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A doenga de Chagas nao é apenas uma das maiores endemias da América Latina. E a doenca que marcou,
profundamente, a historia da “Escola de Manguinhos”, como era conhecido o Instituto Oswaldo Cruz (10C)
no inicio do século. Marcou, pelo orgulho do IOC em ter sediado o trabalho cientifico e intelectual de Catlos
Chagas, caso tnico na histéria da medicina em que o mesmo cientista descreve uma doenga até entdo desconhe-
cida, identifica seu agente etiolégico e seu mecanismo de transmissao. Esse grande cientista ndo s6 atraiu outros
colegas como também formou novos pesquisadores, compondo uma equipe atuante nos mais diversos cam-
pos como patologia, diagnéstico e terapia. Marcou, também, pela forte influéncia que exerceu na conducio das
pesquisas no IOC ao longo deste século prestes a terminar. Desde a classica tese de doutorado de Emmanuel
Dias, aluno de Carlos Chagas, o Instituto conta, as centenas, as teses que tém sido orientadas por seus pesquisa-
dores nas tematicas basicas e clinicas da doenca de Chagas, sobre os mais variados aspectos do comportamen-
to biolégico do seu causador, o Trypanosoma cruzi, em humanos e em diferentes modelos animais, ou nos
triatomineos, seus vetores naturais.

Desde sua descoberta, em 1909, por Catlos Chagas, a doenca de Chagas tem sido estudada ininterruptamente
no Instituto e em um nimero crescente de instituicoes brasileiras, latino-americanas e de outros paises. Tem sido
ensinada em cursos de graduacdo (medicina, farmacia, enfermagem, biomedicina etc.), em diversas disciplinas
(doencas infecciosas, patologia, cardiologia, gastroenterologia, epidemiologia etc.). Em cursos de pds-gradua-
¢do, a doenga de Chagas aparece em disciplinas semelhantes, em nfveis mais aprofundados. Porém, onde mais
se aprende e se atualiza sobre esta doenga € nas reunides anuais sobre pesquisa basica e sobre pesquisa aplicada
em doenca de Chagas e leishmaniose, as ja famosas reunides de Caxambu e de Uberaba, respectivamente.
Nelas se forjou uma comunidade cientifica integrada, nacional e internacionalmente, que contribuiu para um
forte impacto da participagao brasileira no cenario da ciéncia mundial, especialmente em parasitologia. Nessas
e em outras reunides promovidas por sociedades cientificas como as de medicina tropical, epidemiologia,
parasitologia, protozoologia, imunologia, entre outras, tém se formado geragcdes de pesquisadores brasileiros
ativos na investigacao sobre doenga de Chagas no Brasil.

Em 1999, ap6s noventa anos da descoberta da doenga, temos a grata satisfacio de observar que este manual,
editado para suprir uma lacuna na area de experimenta¢ao animal em doenca de Chagas, foi em grande parte escrito
por profissionais e alunos tanto do IOC como de outras unidades da Fundacio Oswaldo Cruz (Fiocruz), como o
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz e o Centro de Criagdo de Animais de Laboratério. Das 49 pessoas envolvidas
na redacao deste manual, 38 sdo da Fiocruz, uma desmonstracao de que a instituigdo ingressard no proximo milénio
com um trabalho cada vez mais integrado entre suas diversas equipes de pesquisa e produgio.

Quando organizamos a disciplina Doenga de Chagas Experimental, verificamos que ndo conhecfamos nenhu-
ma disciplina académica, em qualquer curso de graduagao ou pds-graduagio no Brasil, que focalizasse especi-
ficamente essa tematica. O desafio de orientar estudantes de mestrado e doutorado em trabalhos de pesquisa
sobre modelos animais da doenca de Chagas, e articuld-los com aspectos da doenga humana, nos levou a tentar
sistematizar, em uma disciplina, o ensino dos aspectos basicos da doenca e dos procedimentos para o trabalho
com animais. O curso, essencialmente pratico, se propunha a apresentar um experimento completo para estudo
de um determinado aspecto do desenvolvimento da infec¢do experimental em camundongos. Na primeira
versdao, em 1994, para cinco alunos, reunimos uma bibliografia geral, com capitulos de livros e revisoes em
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periédicos, que nos serviram para introduzir, conceitualmente, os problemas e preparamos as primeiras apos-
tilas de protocolos de trabalho experimental. Na segunda versdo da disciplina, para vinte alunos, em 1996, o
CNPq financiou a vinda da Prof. Maria Teresa Rivera para um periodo de quarenta dias no Brasil. Introduzi-
mos, entdo, além das atividades praticas, uma série de conferéncias de pesquisadores do 1OC e de outros
centros. Essas aulas tedricas sobre diversos aspectos da doenca de Chagas tiveram um grande sucesso, levando
a dois desdobramentos. O primeiro foi a organiza¢ao deste livro, que sistematiza e consolida as contribuigcdes
dos pesquisadores que participaram e prontamente redigiram os capitulos que o compdem. A eles nossos
profundos agradecimentos. O segundo desdobramento foi a extensdo da disciplina para uma outra: A#ualizacdo
emr Doenga de Chagas. Atualmente ambas sdo oferecidas a cada dois anos na pés-graduacio do IOC, com ampla
participagao de pesquisadores do Instituto e de convidados.

E com orgulho, e com muito prazer, que apresentamos 4 comunidade este livro, inspirado no pioneiro,
editado em 1983 por Carlos Morel no seu curso Genes and Antigens of Parasites, que tem servido como livro base
de procedimentos em bioquimica e imunologia de tripanosomatideos para muitas geracdes de novos cientistas.
Assim como os cursos, o livto compde-se de duas partes, uma com conceitos tedricos atuais sobre a doenga e
a resposta do hospedeiro a infec¢o, e outra que sistematiza procedimentos praticos para abordagens parasitolégicas
e imunopatoldgicas da doenca de Chagas em modelos animais. E claro que a atual multidisciplinaridade indis-
pensavel a ciéncia moderna nos impede de fazer uma publicagdo completa e nos remete a outros manuais de
protocolos praticos, seja em bioquimica, em imunologia ou em biologia celular. Da mesma forma, referimos
um conjunto de publicacSes recentes que podem complementar os aspectos introduzidos nos capitulos teori-
cos deste manual. Na falta de um manual pratico atual de parasitologia experimental, esperamos que essa
publicagao possa ser util. Pretendemos que o livro contribua também para o engajamento futuro de outros
colegas na redacao de aspectos tedricos e praticos da experimentacao animal que certamente ainda precisam ser
desenvolvidos e, por isso, permanecem como lacunas nesta edicdo. Esperamos que a versaio em CD-ROM,
que se seguird a este manual, garanta agilidade e a possibilidade de atualizagdo de arquivos a todos os que se
interessarem por esse trabalho, agora e no futuro. A escolha da lingua portuguesa foi definida pelo publico que
pretendemos atingir: estudantes brasileiros e latino-americanos, que formarao a nova gera¢io de cientistas com
que o Brasil contara no infcio dos préoximo século e milénio, e que ainda encontrardo cinco a seis milhGes de
individuos chagasicos sob o risco de morte por cardiopatia a desafiar nossa capacidade de explicacdo para o
fato de que alguns desenvolvem a doenca enquanto outros equilibram muito bem seu convivio na relacdo
parasita-hospedeiro. Todas as contribui¢oes de leitores na avaliagao deste livro, seja em sua utilidade como guia
pratico ou em seus aspectos tedrico-conceituais, serdo muito bem-vindas e agradecidas.

