intracelular como a
listériose (Bancroft et alli 1991), com o objetivo de elucidar o envolvimento de
imunidade inata e adquirida e as interacées celulares no mecanismo de
regulacao envolvendo as diferentes citocinas.

Conforme o exposto, o mecanismo de indugdo da resposta imunoldgica

a0 T. cruzi € extremamente complexo e a compreensdo dessa resposta é

aumentada quando se utilizam diferentes linhagens de camundongos e uma
variedade de cepas de 7. cruzi. A proposta do presente trabalho foi estudar a
funcéo de linfocitos das células esplénicas e timicas, e o papel do anticorpo na
regulagao da infecgéo pelo T. cruzi em camundongos SCID, utilizando os dois

estoques da cepa Y.
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Diante do exposto anteriormente, foi objetivo deste estudo:

1- Acompanhar a evolugao da infecgdo em camundongos C.B-17 scid/scid e
BALB/C, inoculados com os estoques Ts (tripomastigota sangticola) e Te

(tripomastigota cultura) da cepa Y do Trypanosoma cruzi.

2- Verificar o comportamento de camundongos da linhagem C.B-17 scid/scid,
repopulados com células esplénicas ou timicas do camundongo BALB/c, frente

ao desafio com os estoques tripomastigota sangticola e tripomastigota de

cutura.

3- Determinar o efeito dos anticorpos especificos anti-T.cruzi em camundongos

C.B-17 scid/scid através de transferéncia passiva de soro imune ou opsonizacao

do parasito.
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Animais - Camundongos das linhagens BALB/c (H-2° IgH® IgM®) e C.B-
17 scidfscid (H-2° IgH® 1gM®) machos e fémeas, de 8-12 semanas de idade,
provenientes de estoques SPF, do CEMIB - (Centro de Bioterismo Unicamp). Os
camundongos C.B-17 scid/scid foram selecionados através do nivel de
imunoglobulina sérico, pela técnica de Imunoblot segundo Gordon et alli, (1991)

€ apenas animais com menos de 5ug/ml de imunoglobulina total foram

istilizados.

Parasitas - Formas de Trypanosoma cruzi cepa Y foram mantidos em

dois estoques Tce Ts:

Triporﬁastigota de cultura (Tc) - estoque derivado de Y original por
sucessivas passagens em cultura de células LLC-MK,, em meio RPMI-1640,
contendo L- glutamina 1% da solugao 0,2 M, estreptomicina/penicilina 1000U/mi
e 10% de soro bovino fetal. O sobrenadante de cultura, apés 7 dias de infecgao,
foi centrifugado a 1465g a 4°C e o sedimento contendo o parasita foi lavado 3
vezes. A concentragio de parasitas foi determinada pela contagem em camara

de Newbauer, segundo Brener (1962).

~Tripomastigota sangilicola (Ts) - estoque derivado da cepa Y original

apos 10 passagens sucessivas em cultura de células LLC-MK, e, em seguida,

inoculado em camundongos CBA/J, mantidos por passagens semanais com

uma dose de 10° parasitas por via intraperitoneal e mantidos em isoladores.
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Infecgao experimental - Os camundongos BALB/c e C‘;.B—T? scid/scid
foram infectados com os estoques Tc ou Ts por via intraperitoneal (i.p) e
mantidos em isoladores do tipo Trexler, no biotério do Departamento de
Microbiologia e Imunologia. A parasitemia foi determinada segundo Brener

(1962). O ndmero de parasitas foi calculado por transformacao logaritmica.

Suspensdo Celular - As suspensées celulares do baco e timo de
camundongos BALB/c normais foram obtidas removendo-se assepticamente os

orgaos e macerando-os em meio RPMI-1640 com 2% de SBF. As hemacias

foram lisadas, em seguida lavadas e ressuspensas. A viabilidade das células foi

determinada pela exclusdo de células coradas por azul Trypan em camara de

Newbauer. A concentragao celular foi ajustada para 2 x 10° células/mi,

Transferéncia celular - Os camundongos C.B-17 scid/scid foram
repopulados por via retroorbital, com 0,1 ml da suspensao de células esplénicas
ou timicas do camundongo BALB/c, contendo 2x10°% células/m. Posteriormente,
foram inoculados com os dois estoques Tc ou.Ts de Trypanosof'na cruzi por via
intraperitoneal, em diferentes tempos, conforme as indicagdes apresentadas nos

resultados. Os camundongos controle receberam 0,1 mi de meic RPMI-1640 via

retroorbital.

Imunoprotecdo passiva - Camundongos C.B-17 scid/scid foram

imunizados passivamente por via ip. com 0,2 ml de soro anti-T. cruzi e

desafiados, apés 1 hora, com um inoculo de 10° formas do estoque Ts por via
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intraperitoneal. O grupo controle foi inoculado com 0,2 mi de soro de animais

normais e desafiado, apés 1 hora, com 10° tripomastigota sangliicola.

No experimento de transferéncia passiva, os animais que receberam
varias doses de soro anti-T. cruzi, em periodos de tempo diferentes (apds o

inoculo), foram distribuidos segundo a indicacdo da tabela abaixo.