Rio de Janeiro, agosto de 1999

Tania C. de Aradjo-Jorge & Solange Lisboa de Castro
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Questdes da Doenga Humana para
Trabalho em Modelos Animais

Tania C. Aratjo-Jorge & Solange L. de Castro

Quando Dr. Carlos Chagas viu pela primeira vez, sob as lentes de seu microscépio, o protozodrio flagelado
que denominou Schizotrypanum cruzi, em homenagem a seu mestre e amigo Oswaldo Cruz, comegou a estudar
a biologia desse interessante microorganismo e seu comportamento em animais experimentais. Este fato, dnico
na medicina, da mesma pessoa descobrir e descrever o quadro clinico de uma nova doenga, com um novo agente
etiolégico, o ciclo de vida desse agente, seus vetores e reservatdrios, foi explicado mais tarde pelo préprio Chagas
(Chagas 1922): “...quando no sangue periférico de uma crianga febril, observamos o flagelado patogénico, de sua
biologia jd possufamos no¢ao completa, adquirida em demorados estudos anteriores’, usando sobretudo animais
inoculados experimentalmente com a urina de triatomineos ou com o sangue de macacos infectados.

Desde essa época, cientistas em todo o mundo tentam desvendar questdes obscuras dessa relagio parasita-
hospedeiro para as quais hoje, apés noventa anos da descoberta da doenga, nio se tem resposta. Como o
Trypanosoma cruzi entra em tantos tipos celulares diferentes? Como pelo menos parte da populagao de parasi-
tas que infecta um individuo escapa da potente resposta imune e mantém uma carga parasitdria latente ¢ em
equilibrio com seu hospedeiro por todo o longo periodo em que permanece assintomdtico? Os préprios paci-
entes e seus parentes também formulam claramente questdes ainda nao esclarecidas como: “doutor, por que
meu irmio, que sempre viveu nas mesmas condigdes que eu, tem o coragdo bom e o meu estd assim tdo
doente?” ou “doutor, nio tem um remédio que possa matar o bicho que estd causando esse inchago na minha
barriga?” ou ainda “doutor, por que esse remédio que o senhor me deu estd me fazendo tao mal?”.

Com o sucesso da iniciativa das Organiza¢des Mundial e Pan-americana da Satide no programa de erradicagao
da transmissao vetorial, e com a melhoria nas técnicas de diagndstico e da qualidade do sangue visando a interrup-
¢ao da transmissao transfusional ou através de transplante de érgaos, o problema de novos casos de doenga de
Chagas na América Latina poderd estar resolvido na primeira década do novo século se as medidas que @m sido
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eficientes para o controle da infestagio de casas por Triatoma infestans forem igualmente eficazes para diferentes
vetores como Rhodnius prolixus e outras espécies. O Uruguai jd teve éxito na interrupgao da transmissao vetorial e hd
previsao de certificagio da interrupgo da transmissio no Brasil ¢ no Chile para 2001 (WHO, 1999). Com isso, o
foco dos estudos deve, necessariamente, ser direcionado mais para os pacientes chagdsicos e para as lesdes que
evoluem durante as fases indeterminada e cronica da infecgao. Acreditamos que, nesse campo, permanecem como
desafios o encontro de respostas definitivas a questdes como:

* qual a fisiopatologia da miocardite chagisica, dos “megas”, e das lesdes neurolégicas?

* que fatores determinam a patogénese em 6rgaos especificos?

* quais os mecanismos decisivos para a cronificagio da infecgdo: mecanismos de imunossupressao ou de
imunopatogénese? Ou ambos?

* 0 que protege da doenca os individuos infectados em fase indeterminada?

* que fatores concorrem para a evolugio de pacientes da fase indeterminada para a cronica, disparando o surgimento
de lesdes com diferentes aspectos andtomo-clinicos?

* qual a influéncia da infecgo materna na transmissao congénita e no desenvolvimento de doenga em seus descendentes?

* existem, ou ndo, populagdes de parasitas com tropismo por certos érgaos?

h4 possibilidades reais de imunoprotegio e perspectivas concretas para o desenvolvimento de vacinas? Quais as
estratégias mais promissoras de imunoprotegao?

a eficdcia de quimioterdpicos tripanocidas estd associada a diferentes populagdes parasitdrias?

* como aprimorar o tratamento etioldgico de individuos infectados? Como intervir, terapeuticamente, na fase
indeterminada da infec¢ao?

* como melhorar o tratamento sintomdtico de pacientes crénicos?

* como melhorar a qualidade de vida dos seis milhées de pacientes ainda infectados?

* como proceder a profilaxia e ao tratamento de infecgdes por 7. cruzi reativadas por imunossupressao, e quais as

conseqiiéncias do nio-tratamento?

Uma pesquisa sobre a produgio cientifica recente em doenga de Chagas, na base de dados bibliograficos
MedLine, feita em julho de 1999, identificou o seguinte quantitativo:

Palavra-chave 1964-1999 1995-1999 1990-1999
Chagas disease 5.240 1.098 2.155
Chagas disease & review 415 129 250
Chagas disease & chemotherapy 523 128 224
Chagas disease & pathology 816 172 355
T. cruzi 5.206 1.279 2.487
T. cruzi & review 234 69 155
T. cruzi & animal models 222 92 157
T. cruzi & experimental infection 324 99 186

Mais de 90% das referéncias correspondem a trabalhos originais e apenas 6% dos trabalhos estao associados a estudos com
infecgio experimental. At estudos de quimioterapia, reconhecidamente pouco numerosos frente & necessidade de novas drogas
dinicas e profildticas, atingem cerca de 10% da produgzo cientifica em doenga de Chagas, um percentual maior que o de
estudos com infecgio experimental. Talvez a heterogeneidade de resultados obtidos em diferentes modelos e a complexidade
do trabalho com experimentagio animal estejam na origem dessa caréncia de estudos, bem como na auséncia de consenso
quanto aos modelos mais adequados para cada aspecto da doenga a ser estudado.

Como parte das comemoragoes dos noventa anos da descoberta da doenga de Chagas, muitas revisoes e livros
vém sendo langados sobre o assunto e fica patente a necessidade de um uso mais objetivo dessa ferramenta jd
usada por Carlos Chagas: o estudo do curso da infecgdo por 7. cruzi em modelos experimentais. A presente
publicagdo se insere nesse contexto comemorativo e aponta a aplicabilidade dos modelos experimentais para a
busca de respostas a questdes como as levantadas acima.
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Finalmente, uma vez que a detecgo das fases indeterminada e cronica tipicas da doenga de Chagas em animais
domésticos naturalmente infectados nas dreas endémicas (como, por exemplo, o c2o) ainda nao tem base bibliogrfica
segura, apesar de ndo poder ser descartada, ressaltamos que este manual tratard da experimentagio animal sobre a
doenga de Chagas, no sentido de reproduzir o mais fielmente possivel, aspectos da doenga humana. Dos diferen-
tes modelos revisados (ver Capitulo 9), hd nitida predominincia de dados obtidos em camundongos, um reflexo
da produgio global da pesquisa bdsica em doenca de Chagas. Talvez a sistematizagio de protocolos para estudos em
murinos, apresentada nos capitulos finais deste manual, incentive a produgio de um conjunto de protocolos
para estudo em humanos, de modo a acelerar o encontro de respostas s questoes acima.

A Doenga de Chagas Humana e seus Modelos de Estudo

José Rodrigues Coura

Nenhum dos modelos experimentais da infeccio chagdsica utilizados, até o presente, reproduz rigorosamen-
te a infecgdo e a doenga humana como ela ocorre na natureza, nem mesmo quando se utilizam primatas
filogeneticamente mais préximos do homem. Este fato se deve a diferengas espécie-especificas e intra-especificas,
relacionadas, de um lado aos mecanismos de defesa de cada espécie de hospedeiro, particularmente ao seu sistema
imune, e de outro as caracteristicas das diversas cepas e clones do Trypanosoma cruzi, de seus determinantes
antigénicos, receptores e mecanismos de escape, os quais denominamos de “complexo cruzi” em trabalhos ante-
riores (Coura et al., 1966, 1990). Por outro lado, os mecanismos de selecao clonal por passagens sucessivas de
cepas do 7. cruzi em diferentes vetores e reservatdrios, inclusive no préprio homem, e as transformacoes por elas
sofridas ao longo do tempo, quando mantidas em meios artificiais de cultura, transformam-nas em verdadeiras
“cepas de laboratério”, com perda total ou parcial de suas caracteristicas originais.

Dois outros aspectos extremamente importantes, no que se refere as diferengas entre os estudos experimen-
tais e a infecgao natural do homem pelo 7. cruzi, sdo a quantidade de parasitas inoculados nos estudos experimen-
tais (in6culo), em contraste com o niimero de parasitas que penetram no homem em uma primo-infecgao natural
ou em reinfecgdes, ¢ o tipo de parasito (epi ou tripomastigota) utilizado, o que em dltima andlise depende, na
infecgao experimental, da decisao do pesquisador e, na natural, da qualidade do vetor e das chances de penetragao
do T cruzi na ocasido de sua deposigao na pele ou mucosa do homem. Geralmente os inéculos experimentais sao
enormes em relagio as infec¢des naturais do homem. Por exemplo, um inéculo considerado pequeno na maioria
dos estudos ¢ de 10° (1.000 parasitas) para um camundongo jovem de 8 a 10 g, enquanto uma dejecao de triatomineo
infectado contém em média 140 parasitas (Pereira et al., 1988), dependendo naturalmente da espécie vetora, do
sexo, do tempo de infecgdo e evacuagio, e do estdgio do parasita (Wood, 1951; Dias, 1956; Zeledon et al., 1977;
Perlowagora-Szumlewicz & Miiller, 1979). Quantos desses parasitos depositados na pele ou na mucosa de uma
crianga ou adulto teriam a chance de penetrar? Dez, vinte, quarenta? Por outro lado os indculos experimentais sao
total, ou predominantemente, com formas infectantes (tripomastigotas), enquanto a metaciclogénese do 7. cruzi
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para formas infectantes, na infecgao natural, varia muito de acordo com o vetor (Perlowagora-Szulemwicz &
Moreira, 1994).

Em revisao sobre os determinantes epidemiolégicos da doenga de Chagas humana — a infec¢do, a doenca e
sua morbi-mortalidade —, apresentamos em detalhe (Coura, 1988) as diversas varidveis condicionantes daqueles
determinantes. Por outro lado, Andrade (1990), analisando a influéncia de diversas cepas de 7. cruzi, na patogénese
da miocardiopatia crénica em camundongos inbred e outbred, conclui que:

embora ndo descartando a influéncia da cepa do hospedeiro, a anilise estatistica dos nossos resultados indicou a cepa do parasita
como o fator mais importante na determinacio da lesao cardfaca no camundongo, especialmente quando as cepas do tipo III
sao consideradas.

Em sintese, a interagao parasita-hospedeiro é de fundamental importincia na modulagio da infecgao, da
doenga e de sua morbi-mortalidade, tanto na infecgao natural humana como na infecgao experimental (Postan et
al., 1987). Por infecgdo entende-se a penetragio, multiplicacio e desenvolvimento do parasita no hospedeiro,
enquanto doenga sao os danos causados no organismo pelo parasita e seus produtos ou pela prépria resposta do
hospedeiro. O equilibrio ou desequilibrio entre o parasita ¢ o hospedeiro definem a infecgio, a doenca e a sua
morbi-mortalidade. Definitivamente nao hd uma correlagdo entre a viruléncia e a patogenicidade de uma cepa de
1" cruzi do homem, principalmente na fase cronica da infecgao ou da doenga, em relagao a infec¢io experimental
com a mesma cepa (Schlemper Jr., 1982).

Embora o homem seja o modelo ideal para estudos experimentais sobre a infecgo e a doenga de Chagas, por
motivos éticos apenas os estudos observacionais podem ser realizados no homem, ou seja, observages retrospec-
tivas ou prospectivas sobre a prevaléncia, a incidéncia, a morbidade, a mortalidade e a letalidade decorrentes da
infecgao e da doenga. Diversos tipos de estudos clinicos e epidemiolégicos descritivos e analiticos podem ser
realizados para definir a histéria natural da doenga de Chagas.

Estudos Descritivos

Os estudos descritivos s@o os mais freqiientemente utilizados para avaliagio da infecgio e da doenga de Chagas e
analisam a forma e a distribui¢io da doenga, enquanto os estudos analiticos avaliam os seus determinantes. Para descrever
a ocorréncia da doenga, algumas questdes amplas €m que ser respondidas: quem estd afetado? onde e quando os casos
ocorrem?, ou seja, ¢ necessdrio especificar pessoa, lugar e tempo, de acordo com a epidemiologia cldssica.

Embora exista um ndmero infinitamente grande de varidveis relacionadas com a pessoa, as seguintes sao
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Figura 1 Prevaléncia sorolégica da infecgio chagasica porida-  Figura2—Distribui¢ao das formas clinicas de portadores de doenga de
de e sexo. Virgem da Lapa, Minas Gerais, 1976 Chagas de acordo com a faixa etria. Rio de Janeiro, 1960-1983
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fundamentais na investigagao sobre a doenca de Chagas: idade, sexo, grupo étnico ou raga, ocupagao, classe social
e exposi¢ao 2 infec¢io.

A infec¢do chagdsica é cumulativa e proporcional ao tempo e intensidade da exposi¢ao; portanto ¢ 16gico que
a prevaléncia da infecgdo aumente com a idade, como pode ser observado na Figura 1. Da mesma forma a doenga
de Chagas, sendo uma doenga evolutiva, tende a aumentar com a idade até a quarta/quinta década da vida (Figura
2), quando se estabiliza ou decresce devido a mortalidade (Coura et al., 1983).

Quanto ao sexo, por fatores ainda desconhecidos, a prevaléncia da infecgio chagsica, na maioria dos estudos,
tem se mostrado maior no sexo feminino, enquanto a doenca incide mais no masculino. Admite-se que a mulher,
por permanecer mais tempo em casa, esteja mais exposta 2 infec¢do, enquanto no homem, embora menos expos-
to, a infec¢do evolui mais freqiientemente para a doenca devido ao maior esforgo fisico que desenvolve em suas
atividades. Por outro lado, o negro, possivelmente por fatores coadjuvantes como a hipertensao arterial, tem
tendéncia ao agravamento mais freqiiente e precoce da doenga de Chagas.

A ocupagio, a classe social e a exposi¢ao a infecgao estao intimamente relacionadas. A infeccio e a doenga de
Chagas sa0 mais freqiientes em pessoas procedentes de dreas rurais, de baixa condi¢do social, que habitam ou
habitaram cafuas, geralmente infestadas por triatomineos, portanto, com maior chance de exposi¢io de seus
habitantes 4 infeccio.

Outros fatores pessoais como estado civil, varidveis familiares como tamanho da familia, ordem de nascimen-
to, idade materna ao nascer, parecem de pouca importincia na prevaléncia da infecgio e da doenga. Entretanto,
a mortalidade precoce dos pais e irmaos ¢ um dos indicadores importantes da doenga de Chagas. Os estudos
sobre fatores genéticos como os sistemas ABO e HLA sdo ainda controversos e necessitam ser ampliados para
melhores conclusoes.