Grupo Dias do Dose do Tempode = Desafio
inéculo ~anti-soro desafio

[ 0 0,2ml soro normal 1h ~ 10°Ts

I 0 0,2m! soro anti-T.cruzi 1h 10° Ts

il 0,7 0,2ml soro anti-T.cruzi 1h O 10%Ts

IV 0,714  0,2misoro anti-T.cruzi 1h 104 Ts

Soro anti-T. cruzi - Soro obtido de camundongos (CBA x Cs/BL,g IJ)FA
infectados com 10° formas de tripomastigota sangticola, apés:jS semanas de
infeccao. A determinagéo da especificidade dos anticorpos obtidos foi realizada
pela tecnica de imunofluorescéncia indireta, segundo Camargo (1966), contra
formas tripomastigota, amastigota e epimastigotas, provenientes da cultura de
células no 7° dia de infecgcdo, e a concentragao de iéétipo foi obtida segundo o

método de imunodifusao radial, de acordo com Mancini et alli, (1965).

Parasitas opsonizados - Aliquotas de 0,1 ml de sangue de animal
infectado contendo 2 x 10° tripomastigotas sangtiicola foram pré-incubadas a 4°
C, por 1 hora, com igual volume de soro anti-T. ¢ruzi ou soro normal. Os animais

foram inoculados por via intraperitoneal com 0,2 mi da mistura de parasitas com
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anticorpo ou soro normal. A parasitemia e a mortalidade foram monitoradas no

decorrer da infecgéo.
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| - Curso da infecgdo em camundongos BALB/c, inoculados com os

estoques tripomastigota sangiiicola e tripomastigota de cultura.

A evolugao da infecgdo nos camundongos BALB/c inoculados com
diferentes doses (105, 104, 10°, 102/aﬂimai) dos estoques do parasita
tripomastigota sanglicola (Ts), e tripomastigota de cultura de viruléncia
atenuada (Tc) foi estudada em grupos de 5 camundongos, determinando-se,
diariamente, o nivel de parasitemia e a taxa de mortalidade.

Como demonstrado na figura 1, os resultados da avaliagdo do parasita

circulante nos camundongos inoculados com os estoques Tc e Ts da cepa Y
apresentam cinéticas de evolucdo de parasitemia diferentes. Nos animais
inoculados com 10° Ts (Fig. 1A), o nivel maximo de parasitemia foi alcangado no
4° dia de infecg¢@o; manteve-se alto no decorrer desse periodo, com um controle
parciai- da mortalidade. Os animais inoculados com 10* e 10° (dados nao
apresentados) apresentaram varios picos e sobrevida. Nos animais inoculados
com 10° formas do estoque Tc (Fig.1B), o nivel maximo de parasitemia nao
atingiu o log 5, apresentando 2 picos: o primeiro, no 5° dia, e o segundo, no 9°
dia de infeccdo. Em seguida, o nivel de parasitemia diminuiu significantemente e
todos os animais tiveram um curto periodo de infeccao. Os animais inoculados
com 10° formas de Ts (Fig. 1A) e Tc (Fig. 1B) apresentaram uma parasitemia

irregular, mas tiveram controle total da infecgéo (Tabela ).

Comparando a infectividade de ambos os estoques (Ts e Tc), os

resultados apresentados na tabela | mostram que 10° do estogue Tc nao mata
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Fig. 1: Perfil de parasitemia em camundongos BALB/c inoculados cbm os estoques Tec e
Ts da cepa Y de T. cruzi. (#) 10° e (&) 10° tripomastigota sangiiicola (A), (#) 10° e
(&) 10® tripomastigota de cultura {B).
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camundongos BALB/c, enquanto que a mesma dose do estoque Ts foi capaz de

matar 60% dos animais em um periodo de 45 dias.

Tabela | - Taxa de mortalidade de camundongos BALB/c inoculados com
tripomastigota sangticola (Ts) e de cultura (Tc).

Linhagem Estoque Dose d.m.m. % mortalidade
BALB/c Ts 10° 21,0+1,0 60%
BALB/c Ts 10° - 0%
BALB/c Ts 10° - 0%

BALB/c Ts 10° - 0%
BALB/c Te 10° - 0%
BALB/c Tc 10° - 0%

Il - Curso da infeccdo em camundongos C.B-17 scid/scid inoculados com

0s estoques Ts e Tc.

Com objetivo de verificar como se comportam animais imunodeficientes
frente a infeccdo com Trypanosoma cruzi, grupos de camundongos C.B-17
scid/scid foram analisados inoculando-se diferentes doses ("’1(}5 - 100) de
tripomastigota de cultura (Tc) e tripomastigota sangiicola (Ts) (Fig. 2). O nivel
de parasitemia, nesses animais, aumentou logaritmicamente na fase inicial da
infeccao, apresentando picos irrelevantes. N&o houve uma diferenca
significativa no nivel de parasitemia com os dois estoques do parésita (Fig. 2A e

2B); a diferenca esteve presente durante o periodo pré-patente. Todas as doses
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Fig. 2: Perfil de parasitemia em camundongos C.B-17 scid/scid inoculados com o0s
estoques Tc e Ts da cepa Y de T. cruzi. (#) 10°%, (w) 10°, (a) 10%, (#) 10° Ts; (A}. (»)
10°, () 10°, (a) 10, (%) 10° Tc (B). '
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e estoques do parasita mataram o camundongo SCID, exceto nos grupos de
animais inoculados com 1 forma de parasita de ambos os estoques, ressaltando
que somente 60-70% dos animais apresentam parasitas circulantes com essa
dose, devido a concentracdo do parasita nos indculos.