As varigveis lugar e tempo (onde e quando) sao muito importantes na investigagao epidemiolégica da doenga
de Chagas. O lugar estd intimamente relacionado a distribuicio e adaptacio de triatomineos ao domicilio e o
tempo estd diretamente relacionado A freqiiéncia e intensidade da exposigio. E indispensével em uma investiga-
¢do epidemioldgica sobre a infecgio chagdsica que se mostre ao paciente uma colegio de triatomineos, adultos e
ninfas, dos trés géneros (Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma) e que a ele se pergunte: conhece? de onde? existe ou
existia em sua residéncia? j4 foi picado por esse inseto? quando e onde? qual a freqiiéncia? Deve-se indagar ainda
sobre o tipo de residéncia, viagens e migracoes e sobre a existéncia de casos idénticos na familia.

De grande importancia ¢ a histéria de cirurgias, partos, transfusao de sangue, manipulagao de animais e de
materiais potencialmente contaminados, principalmente em laboratdrios.

Estudos Analiticos

Os estudos analiticos avaliam os determinantes ou as razdes da maior ou menor freqiiéncia de um certo
evento. Em sintese, eles estudam o “porqué”, através de formulagao de hipdteses. Para testar uma hipétese sobre
a causa de um evento, de uma doenga ou de sua evolugao, hd duas possibilidades: observacio ou experimentagio.
No caso da doenga de Chagas, por motivos éticos, como jd foi referido, os estudos devem ser observacionais.
Excepcionalmente podem-se fazer “experimentos naturais”, ou seja, observar um fendmeno que ocorre natural-
mente, sem interrompé-lo; por exemplo, verificar a incidéncia da doenga de Chagas, em uma drea com transmis-
s3o ativa, desde que a responsabilidade do controle nao seja nossa. De qualquer forma esse tipo de estudo ¢
criticdvel do ponto de vista ético.

Os estudos analiticos podem ser retrospectivos, prospectivos, seccionais, longitudinais e histéricos prospectivos.
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1.2.2.1 Estudos retrospectivos

Os estudos retrospectivos necessariamente sio compostos de casos e controles. No caso da infeccdo chagdsica, casos
sao individuos com sorologia, xenodiagndstico, hemocultura e/ou PCR positivo para infeccao chagisica, enquanto
controles sao individuos do mesmo grupo social, idade e sexo, porém com exames negativos para infec¢ao chagdsica.

Vantagens dos estudos retrospectivos: sio relativamente baratos, necessitam de um menor nimero de
participantes, apresentam resultados relativamente rdpidos e sao mais adequados para doengas raras ou pouco
freqiientes. Desvantagens: informagoes incompletas, possibilidade de varidveis confusionais e de medir apenas
o risco relativo.

Para avaliagio da doenga de Chagas pareamos individuos da mesma drea, idade e sexo, com sorologia positiva,
com outros com as mesmas caracteristicas e com sorologia negativa, os quais submetemos rotineiramente a
anamnese ¢ a exames clinico, eletrocardiogrdfico e radioldgico do coragdo e do esdfago e ocasionalmente do célon.
Exames mais sofisticados como ecocardiografia, eletrocardiografia dindmica (holter), ultrassonografia, eletrofisiologia
cardiaca e digestiva com estimulagao e até bi6psias cardfaca e do aparelho digestivo orientadas, podem ser feitos;
os trés primeiros nao invasivos, sem restri¢ao, ¢ os trés tltimos com as restri¢oes éticas desses tipos de procedimen-
tos na investigagio clinica (Borges-Pereira et al., 1998).

1.2.2.2 Estudos prospectivos

Os estudos prospectivos ou de coortes, embora mais precisos, sdo pouco ou quase nunca utilizados na
infecgdo chagdsica devido a restrigoes éticas, ao deixarmos deliberadamente um grupo de pessoas expostas a
infecgdo para analisarmos a sua incidéncia e evolugdo. Por outro lado, seriam estudos caros, necessitando o acom-
panhamento de um grande nimero de individuos, por um longo periodo de tempo e com possibilidade de
muitas perdas devido & migra¢ao, morte ou abandono do estudo.

1.2.2.3 Estudos seccionais

Este talvez seja o tipo de estudo mais utilizado em trabalhos de campo sobre a doenga de Chagas. Nele
definimos uma determinada populagao exposta ao risco da infecgio chagdsica e verificamos os infectados através
da prevaléncia soroldgica e os nao infectados, ou sorologicamente negativos, utilizando uma popula¢ao definida
ou uma amostra representativa. Podemos determinar a intensidade da exposicio pelo indice de triatomineos
domiciliados e infectados com 7. cruzi, pelo tempo de exposi¢io da populagdo e pela prevaléncia sorolégica da
infec¢do nos diversos grupos etdrios.

Podemos ainda determinar a morbidade da doenca pareando, por idade e sexo, individuos sorologicamente posi-
tivos e negativos e procedendo aos diversos tipos de estudos soroldgicos, parasitoldgicos, clinicos, radioldgicos,
eletrocardiogrdficos e outros j& mencionados para avaliaggo do risco relativo ou “excesso de risco” dos infectados.

Tomando-se as devidas providéncias para a interrupgdo da transmissio, através dos drgaos encarregados do
controle da doenga de Chagas ou quando possivel com recursos préprios, estaremos eticamente autorizados a
prosseguir o estudo evolutivo da morbidade, mortalidade e letalidade pela doenga. Naturalmente essa populagao
deverd receber a devida assisténcia enquanto permanecermos na 4rea.

1.2.2.4 Estudos longitudinais

Embora seja um tipo de estudo prospectivo, no caso da doenca de Chagas deve-se afastar o risco de “novos
casos’, acompanhando casos e controles, apds a sua defini¢io no primeiro estudo seccional. Periodicamente, de
forma ideal anualmente, os casos e os controles devem ser reexaminados com a mesma metodologia ao longo do
tempo. Dessa forma podemos acompanhar a morbidade, a mortalidade e a letalidade e estudar, até certo ponto,
a histéria natural da doenga.

Dentro dessa linha, os chamados “estudos prospectivos histéricos” tendem a combinar as vantagens dos
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estudos retrospectivos, através de anotagdes anteriores, com os estudos prospectivos, como no caso da doenga de
Chagas, com as limitagdes jé mencionadas para esse tipo de estudo.

Alguns modelos de estudos realizados

O primeiro estudo epidemioldégico que realizamos sobre a doenga de Chagas foi do tipo descritivo
multidisciplinar, visando caracterizar o ciclo ou os ciclos da doenga no antigo estado da Guanabara (Coura,
1965), hoje municipio do Rio de Janeiro, que constou de avaliagdo sobre reservatérios e triatomineos silvestres, de
estudo soroldgico em populagdes autéctones, de demanda hospitalar e doadores de sangue, da doenca em
doadores e receptores de sangue e de um estudo descritivo histérico em uma série de migrantes e nio
migrantes do Rio de Janeiro.

De forma analitica, podemos caracterizar dois tipos de ciclos do “complexo cruzi” (Coura et al., 1966): um
silvestre entre animais e triatomineos, que somente acidentalmente atingia o homem e outro inter-humano, em
nivel hospitalar, entre doadores e receptores de sangue.

A partir daquele estudo, analisamos prospectivamente uma série histérica, inicialmente de cem pacientes
entre 170 estudados (Coura, 1965), acrescidos posteriormente para 260 (Coura, 1976) e depois para 510
(Coura et al., 1983), de vdrios estados do Brasil, mostrando importantes diferengas regionais da morbidade da
doenga de acordo com a drea de procedéncia dos pacientes.

Em uma série de trabalhos seccionais e longitudinais, realizados nos estados de Minas Gerais, Paraiba, Piauf
e Amazonas (Coura et al., 1984, 1985, 1994a,b, 1995, 1996), confirmamos as variagdes regionais da doenga de
Chagas e praticamente definimos a sua histéria natural, desde a sua origem, como ocorre por exemplo na Amazo-
nia, na forma de antropozoonose (infecgao de animais que se transmite a0 homem), onde triatomineos silvestres
atacam o homem (Coura et al., 1994a), para dreas intermedidrias, como as do Nordeste, onde triatomineos como
o T brasiliensis sio ubiquitdrios, vivendo e transmitindo a infec¢ao dentro e fora do domicilio, entre animais e o
homem, sob a forma de anfixenose, até dreas mais antigas, onde o 1. infestans é, ou foi, totalmente domiciliado e
a infecgdo é praticamente uma zooantroponose (zoonose mantida pelo homem).

Na nossa experiéncia, nas dreas primitivas, onde a infecgo ¢ predominantemente silvestre, a doenga ¢ de
baixa morbidade por falta de adaptacio do 7. cruzi a0 homem, enquanto nas dreas intermedidrias a morbidade da
infecgdo humana ¢ menor que nas dreas de zooantroponoses (4reas antigas), onde o 7. cruzi é muito bem adaptado
ao homem e a morbidade da doenga de Chagas ¢ alta.
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Vetores da Doenca de Chagas e sua Relagao com
oHospedeiro Vertebrado e o Parasita

Jacenir R. dos Santos-Mallet

Os estudos relativos aos transmissores de doengas sao vastos, abordando aspectos diversos da morfologia,
fisiologia, controle, resisténcia ao jejum, ecologia, taxonomia e muitos outros. Ao escrever este capitulo nao hd
pretensdo de esgotar o assunto e sim levar ao estudante um resumo que relacione esses aspectos tao diversos.

O “barbeiro”, nome vulgar do vetor de Trypanosoma cruzi no Brasil, pertence & Classe Insecta, Filo Arthropoda,
que abrange uma grande variedade de espécies de importincia médica como, por exemplo, membros da Ordem
Diptera: Subordem Braquicera: Familia Muscidae (mosca doméstica = Musca domestica, promovendo a dissemi-
na¢do de bactérias, bacilos da febre tiféide, cistos de protozodrios e até mesmo ovos de helmintos); Familia
Cuterebridae (mosca do berne = Dermatobia hominis); Familia Calliphoridae (mosca da bicheira = Cochiliomyia
hominivorax); Familia Sarcophagidae (moscas que produzem mifases) e Familia Glossinidae (moscas transmissoras
da tripanosomfase africana). Subordem Nematocera: Familia Psycodidae (flebotomineos, transmissores das
leishmanioses); Familia Simuliidae (borrachudos, envolvidos na transmissio da oncocercose); Famfilia
Ceratopogonidae (maruins, incluindo espécies vetoras de fildrias); Familia Culicidae abrangendo espécies
transmissoras de maldria (mosquitos-prego ou pernilongos do género Anopheles), de dengue, arboviroses, filariose
linfdtica e febre amarela (mosquitos dos géneros Culex e Aedes); Ordem Siphonaptera (pulgas, envolvidas na
transmissao da peste bub6nica e do tifo murino) e da Ordem Anoplura (piolhos, provocam ftirfase ¢ atuam como
agente causal do tifo exantemdtico, febre das trincheiras e febre recorrente na forma epidémica).

Os insetos de interesse médico sao estudados em conjunto com espécimes da Ordem Acari (produzem dermatite,
as vezes paralisia motora, transmitindo febre maculosa, febre Q e febre recorrente na forma endémica), constituindo
a disciplina entomologia médica, ministrada nos cursos de parasitologia das cadeiras da drea de sadde. Todos estes
artrépodos atuam como vetores na transmissao de virus, bactérias, protozodrios e helmintos.

Ressalto aqui a importincia dos trabalhos entomoldgicos dirigidos para o conhecimento da biologia e ecolo-
gia dos vetores, pois s3o indispensdveis para um controle efetivo das grandes endemias através do combate
antivetorial. Exemplo disso pode ser constatado ao relembrarmos as palestras do saudoso mestre Dr. Lednidas de
Mello Deane*, quando relatava fatos ocorridos ao ser chamado para combater a maldria no Nordeste, onde a
doenca se alastrava independente do combate ao Anopheles. Naquela ocasido, o pesquisador observou que nas
palmeiras havia uma espécie de planta que armazenava quantidade de dgua suficiente para formar um criadouro,
e subindo até o local constatou a presenga de uma outra espécie do mosquito caracterizando-a como mais uma
espécie vetora naquela regido a qual, por estar fora do alcance do inseticida se alastrava cada vez mais.

* Dr. Lebnidas Deane foi pesquisador do Departamento de Entomologia do Instituto Oswaldo Cruz, de 1980 a 1993, que chefiou por
muitos anos, tendo sido para todos nés exemplo de dedicagdo e sabedoria.
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O “Barbeiro” na Escala Zooldgica

De todas as classes zooldgicas, os insetos sao os mais numerosos em espécies e ¢ inegdvel a sua importincia na
natureza, como dispersores de sementes, polinizadores, além de sua utilidade para 0 homem, como ¢ o caso das
abelhas e do bicho-da-seda, entre outros. Por outro lado, existem os insetos “nocivos” ao homem, como as pragas
que atingem a agricultura, os ectoparasitas hematéfagos e os transmissores de doengas.

Os “barbeiros” apresentam a seguinte classificagao: Reino: ANIMALIA (METAZOA); Filo: ARTHROPODA;
Subfilo: MANDIBULATA; Classe: INSECTA; Subclasse: PTERIGOTA; Ordem: HEMIPTERA; Subordem:
GYMNOCERATA; Superfamilia: REDUVIOIDEA; Familia: REDUVIIDAE; Subfamilia: TRIATOMINAE.

E comum nos referirmos a esses insetos como hemipteros, reduviideos ou triatomineos. Com base nesta
classificagao, conclui-se que o melhor termo, por ser mais especifico, seria “triatomineo”, uma vez que a Ordem
Hemiptera abrange uma variedade muito grande de insetos.

Atualmente sdo conhecidas 123 espécies de triatomineos, agrupados em cinco tribos e 145 géneros (Jurberg,
1996). Duas destas tribos, Triatomini e Rhodniini, contém os géneros mais importantes, do ponto de vista de
transmissao da doenga de Chagas: Triatoma, com 69 espécies (Figura 1) e Panstrongylus, com treze espécies
(Figura 2) referentes & primeira tribo, e o género Rhodnius, com treze espécies (Figura 3), referente a segunda
tribo citada. Aqueles que desejarem informagoes mais detalhadas sobre a sistemdtica destes insetos, sugerimos
consultar Costa Lima (1940) e Lent & Wygodzinsky (1979).

A tabela abaixo lista alguns nomes vulgares pelos quais os triatomineos sdo conhecidos em diferentes paises.

Nome vulgar Pais

BARBEIRO; BICHO DE PAREDE; BICIMO; CHUPAQ; FINCAO; PROCOTO; VUM-VUM Brasil

BLOOD-SUCKING CONE NOSE; KISSING-BUG Estados Unidos

CHINCHORRO Equador

CHINCHA-VOLADORA México

CHIPO Colémbia, Venezuela

CHUPON Venezuela

VINCHUCA* Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai, Uruguai

* Este nome € origindrio do povo inca, significando “o que cai por terra; o que vem de cima”, lembrando que estes insetos s20 comumente
encontrados nos telhados de palha das habitagdes.