Na tabela Il, apresentamos a taxa de mortalidade dos animais inoculados
com diferentes doses do parasita, e o dia médio da mortalidade. Pode-se

verificar que quanto maior 0 numero de parasitas inoculados, menor é o dia

medio de vida dos animais.

Tabela ll- Taxa de mortalidade de camundongos C.B-17 scid/scid inoculados

com diferentes doses do parasita dos estoques tripomastigota sangticola (Ts) e
tripomastigota de cultura (Tc).

Linhagem Estoque Dose d.m.m. % mortalidade
C.B-17scid/scid Ts 10° 11,0+0,5 100%
C.B-17scid/scid Ts 10° 13,0+2,0 100%
C.B-17scid/scid Ts 10° 16,0£1,0 100%
C.B-17scid/scid Ts 102 21,0+2,0 100%
C.B-17scid/scid Ts 10° 23,041,0 100%
C.B-17scid/scid Tc 10° 12,041,0 100%
C.B-17scid/scid Tc 10* 12,0+1,0 100%
C.B-17scid/scid Te 10° 18,0+2,0 100%
C.B-17scid/scid Te 10° 22,0+2,0 100%
C.B-17scid/scid Te 10° 23,0+0,2 100%

Recultados 26



I - O efeito das células esplénicas no curso da infeccdo em camundongo
C.B-17 scid/scid.

Com o objetivo de verificar o efeito das células esplénicas na infeccao de
camundongos SCID, células de bago de camundongos BALB/’{; normais foram
transferidas para camundéngos SCID e desafiados com o parasiffa.

Uma vez fixados alguns pardmetros como nimero de células por animal,

dose de parasitas e o tempo de desafio entre a inoculagéo das células e do

parasita, quatro grupos de camundongos SCID foram repopulad@s com 0,1ml de

2 x 107 células esplénicas/animal, por via retroorbital e desafiaaos com a dose
de 10° Tc por via intraperitoneal, apds ¢ periodo de 1 hora, 24 horas, 5 e 24
dias. |

Como pode ser visto na Fig. 3A os animais rapopuladoé e apos 1 hora
desafiados apresentaram uma diminuicdo no nivel de paraéitemia quando
comparados com animais controle. No desafio de 24 horas apc').s a repopulagao
houve uma redugdo no nivel de parasitemia e o deslocamento de 3 dias no
periodo pré-patente. |

Os resultados apresentados na Fig. 3 mostram que as céiulas esplénicas
exercem uma influéncia no controle da parasitemia, modiﬁcandp a evolucao da
infecgao. Esse fendmeno esta correlacionado com o periodo dé tempo entre o

inoculo das células e o desafio com o parasita. No desafio, a piaz‘tir de 24 horas

apés a repopulagéo a alteracao no perfil torna-se caracteristica, apresentando

uma redu¢do no nivel de parasitemia e o deslocamento de 3 dias no periodo
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Fig. 3: Perfil de parasitemia em camundongos C.B-17 scid/scid repopulados com 2x10
células espiénicas do camundongo BALB/c e desafiados em diferentes tempos

com 10° formas de tripomastigota de cultura () controle, (&) 1 hora, (m) 24 horas
(A); (#) controle, {a) 5 dias, (m) 24 dias (B).
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pré-patente em relagido ao grupo controle e aqueles desafiados apds 1 hora
(Fig. 3A). Os animais desafiados apds 5 e 24 dias de repopulacio apresentaram

uma infecgao irregular com um controle no nivel de parasitemia (:Fig. 3B).

A alteraco na mortalidade foi observada apenas no grupo de animais de

24 dias de repopulagao, conforme os resultados apresentados na tabela Iil.

Tabela lll - Taxa de mortalidade de camundongos C.B-17 scid/scid repopulados

com células espiénicas do camundongo BALB/c e desafiados com o estoque Tc

Grupo Células recebidas Tempode Dose d.mm. %
(2x107 celfanimal)  desafio mortalidade
E Células esplénicas 1 hora 10°Te 13x1,3 = 100%
I Célulasesplénicas 24 horas  10°Tc  15+4.0 100%
1] Células esplénicas 05 dias 10° Te  14+3,0 100%
v Células esplénicas 24 dias 10° Te 14447 40%
V  meio RPMI 1 hora 10° Te  13£0,5 100%

O segundo experimento foi realizado utilizando-se um. periodo de 72
horas entre a repopulacédo das células e o desafio com as dosés de 10° e 10°
formas de tripomastigota de cultura. Nesse experimento, foram preparados
grupos de animais repopulados com 2 x 107 células esplénicas ou células
timicas (Fig. 4).

Os resultados apresentados na Fig. 4 mostram uma ¢orreiagé0 direta
entre a dose do parasita e o efeito das células esplénicas ou timécitos do

doador no controle da parasitemia com as doses de 10° (A) ou 107 (B) formas do

parasita. Mostram também que as células do bago sdo mais eficientes do que as

do timo no controle da parasitemia.
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Fig.4: Perfil de parasitemia em camundongos C.B-17 scid/scid répopuladas com 2x10’

Rogeltadne

células espiénicas ou timicas do camundongo BALB/c e desafiados apos 72 horas
com tripomastigota de cultura. (¢) controle, {4) repopulados com células timicas ¢
desafiados com 10” T, () repopulados com células esplénicas e desafiados com
10° Tc (A); (=) controle, (a) repopulados com células timicas e desafiados com 10°
Te (m) repopulados com células esplénicas e desafiados com 10° Te (B).



As células esplénicas foram capazes de controlar tanto o nivel de parasita
circulante como a mortalidade; enquanto que os timocitos reconstituiram apenas
a capacidade de controlar o nivel de parasitemia com as duas doses de

parasitas, mostrando apenas um ligeiro deslocamento no dia médio de

mortalidade (tabela IV) com 10 Tc.

Tabela IV - Taxa de mortalidade de camundongos C.B-17 scid/scid repopulados

com celulas esplénicas de camundongos BALB/c e desafiados '_apés 72 horas

com o estoque Tc.

Grupo  Células recebidas  Tempo de Dose  d.m.m. %mortali

(2x1ﬂrcellanimal) desafio | dade
i Células esplénicas 72 horas 10° Te > 30 0%
H Células timicas 72horas  10°Tc  20+1,0 100%
1 meio RPM 72 horas 10°Te  18+1,0 100%
IV Células esplénicas 72 horas 10° Te > 30 0%
v Células timicas 72 horas 10°Te  22+2.0 80%
Vi meio RPMI 72 horas 10° Te  20+1.0 100%

IV - Curso da infecgdo de camundongos C.B-17 scid/scid repopulados e

desafiados com os estoques tripomastigota sangiiicola e de cultura,

A evolugdo da infecgdo nos camundongos SCID apresentou uma

resposta semelhante para os dois estoques de T. cruzi, mostrando que 0s

animais ndo sdo capazes de discriminar o estoque virulento do estoque

. . 7 .
avirulento. Como o resultado anterior mostrou que 2x10° células
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esplénicas/animal restitui a competéncia do animal em controlar é infecgdo com
10% Te, procurou-se verificar quais as condigdes ideais para o estoque
sanguicola,

Grupos de 10 camundongos SCID foram inoculado:s com 2x10’
esplendcitos e 72 horas apés divididos em 2 grupos: o primeiro grupo, desafiado
com 10% Ts (Fig. 5A) e 6 segundo grupo, desafiado com 10% T¢ (Fig. 5B).

Os resultados da evolugdo da infecgdo de animais ;’epopuiados e
desafiados com Tc (Fig. 5B) mostram a eficiénci.a das células esplénicas no

controle do nivel de parasitemia e no controle da infeccgo. Os. camundongos

SCID repopulados comportaram-se como BALB/c, nio havendo diferenca
significativa no névél de parasitemia nessas 2 linhagens. Nos animais
repopulados com ceélulas esplénicas e desafiados com Ts (Fig. 5A), a
parasitemia manteve-se num “plateau” durante o periodo de infeccao, houve um
ligeiro controle da parasitemia e um prolongamento no dia médio Ge mortalidade
(Tabela V) em relagdo aos animais controle nao repopulados. No entanto, 100%

dos animais repopulados morrem antes de 30 dias apés inoculacio de Ts.
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Tabela V - Taxa de mortalidade erﬁ camundongos SCID repopulados com

células esplénicas e desafiados apds 72 horas com os estoques Tc e Ts.

Grupo Céls recebidas Tempode Dose dmm  %mortali

(2x107céls/animal)  desafio dade

SCID  meio RPM| 72horas  10°Ts  19+1,0 100%
BALB/c meio RPM| 72horas 10 Ts > 30 0%
SCID  Células esplénicas 72horas 10 Ts 23440 80%

SCID  meio RPM 72horas  10°Tc  19x1.0 100%
BALB/c meio RPMI 72 horas  10°Tc > 30 0%
SCID  Células esplénicas 72 horas  10°Tc 24420 20%
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Fig. 5: Perfil de parasitemia em camundongos C.B-17 scid/scid repopulados com 2x10°

Rneuttadae

células esplénicas do camundongo BALB/c e apds 72 horas desafiados com os
astogques Tc e Ts de T.cruzii (=) controle SCID, (m) controle BALB/c, {a) SCID

repopulados com células esplénicas e desafiados com 10° Ts (A); (») controle
SCID, (=) controte BALB/c, (&) SCID repopulados e desafiados com 10°Te (B).
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V - O efeito dos anticorpos anti-T. cruzi em camundongos C.B-17 scid/scid

infectados com o estoque virulento tripomastigota sangiiicola.

O efeito dos anticorpos anti-T.cruzi na evolugdo da infecgdo em
camundongos SCID foi estudado utilizando-se dois grupos de experimentos: no
primeiro experimento, os animais receberam 0,2 m! de soro anti-T.cruzi e foram
desafiados apés 1 hora com 10° Ts. O segundo grupo de animais recebeu a

mesma dose do parasita previamente tratada com o mesmo anticorpo.

Os resultados apresentados na fig. 6A mostram que os animais que

receberam anticorpos passivamente, ou parasita previamente tratado com o
anticorpo, foram capazes de deslocar o periodo de pré-paténcia da infeccdo em
5 dias, em relagdo ao grupo controle, independentemente da forma de
apresentagao do anticorpo ao parasita. A evolugao da infecg@o foi similar ao
grupo controle com altos niveis de parasitas circulantes.