Figuras 1-4 — Triatomineos adultos, ovos ¢ ninfas. 1. Género Triatoma: Triatoma infestans (Klug, 1834); 2. Género Panstrongylus:
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835); 3. Género Rhodnius: Rhodnius prolixus (Stal, 1859); 4. Ovos (a) e ninfas (b)
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Caracteristicas Gerais dos Triatomineos

Os “barbeiros”, como todos os insetos, possuem o corpo dividido em trés regides: cabega, torax e abdomen.
A cabega, sempre mdével, possui os apéndices sensoriais, que sdo as antenas, pegas bucais e olhos compostos. O
térax, formado pela unido do protérax, mesotdérax e metatdrax, apresenta a inser¢ao dos apéndices locomotores,
ou seja, dois pares de asas e trés pares de patas (Figura 5). O nome Hemiptera refere-se 4 morfologia do primeiro
par de asas, que apresenta a metade anterior coridcea e a posterior membranosa, denominada hemélitro (hemi =
metade; élitro = asa ) (Figura 6). O abd6émen, geralmente achatado e largo, com as margens laterais expandidas
(conexivo), ¢ constituido de onze segmentos. Através do 8° e 9° segmentos (genitdlia interna) podemos identificar
machos e fémeas (Figura 7).

Os insetos da ordem Hemiptera apresentam morfologia varidvel, com alguns espécimes bem conhecidos
como ¢ o caso da “maria-fedida’, dos percevejos e das baratas d’dgua. Estes apresentam, geralmente, um cheiro
caracterfstico em decorréncia da presenga de glandulas odoriferas situadas na regido tordcica. Nos “barbeiros”, a
responsdvel pelo odor caracteristico ¢ a glindula de Brindley.

Em relagao aos hdbitos alimentares, existem formas predadoras (rostro recurvado em forma de gancho,
com trés segmentos), fitéfagas (rostro reto, com quatro segmentos) e hematéfagas (rostro reto, com trés
segmentos, dispostos quase paralelamente a cabega). Os triatomineos enquadram-se nesta tltima categoria,
apresentando o seu aparelho bucal do tipo picador-sugador, com as mandibulas e as primeiras maxilas
transformadas em estiletes quitinosos. Na Figura 8, podemos comparar e diferenciar os tipos de aparelho
bucal dos hemipteros.

Os triatomineos sdo insetos hematéfagos em todos os estdgios de desenvolvimento, ou seja, em todas as
fases, de ninfa até a fase adulta, incluindo machos e fémeas. Do ponto de vista epidemioldgico, este fato ¢
muito importante na transmissao da doenga. Esta ocorre durante ou logo apéds a picada, quando os insetos
iniciam as deje¢des. Uma vez infectados, transmitem o 7. cruzi, através das fezes, ao individuo ou animal que
estd sendo sugado.

Sem o repasto sangiiineo nao ocorrerd desenvolvimento, isto ¢, as ninfas fardo no mdximo uma ecdise (muda).
A tolerancia destes insetos ao jejum ¢ muito grande, existindo espécies que ficam mais de seis meses sem alimen-
tagdo; porém, quando esta ocorre, logo a seguir a muda volta a acontecer normalmente.

Estes insetos possuem tamanho e cores variadas, sob a forma de manchas espalhadas em diversas regides do
corpo, que permitem, dentre outros caracteres, diferenciar espécies. Obviamente, nao podemos esquecer que para
uma classificagio apurada, é necessdrio uma chave dicotdmica para sistemdtica, publicada em vdrias obras
especializadas que se encontram citadas nas referéncias ao final do capitulo.

A diferenciagao dos trés géneros de interesse médico pode ser feita através da localizagao do tubérculo antenifero,
ponto de inser¢ao das antenas na cabeca (Figura 9).

* Género Triatoma — Apresenta a cabega de tamanho médio, com a inser¢do das antenas na metade da distAncia
entre os olhos e o dpice da cabeca.
A <« » M ~ —
* Género Panstrongylus — Apresenta a cabeca curta, de aspecto “robusto”, com a inser¢ao das antenas na regiao
imediatamente anterior aos olhos.
* Género Rhodnius — Apresenta a cabega alongada, com a inser¢io das antenas bem préxima ao dpice da cabega.
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Figuras 5-9 — Esquemas da morfologia de triatomineos. 5. Aspecto geral da morfologia externa; 6. Hemélitro com a asa tipica da ordem
Hemiptera, suas por¢oes anterior coridcea (a) e posterior membranosa (b); 7. Abdémen de um macho com vistas dorsal (a), ventral (b)
e de uma fémea com vista dorsal (c); 8. Tipos de aparelho bucal de hemipteros: hematéfago (a), predador (b), fitéfago (c); 9.
Diferenciagio dos géneros Panstrongylus (), Triatoma (b) e Rhodnius (c)

Ciclo de Vida

Sao insetos oviparos e hemimetabdlicos, isto ¢, apresentam a fase de ovo, ninfa e adulto. A diferenca entre as
formas jovens (ninfas) e os adultos estd na presenca de asas nos adultos e na auséncia de aparelho reprodutor
completo nas ninfas. A fémea realiza a postura cerca de vinte a trinta dias apds a fecundagio, com uma quantidade
varidvel, dependendo da espécie. Na literatura encontramos exemplos de até 220 ovos para P megistus em posturas
variadas. A coloragio dos ovos apés a postura ¢ igual para todas as espécies, apresentando-se brancos inicialmente,
tornando-se amarelados, e 2 medida que o embrido vai se desenvolvendo, passam a rosados chegando a rubros
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préximo 2 eclosio. Esses ovos tém caracteristicas morfoldgicas do cério (cobertura protetora) distintas, fornecen-
do por isso, bom material para a classificagio das espécies. O tempo de eclosao também varia de acordo com as
espécies, sendo de oito a quinze dias (Figura 4 a, b).

Ap6s a eclosdo, que se dd por uma abertura denominada opérculo, a ninfa se apresenta rosada e, 2 medida que
0 tempo passa, o contato com o ar faz com que adquira a colora¢ao definitiva. Este fato também ¢ observado cada
vez que ocorre uma ecdise, ou seja a troca do tegumento velho por um novo e maior. Uma vez despojado, o
tegumento recebe o nome de extvia.

A partir da saida do ovo, cada periodo compreendido entre uma muda e outra é denominado estddio. Sao
cinco estddios de ninfa seguidos de um adulto alado, completando um ciclo de aproximadamente duzentos a 250
dias sob condiges de laboratério.

Espécies Transmissoras e sua Distribui¢ao Geogrdfica

Nos géneros considerados de importincia médica temos como principais espécies transmissoras da doenga

de Chagas no Brasil:

Espécie Distribuicdo geogréfica

Triatoma infestans Bahia, Goias, Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco,
Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo, Sergipe, Tocantins

Panstrongylus megistus Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Pard, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte,
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sao Paulo, Sergipe, Tocantins

Triatoma brasiliensis Alagoas, Bahia, Ceara, Goias, Maranhado, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte, Sergipe, Tocantins

Triatoma sordida Bahia, Distrito Federal, Goids, Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parang,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Séo Paulo, Tocantins

Triatoma pseudomaculata  Alagoas, Bahia, Ceard, Distrito Federal, Goias, Maranh&o, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Tocantins

Rhodnius prolixus pode ser encontrado no Brasil nos estados do Amazonas, Goids e Tocantins, porém esta
espécie possui maior importncia na transmissao em paises da América Latina, como ¢ o caso da Venezuela.

As Zoonoses Parasitdrias

Zoonoses sao enfermidades que sao transmitidas naturalmente dos animais a0 homem. O conceito de zoonose
¢ bastante complexo, envolvendo o homem, em alguns casos, outro vertebrado, um artrépode, o agente causador
da doenga e 0 ambiente como um todo, formando um conjunto bioldgico que ¢ ativado por agdes reciprocas entre
todas as partes. A natureza se compoe de uma interagio destes conjuntos que sio modificados constantemente
por mudangas no ambiente. Isto leva a altera¢des nos hdbitos de todos os envolvidos no conjunto. Tomemos por
exemplo os triatomineos. Certamente, a infecgdo por tripanosomatideos estava restrita, inicialmente, ao ecétopo
silvestre, ou seja, as espécies que viviam unicamente em habitats silvestres utilizavam como fonte de alimentagao
animais silvestres (roedores, marsupiais, aves, morcegos, tatus). Com o desmatamento e a coloniza¢ao dessas dreas
pelo homem, houve substitui¢io dos animais silvestres pelo homem e seus animais domésticos (aves, cao, gato e
pequenos mamiferos). Essa modificagdo provocou uma mudanga no hdbito alimentar de vdrias espécies, ou seja,
espécies que eram essencialmente silvestres iniciaram um processo de ocupagio do peridomicilio chegando em
alguns casos até¢ a domiciliaggo.