O segundo experimento de transferéncia passiva de anticorpo foi
realizado com o sentido de verificar se doses adicionais de anticorpos teriam
capacidade de alterar a evolugao da infeccao. Para tal fim, 3 grupos de animais
foram utilizados. O primeiro grupo recebeu o soro no mesmo dia em que foram
infectados; o 2° grupo recebeu uma dose no mesmo dia e a segunda dose 7

dias apds a infecgdo; e o 3° grupo recebeu as mesmas doses dos grupos

anteriores e mais uma dose adicional no 14° dia apés a infecgio com 10 Ts

(Fig. 6B). Os resultados mostram que os animais que receberam 1 Unica dose
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Fig. 6: Efeito do anticorpo anti-T.cruzi na evolugdo da infecgdo do camundongo C.B-17

Rontiados

scid/scid desafiado com 107 tripomastigota sangiiicola; () controle inoculado comn
soro normal, (m) parasita opsonizado, (a) imunizagdo pagsiva com 1 dose de
anticorpos {A). Imunizac&o com vérias doses de anticorpos; (#) controle inoculado
com soro normal, (a) 1 dose, (w) 2 doses, {#) 3 doses (B). -
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de anticorpo tiveram um deslocamento no periodo pré-patente de 7 dias, sendo
que entre os animais que receberam doses adicionais de anticorpo

passivamente ndoc houve um deslocamento no periodo de pré-paténcia, em

relacdo ao grupo de animais que recebeu uma UGnica dose de eﬁnticorpo. Todos
os grupos apresentaram 100% de mortalidade e a diferenca esteve presente no
dia medio de mortalidade (23+2,0 dias) quando comparados com o grupo

controle (16+1,0 dias Tabela VI).

Tabela VI - Taxa de mortalidade em camundongos C.B-17 scid/scid imunizados

passivamente com soro anti-T. cruzi e desafiados com o estoque Ts de T, cruzi.

Grupo Dias de imunizacio  Desafio d.m.m. % mortalidade

f Controle - SN 10°Ts 16+1,0 - 100%

I anticorpo anti-T.cruzi 10 Ts 23+2.0 | 100%

H Parasita opsonizado 10° Ts 21+1,0 100%

iv controle - SN 10° Ts 19+2,0 100%

v anticorpo anti-T.cruzj 10 Ts 21+1,0 ~ 100%

Vi 0,7 10°Ts 23+1,0 . 100%
vii 0,7, 14 10° Ts 23+3,0 - 100%
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O objetivo principal deste trabalho foi verificar o papél das ceélulas
esplénicas de camundongos na resposta imune ao T. cruzi. Para atingir tal
objetivo, utilizamos dois estoques da cepa Y de T. cruzic o estoq&.}e Te, de baixa
viruléncia, e o estoque Ts, de maior viruléncia.

Além disso, utilizamos camundongos isogénicos da tinhaéem BALB/c, e
camundongos SCID deficientes em células T e B congénitos de B;ALB/C,

Os camundongos BALB/c, inoculados com as diferentes doses do
estoque Ts, mostraram que a forma virulenta induz altos niveis de parasitemia e

mortalidade (Fig. 1A, Tab. I), e que entre os animais inoculados com o estoque

de viruléncia atenuada ocorre um controle no nivel de parasitemizga e mortalidade
(Fig. 1B, Tab. 1), com uma sobrevida de 100%, independente da dose. Esses
resultados mostram que a resolugao da infeccéo, no camundong:o BALB/c, esta
.na dependéncia da viruléncia da cepa do parasita, uma vez que o cultivo em
meios de cultura induz uma atenuagéo da viruléncia, selecionando formas mais
aptas a se desenvolverem em meios artificiais (Goldberg et alli, 1983).
Resultados anteriores obfidos por Camargo et aili (1989): demonstraram
que os camundongos CBA apresentaram um comportamento simiiar frente ao
estoque Tc da cepa Y. Observaram, ainda, que os animais énocuziados com este
estoque possuiam méior atividade fagocitica de carbono coloidal em relacao
aqueles inoculados com o estoque Ts. Essa diferenca na capa#idade dos dois
estoques de parasitas da cepa Y em infectar macrofago foi descrita por

Nogueira et alli (1981).
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Camargo et alli (1991), observaram que na inocutagéé de diferentes
formas evolutivas de T. cruzi, como epimastigota, tripomastigot? e amastigota,
24-72 horas anteriores ao desafio com 10° Ts, apenas a formga tripomastigota
induzia um aumento na resisténcia, sendo que esta estafva diretamente
correlacionada a capacidade da forma tripomastigota viva de induzir estimulagao
das células do hospedeiro com capacidade de resistir a infeccao.

Os resultados aqui apresentados mostram que o parasita da mesma cepa
com variagdo antigénica pode ser usado como um modelo de estudo da

interacao parasita-hospedeiro utilizando uma mesma linhagem de camundongo,

visto que um dos aspectos que tém dificultado a analise da evolucéo da doenga
de Chagas e a utilizacao de varias cepas de parasita e associa@ées na inducao
de resisténcia utilizando parasitas de cepas diferentes e varias linhagens de
camundongos (Trischmann, 1978; Tarleton, 1991; Rowland & Ritier, 1984).
Apbs a caracterizagdo da linhagem BALB/G, infectada com os dois
estoques do parasita da cepa Y de T. cruzi, o mesmo processo foi realizado em
camundongos C.B-17 scid/scid. Fssa linhagem e congénita de BEALBIC, diferindo
no haplétipo de cadeia pesada (H) das imunoglobulinas, além 5u_a:ia auséncia de
linfécitos T e B funcionais, € com uma populagdo normal de mondcitos
granulocitos e células NK. Os resultados dessa infecg@o mostraram que ambos

os estoques foram capazes de induzir & infeccao com altos niveis de parasita

circulante e mortalidade, quando comparados com camundongos BALB/c (Fig.

24, 2B).
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O fenbmeno da exacerbacdo da énfecgéo tem siéo descrito por
Kierszenbaum & Pienkowshi (1979) em animais imunodeficientes nu/nu,
inoculados com a cepa Tulahuén; por Trischmann et alli (1978), com a cepa
Brazil em animais nu/nu com “background” genético de animais resistentes e
susceptiveis, e por Russo et alli (1989), com a cepa Colombian e CL de T, cruzi,
mostrando a participagéo das células T no controle do nivel de Eparasitemia e na
regulacao da infecgio.

Na infeccao com Listeria monocytogenes, utilizando camundongos SCID,

Bancroft et alli (1986) observaram que os animais desenvolvem uma infecgéo

cronica com auséncia da formagéo de granulomas em relagdo ao camundongo
C.B-17 +/+, e com macréfagos expressando moléculas la- em ambas as
linhagens. Bancroft et alli (1989) demonstraram que o mecanismo de ativagdo
dos macréfagos, no camundongo SCID infectado com L. monocytogenes, era
dependente de IFN-y. Assim, conduziram os experimentos cofn a deplegdo "in
vivo" de IFN-y em camundongos BALB/c, e observaram uma exacerbagio na
concentracao da bactéria no bago e figado. Posteriormente, esclareceu-se que,
na infecgdo por L. monocytogenes, o mecanismo de produgéd de IFN-y peias
celulas NK ¢é dependente da interacdo bactéria e macréfago, através de
cofatores que eram capazes de estimular as células NK (Bancroft et alli, 1991).

Entretanto, os nossos dados mostraram que na infeccdo de

camundongos SCID com a cepa Y de T. cruzi houve uma exacerbacdo da

infecg@o com letalidade, mesmo quando esses animais foram inoculados com
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baixas doses do parasita, mostrando que, se o mecanismo reguiatorio
envolvendo parasita, macréfago, células NK e producao de IFN-y foi estimulado,
aparentemente nao induziu uma alteragéo significativa na evolugéo da doenga,
sugerindo a importéncia de populagdes linfocitarias na regulacao da infecgao.

A regulagao da infecgéo chagasica experimental tem sido atribuida a
presenca de linfécitos T, por possuirem a capacidade de amplificar ou suprimir a
resposta imune para o controle da multiplicagéo do parasita (Trischmann, 1984;

Tarleton, 1981b e 1995; Rodrigues et alli, 1991).

Os resultados deste trabalho mostram que os experimentos de protecéo

realizados com a repopulagdo do camundongo SCID, com células esplénicas
totais do camundongo BALB/c e desafio em periodos diferentes com 10° Tc, que
todos 0s grupos de animais possuiam a capacidade de controlar o nivel de
parasitas circulantes, sendo que, com uma maior eficiéncia nos animais com 5 e
24 dias de repopulagdo (Fig. 3B) e com mortalidade parcial nos animais de 24
dias de repopulagéo (Tab. lll) onde podemos observar que o camundongo SCID
reconstituido po um longo periodo adquiri caracteristicas de um animal
imunocompetente (Bosma, 1993; Sprent 1991). Nao existe uma correlacao
direta entre o mecanismo de controle de parasitas ci.rcuiantes e morte dos
animais, conforme descrito por Wrightsman et alli (1982} e Minoprio (1987). Com

relagao ao controle da parasitemia, encontra-se respaldo nas observacbes de

Kierszenbaum & Pienkowshi (1979) e Trischmann (1983) de que o controle da

parasitemia e regulado por linfocitos T na fase aguda da infecgao.
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Nos estudos da dinamica da reconstituicio celular, Sprent et alli (1991)
demonstraram que, no periodo de 4-24 horas apos a inocuiagéd de celulas, 40-
60% das celulas do doador podem ser encontradas no bago e linfonodo com a
restauracdo de ambas as imunidades humoral e celular. Entretanto, a
implantagdo efetiva das celulas linfdides ocorre em um periodo de 8 semanas,
de reconstituicdo, com predominéancia de linfécitos T CD3” (15—20%) e, quando

repopulados com timécitos 5x10°  céls/animal, estabeieciia 80-95% de
populagdes de células TCD4" (Rudolphi et alli, 1991).

Com base nessas informagdes, podemos inferir que os nossos resultados

mostraram dois fendmenos distintos: o primeiro é correlacionado com o controle
de parasitas circulantes demonstrado pela diferenga no nivel de parasitemia
apds um curto periodo de repopulagdo celular e desafio com o parasita e o
segundo fendmeno o controle da mortalidade, requerendo um periodo maior de
reconstituicdo anterior ao desafio, ou a implantagao das populagdes linfocitarias
nos orgéos linfoides secundario.

Com o estabeiecimento da repopulagdo com 2x10’ células do doador,
procurou-se verifEcar a influéncia da dose do parasita na regulagao da infeccéo.
Os resultados mostraram que o efeito das células esplénicas ou timocitos, frente
ao desafio com as duas doses do parasita 10° ou 10° formas de Tc mostraram

um controle efetivo da infecgdo, quando os animais receberam as células

esplénicas, ao passo que, com os timécitos, as condicbes foram apenas
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capazes de regular o nivel de parasitas circulantes (Fig. 4) devido ao fato da
diferenga existente na concentraggo de timocitos imaturos no timé_a.