29



DOENCA DE CHAGAS: MANUAL DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Baseados nestes aspectos, podemos classificar as espécies de triatomineos em  silvestres, peridomiciliadas e
domiciliadas.
Vejamos como as espécies transmissoras mais importantes se enquadram.

* T infestans: é uma espécie domiciliada, com raros focos silvestres, vivendo nas casas em frestas de parede,
telhados de palha, embaixo de colchdes e caixas, atrds de quadros e objetos pendurados nas paredes. Podem
habitar também o peridomicilio, alimentando-se de animais que vivem em galinheiros e currais, podendo
também ser encontrada sob pedras, tocos ou folhas préximos a estes locais.

* P megistus: espécie domiciliada, podendo, ser encontrada no peridomicilio e nos ecétopos naturais como ninhos
de pdssaros, copa de palmeiras, bromélias, ninhos de gambds, etc.

* 1 brasiliensis: espécie domiciliada, podendo ser encontrada no peridomicilio e no meio silvestre em buracos de pedra.

* T pseudomaculata: espécie domiciliada, encontrada também no peridomicilio e no meio silvestre, principal-
mente em oco de drvores.

* T sordida: espécie domiciliada, localizando-se algumas vezes no peridomicilio e no meio silvestre em troncos de
drvores, raizes expostas, palmeira, bromélia, parede de pedra.

* R prolixus: espécie domiciliada, localizando-se principalmente nos telhados das casas, feitos de palha, onde seus
ovos encontram-se aderidos. E encontrado também no peridomicilio e ecétopos naturais (como tocas de tatu e
ninhos de aves).

Controle

A doenga de Chagas é uma das mais importantes endemias dentre as que ocorrem na América Latina. Devido
a isso, os governos €m dedicado atengao especial aos métodos de controle de triatomineos, que sao prioridade em
satide publica. Quando se fala em controle, porém, nao podemos levar em conta somente os aspectos sociais e
epidemioldgicos que envolvem a doenga. Devemos lembrar que para um pais, além dos aspectos citados, também
¢ importante analisar as implicagbes econdmicas que uma populagao “doente” traria no seu desenvolvimento como
um todo e, por outro lado, o beneficio que o controle da endemia traria nos diversos aspectos.

Uma série de fatores envolvem o controle da doenga de Chagas. A simples eliminagio do vetor ndo resolverd o
problema. Antes de qualquer medida ¢ necessdrio ensinar a populagio a identificar os “barbeiros” como transmissores de
uma doenga grave e a levar estes insetos aos postos de satide para determinar se estao ou nao infectados, possibilitando aos
téenicos em satide publica determinar as dreas endémicas. Feito isso, o segundo passo seria melhorar as condigoes de vida
daquela populago, substituindo as casas de pau-a-pique, palha e outros materiais que favorecem a proliferacao desses
insetos, por habitagdes mais adequadas, com reboco interno e externo nas paredes.

Para um controle efetivo, o primeiro passo seria a “pesquisa entomolégica” ou “triatominica’, que nada mais é do
que a busca de vetores ou de vestigios destes, isto é, a presenca de fezes nas paredes e ovos. No caso de ser a primeira
investigagao na drea, esta pesquisa, denominada levantamento triatominico, possibilita conhecer que espécies estao
presentes na drea, bem como o grau de domiciliagao, infec¢do e densidade destas. Quando se trata de dreas onde jé houve
tratamento com inseticidas, essa pesquisa possibilita determinar a extensao e a freqiiéncia de utilizagao dessas substan-
cias. Como esses insetos normalmente se escondem em frestas das paredes, para facilitar a captura utiliza-se um desalojante
quimico (piriza); porém todas as superficies internas e externas das residéncias devem ser revistadas, bem como méveis e
objetos. Além do ambiente intradomiciliar, todos os ambientes do peridomicilio, principalmente os que servem de abrigo
ou viveiro de animais, cercas e muros, devem ser verificados.

Feita a pesquisa, inicia-se a aplicagio de inseticidas, devendo os agentes ter o cuidado de esclarecer & populacao
a necessidade de sua aplicagdo para o controle da doenca. Virios pesquisadores relatam em suas aulas e conferéncias
o fato de a populagio mal informada lavar as paredes das casas logo apés a utilizagio dos inseticidas.

Os inseticidas recomendados sio piretréides de sintese como, por exemplo, ciflutrina, cipermetrina,
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deltametrina e lambdacialotrina, com doses determinadas por técnicos especialistas em utilizagdo de praguicidas
para uso em satide publica.

Além destes procedimentos, a Fundagao Nacional de Satide recomenda que seja feita uma avaliagio soroldgica,
para verificar o impacto do controle vetorial na transmissao da doenga.
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A Ecologia e a Complexidade dos Ciclos de Transmissao
do Trypanosoma cruzi na Natureza

Ana Maria Jansen, Cristiane V. Lisboa, Ana Paula S. Pinho, Renato Sérgio Marchewski,
Regina H.R. Mangia, Elisa Cupolillo & Octavio Fernandes

O Trypanosoma cruzi, protozodrio flagelado digenético pertencente 2 Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae, é um dos parasitas de maior e mais bem-sucedida distribui¢io na natureza. Capaz de infectar
um amplo espectro de mamiferos, distribuidos entre oito ordens, ¢ transmitido principalmente através de contami-
nagio de fezes infectadas dos vetores, triatomineos dos géneros Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus.

Um dos aspectos mais interessantes e discutidos do 7. cruzi é a extrema variabilidade intra-especifica. A
estrutura populacional do parasita ¢ clonal e uma das hipSteses que explicaria a significativa variabilidade genética
deste parasita seria uma divergéncia e a evolugdo clonal antiga e independente (Tibayrenc & Ayala, 1988).

Classicamente admitem-se dois ciclos de transmissao: o ciclo doméstico envolvendo o homem, animais
sinantrépicos, domésticos e triatomineos domiciliados, e o ciclo silvestre envolvendo animais e triatomineos
silvestres. A invasdo do ecStopo silvestre pelo homem ou a domiciliagio de triatomineos e/ou mamiferos silvestres
explicariam a ligagdo entre estes dois ciclos. No entanto, temos observado que o assim chamado ciclo silvestre do
1" cruzi ¢ bem mais complexo, na medida em que, em um mesmo segmento de floresta, podem ocorrer distintos
e independentes ciclos de transmissio e que o estabelecimento de um ciclo domiciliar dependerd da presenca de
animais infectados com uma determinada subpopula¢io do parasita (Fernandes et al., 1993).