A diferenga nas populagdes linfocitarias, além da presenr;é de linfocitos B
nas celulas esplénicas, estd na concentracio de linfécitos T ma@zturos. Segundo
Lopes et alli (1995), as células esplénicas de camundongos QALBIC normais
apresentam 30% de células CD4" e 13% de células CD8", :é os timécitos,
segundo Godfraind et alli (1995), apresenta 14% de células :%(L‘D‘ft+ e 2% de

células CD8", com a predominéncia de células CD4CD8 duplo ﬁositiva. Com os

resultados obtidos com os timocitos, podemos inferir que os linfocitos cpa’

regulam os parasitas circulantes conforme descrito por Mindprio ét alli (1987).

O desafio com 10° formas do estoque virulento (Ts) @a cepa Y em
animais repopulados com as células esplénicas (Fig. 5A) néoi mostrou efeito
significativo na regulacdo da infecgao quando comparado c%om 0s animais
desafiados com o estoque de viruléncia atenuada (Tc) que {’oi eficiente em
controlar o nivel de parasitemia e mortalidade, devido as diferengas antigénicas
existentes entre os estoques. .

Essa incapacidade na regulagao da infeccéo causada péio Ts pode ser
devida ao fato de que o parasita provoca uma estimulagéo ;diferenciada do
macréfago (Camargo et alli, 1989; Nogueira et alli, 1981), %atém disso, 0s

trabalhos recentes de Rottemberg et alli (1995) mostram qué animais CD§

morrem, quando inoculados com a cepa virulenta, e sobrevivem: com a cepa de
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baixa viruléncia; nos animais CD4, hd um aumento na susceptibilidade &

infecgdo com ambas as cepas de parasita, mostrando a ih'aporténcia dos
linfocitos T na fase inicial da infecgdo, e mostrando também que o “background”
genetico do parasita influencia ou seleciona na estimulacdo de i'énfécitos T, com
capacidade de regular a infecgdo pelo T. cruzi.

Os estudos realizados em camundongos SCiD, repopulados com celulas
esplénicas de BALB/c e desafiados com L. major (Varkila et alli, 1993),

mostraram a influéncia do numero de células inoculadas na evolugdo da

infeccéo, onde com a dose de 5x10° células esplénicas, o anirﬁat sobrevive, e,
acima da concentracao de 7x10” , os animais morrem.

O conjunto de informagdes nos permite sugerir que, nos animais
imunodeficientes repopulados ou deficientes em uma subpopulé@éo de linfocito
T. o papel dos linfécitos T CD4" é de importancia crucial no conﬁrole da infeccao
com o estoque avirulento de parasitas, onde aparentemente os f%nfécitos T CD8"
seriam menos efetivos. No caso do estoque virulento de :parasitas ha a
necessidade de uma interagdo CD4", CD8", onde os linfécitos T CD4" teriam
uma fungéo efetora na fase inicial na regulagéo dos linfocitos T GD8+.

Os experimentos de protegdo com a transferéncia passiﬁva de anticorpo
anti-1. cruzi foram realizados com soro de F1(C57BL/10 x CBAVJ), previamente

caracterizado por Brito (1988) com alta concentragéo de anticorpos anti-T. cruzi
da subclasse IgG2a e com 100% de eficiéncia protetora quané:io injetados em

camundongos CBA. A inoculagdo de parasitas opsonizados ou transferéncia
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passiva de anticorpos em camundongos SCID nao afetou a sobrevida nem
refletiu no nivel de parasitemia se comparada ao controle.. A diferenca foi
observada no deslocamento da pré-paténcia de 4 dias apos o inicio da infeccao
do grupo controle (Fig. 6A) e com um perfil de infecgdo semelhante ao
camundongo SCID inoculado com 1 forma do parasita.

Em vista do deslocamente do periodo de pré-paténcia, o efeito adicional
de doses de anticorpo, a cada 7 dias, na evolucéo da infecgao fobsewou—se gue
os anticorpos atuam eficientemente apenas no periodo de pré-paténcia e as

doses adicionais dos anticorpos ndo alteraram a infecgao. £ possivel que esses

efeitos sejam pela presenca de parasitas antigénicamente distintos, ou pela
velocidade do catabolismo do anticorpo inoculado passivamenté (Fig. 6B).

O efeito do anticorpo anti-T. cruzi, em camundongos nu/nu, foi estudado
por Kierszenbaum (1980), a partir de um tratamento diario com os anticorpos
observando o controle da parasitemia durante o periodo; de tratamento.
Segundo o autor, néo foi observado nenhuma diferenca entre a inoculacdo dos
anticorpos realizada 1 dia antes ou apés a infecgao. Com ;a suspensdo do
tratamento havia o aparecimento do parasita circulante.

Ao compararmos o perfil da evolugdo da infeccdo em animais
imunocompetentes (CBA), que receberam passivamente o anticorpo, nao se

observa desvio no periodo de pré-paténcia, e o dia do pico permanece 0 mesmo

porém, ha uma diminuicdo no nivel de parasita circulante (Gavino, 1985).
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Estes fatos mostram que tanto no scid/scid como no nu/nu com sistema
fagocitario normal, apesar de o anticorpo aumentar a eficiéncia da internalizacao
do parasita, 0 macréfago pede modular sua multiplicacdo ativando a sintese de
- NO, o que indica que os macréfagos e as células NK nao forém eficientes na
modulagéo da infecgdo mostrando a necessédade dos linfécitos T ou citocinas
secretadas.

Os trabalhos que tém demonstrado a importancia da resposta imune

humoral ao 7. cruzi, sugerem que esses anticorpos possuem diferentes fungoes.

A atividade protetora dos soros segundo /brener 1980 estaria restrita a

fase cronica da infecgdo chagasica, com restrigio ao isotipo 1gG2 (takehara et
alli 1981) e com atividade litica, demonstrado pela capacidade dos anticorpos de
ligarem a determinantes antigénicos presenteé na forma sanguicola, induzindo a
lise na presenga de complemento (Kretlli & Brener 1982). Cém base nessas
informagbes Martins et alli 1985 demonstraram que somente os anticorpos
liticos ligado ao tripomastigota foram capazes de mediar a ADCC

Outra fungao imune importante foi observada por Scott e Moyes (1982),
através do indculo de parasitas opsonizados em animais n_brmais onde foi
verificado uma diminuigdo da infectividade observado pelo aumento da

fagocitose por macrofagos do bago e figado.

Umekita et alli (1988) demonstraram que o “clearance” imune de parasitas

é devido a opsonizagdo seguida pela remocdo da circulacio através da

fagocitose e sugere que o “clearance” pode ser mediado pela aderencia do
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parasita opsonizado a macréfago através da por¢do Fc. Em 1989, a autora
observou que ha uma agregacao de plaquetas em parasitas opsonizados,
ocasionando a lise pela secrecdo de enzimas proteoliticas, mostrando a
dependéncia desse fenémeno da presenca de receptores para o componente 3
do sistema complemento.

Diferentes células nao linfoides estdao envolvidas nesse fendmeno. O
camundongo SCID, particularmente, possui este mecanismo de defesa, que tem
sido importante para mediar protecao em algumas infecgdes. Assim sendo, os

resultados apresentados mostraram que o anticorpo, na auséncia da resposta

ceiu]ar, nao foi suficiente para conferir protecao.

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho mostrou que somente
animais que receberam células esplénicas totais do camundongo BALB/c, foram
capazes de obter protecio sugerindo que uma resposta imune protetora para
infeccdo com T. cruzi requer a combinagéo de varios mecanismos, incluindo
«nfocitos T e B, células NK, células nao linféides como macrofagos, e células

polimorfonucleares (Trischmann, 1978, 1883, 1984; Tarleton, 1991).
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1- Os camundongos BALB/c apresentaram 100% de sebrévida quando
inoculados com as diferentes doses e estoques do T. cruzi, sendo considerado
resistentes ao parasita. Nos camundongos C.B-17 scid/scid, a infeccao
experimental foi fatal, com elevados niveis de parasitemia, independente da

dose e estoque do parasita, sendo considerados susceptiveis a infeccéo.

2- O perfil de parasitemia dos camundongos C.B-17 scid/scid, desafiados
1 e 24 horas, 5 e 24 dias apos a repopulagdo com células esplénicas de

camundongos BALB/c, era diferente do perfil dos animais controle, nao

repopulados, sugerindo que o conjunto de células que formam os orgaos

linfoides contribuem para o controle da infecgao.

3- A repopulacdo de camundongos C.B-scid/scid com células timicas

mostrou-se eficiente no controle do nivel de parasitemia,

4- O camundongos C.B-17 scid/scid comportaram-se como um animal
imunocompetente apés 72 hs de repopulagdo com as células esplénicas e
desafio com 10? formas do estoque avirulento Tc, mostrando-se capazes de

controlar o nivel de parasitemia e mortalidade

5- O controle da parasitemia e/ou mortalidade esta na dependencia do

tempo entre o indculo das células e desafio com o parasita.

6- Os camundongos C.B-17 scid/scid tratados com soro anti-T. cruzi

apresentaram um deslocamento no periodo de pre-paténcia, mas nao foi

suficiente para controlar o nivel de parasitemia e, conseqientemente, a

infeccao.

Conelushag 4%



Summary



In order to investigate the experimental Chagas disease, normal BALB/c
mice and deficient C.B-17 scid/scid in functional T and B lymphocytes were
inoculated with different doses of Tc and Ts storages of the Y strain of
Trypanosoma cruzi. The results obtained showed a lethal infecti?on only in SCID
mice.

This profile was changed significantly after the repopuiati@n of SCID mice

with 2x10” splenic cells of BALB/c mice and challenges with the Tc storage at

different intervals, showing a deviation of the parasitemia levels and the mortality

controd.

in the animals repopulated with thymic cells a change was observed in the
parasitemia level.

To verify the role of the antibody in the absence of cellular immunity, SCID
mice were immunized passively with various doses of anﬁi«T.cruzi serum
obtained from infected animals. _

A dislocation was then observed, in the pre-patent period only in the
animals that received a unique dose of antibodies.

The group of results indicated that the splenic cells were effective in the
control of the parasitemia and mortality level, while the thymic cells were
effective in the control of parasitemia level, stressing the imporﬁance of cellular
and humoral immunity in the development of a protecting response during the

period of infection.
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