A Heterogeneidade da Espécie

As distintas formas sangiiicolas chamaram a atengio dos primeiros pesquisadores que estudaram a biologia
do parasito. Assim, considerava-se serem as formas finas e largas, gametas masculinos e femininos, respectivamen-
te (Chagas, 1909) formas jovens e adultas (Brumpt, 1912). Depois destes estudos iniciais, as vdrias tentativas
que vém sendo feitas no sentido de correlacionar alguma caracteristica morfoldgica, biolégica ou bioquimica dos
isolados com as diferentes formas da doenca humana ou com o curso da infec¢ao em animais de laboratério,
chegaram a resultados ainda bastante controvertidos (Brener, 1973; Gongalves et al., 1984; Luquetti et al.,
1986; Carneiro et al., 1991). No entanto, marcadores bioquimicos e moleculares tém permitido esclarecer
alguns aspectos da epidemiologia do parasita. A andlise do perfil eletroforético de enzimas isofuncionais de
numerosos isolados obtidos de doentes humanos, reservatérios silvestres e triatomineos permitiu que se definis-
sem trés zimodemas (Z1, Z2 e Z3), de acordo com a circulagio do parasita no ambiente domiciliar (Z2) ou

silvestre (Z1 e Z3) (Miles et al., 1977; Barrett et al., 1980). A andlise do perfil eletroforético dos produtos de
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digestao de DNA do cinetoplasto por enzimas de restrigio discriminou ainda mais a heterogeneidade do parasita
(Gongalves et al., 1984). A possibilidade de caracterizar, bioquimicamente, as subpopulagées do 7. cruzi, de-
monstrou que a variabilidade desta espécie pode ser maior do que aquela encontrada em outros zaxa bem
definidos e que os métodos de manuten¢ao do parasita iz vitro e in vivo favoreciam ou eliminavam subpopulagoes
e/ou clones (Dvorak et al., 1972; Deane et al., 1984).

Caracterizagoes moleculares (RAPD - randomly amplified polymorphic DNA e seqiiéncias de genes de miniexon
e da subunidade 24Sa ribosomal) sugeriram duas linhagens distintas e bastante distantes filogeneticamente. A
linhagem 1 foi correlacionada ao ciclo domiciliar e a linhagem 2 ao ciclo silvestre de transmissao do 7. cruzi. Mais
recentemente as subpopulagdes de 7. cruzi foram agrupadas em dois grandes grupos. Assim, isolados caracterizados
como zimodema 1, linhagem 2, tipo III e ribodema II/III, passaram a compor o grupo 7. cruzi 1. As subpopulages
caracterizadas como zimodema 2, linhagem 1, tipo II e ribodema I foram incluidas no grupo 7. cruzi I (Andrade et
al.,, 1974; Miles et al., 1977; Clark & Pung, 1994; Tibayrenc,1995; Souto et al., 1996; Zingales et al., 1997;
Luquetti et al., 1999).

As Peculiaridades da Infeccao nos Mamiferos Silvestres

Embora se saiba que basicamente cada espécie de mamifero e/ou triatomineo possa representar um elemento
selecionador de subpopulagdes do parasita, pouco se conhece sobre a dindmica da transmissao do 7. cruzi na natureza
e as varidveis bidticas e abidticas envolvidas. Os estudos realizados, na maioria das vezes, refletem situacoes
momentineas da enzootia, sem aprofundar a questao das diferentes interagbes entre os reservatérios, vetores e seus
padrdes comportamentais que certamente s3o fundamentais na manutengo e dispersio dessa protozoose.

Os estudos sobre a interagao do 7. cruzi com marsupiais da Familia Didelphidae, que sao considerados os mais
antigos e importantes reservatdrios do parasita (Stevens et al., 1998), no s resultaram no esclarecimento de numero-
sas questoes relacionadas com a biologia e epidemiologia do 7" cruzi, mas também levantaram outras tantas:

a) observou-se que gambds controlam a infec¢do pelo 7. cruzi desde muito jovens (45 dias, ainda inteiramente
dependentes do marstipio). Representam um “filtro bioldgico” bastante seletivo: mantém indefinidamente,
com alto percentual de hemocultivos positivos, as infec¢des experimentais por cepa F e isolados silvestres, todos
de zimodema 1, mas controlam muito rapidamente, chegando em alguns casos a eliminar, as infec¢bes experi-
mentais pelas cepas Y e FL (Deane et al., 1984; Jansen et al., 1997);

b) o ciclo do 7. cruzi, como é conhecido, envolve duas fases de multiplicagao, uma intracelular, na forma amastigota
em diversos tecidos do hospedeiro vertebrado e a outra inteiramente extracelular como epimastigota na luz do
tubo digestivo do inseto vetor. Entretanto, Deane et al. (1984) observaram que os dois ciclos podem ocorrer
simultaneamente no gambd Didelphis marsupialis, no qual o parasita pode multiplicar-se extracelularmente (na
forma epimastigota) e diferenciar-se na luz das glandulas de cheiro. O encontro, nestas glandulas do D.
marsupialis, de formas evolutivas do 7. cruzi antes descritas apenas no tubo digestivo dos triatomineos, demons-
trou ser 0 gambd a0 mesmo tempo reservatério e vetor, e apontou a necessidade de revisio cuidadosa da biologia
dos tripanosomatideos de um modo geral, e do 7. cruzi em particular, a fim de esclarecer a importincia deste
achado na manuten¢io do parasita na natureza. Vale assinalar que glindulas de cheiro sido encontradas na
grande maioria dos mamiferos e estdo relacionadas a numerosos padrdes comportamentais tais como acasalamento,
defesa e marcagao de territério. Tripanosomatideos em geral, e o 7 ¢ruzi em particular, sdo parasitas extrema-
mente ecléticos no que se refere a substrato nutricional e aos diversos microhdbitats oferecidos pelos numerosos
hospedeiros (Vickerman, 1994). A adaptagio do parasita as glandulas de cheiro, hdbitat tao inusitado, reflete
este ecletismo e ¢ provavelmente uma aquisi¢io secunddria na histéria da interagio do 77 cruzi com o gambd
(Jansen et al., 1997).

A importancia epidemioldgica do parasitismo nas glandulas de cheiro ainda ¢ desconhecida, j4 que nio se
avaliou a sua capacidade vetorial. Vale mencionar que, se por um lado o encontro de gambds com parasitas nas
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glandulas de cheiro ¢ raro (Naiff et al., 1987; Steindel et al., 1988; Fernandes, 1993), por outro, surtos endémicos
de maldria ou leishmaniose se mantém com indices de infec¢ao dos vetores em torno de 1%. Sao vdrios os relatos
na literatura de alta prevaléncia de infecgdo natural entre gambds onde a popula¢io de triatomineos ¢ praticamente
ausente; portanto, a raridade de glindulas de cheiro naturalmente infectadas nao exclui a possibilidade de ser este
um mecanismo importante na manutengio da circulagio de 7. cruzi no meio ambiente. Epidemias circunscritas da
doencga de Chagas, nao explicdveis pelos mecanismos habituais de transmissao por triatomineos, sio de hd muito
conhecidas. Muito antes da descri¢io do ciclo do 7 cruzi nas glandulas anais do gambd, jd se havia sugerido uma
correlagio entre a presenca de gambds e um surto epidémico da doenga de Chagas em Nova Teuténia, RS (Nery-
Guimarides et al., 1968). Em condi¢oes artificiais foi possivel infectar camundongos com alimentos contaminados
com contetdo de glindulas de cheiro infectadas.

Avaliando, comparativamente, o curso da infecgao natural de gambds e de cuicas (Philander frenata), um
outro marsupial didelfideo que vive em simpatria com D. marsupialis, observamos que também estes didelfideos
apresentam infecgoes estdveis por 1. cruzi, embora ndo mantenham o ciclo de multiplicagio extracelular nas
glandulas de cheiro. As lesoes histopatolégicas no sao severas, mas s20 um pouco mais importantes do que as dos
gambds. Este estudo foi realizado em um fragmento de Mata Atlantica de altitude (Teres6polis, R]) onde se
observaram altas taxas de infecgio nas duas espécies: 50% em P frenata e 60% de D. marsupialis. A busca de
vetores resultou na coleta de 23 R. prolixus, dos quais 13 estavam infectados.

A caracterizagio bioldgica (acompanhamento do curso da infec¢do experimental em camundongos suicos)
separou os isolados de gambds e cuicas em dois grupos distintos: um, bastante virulento para camundongos,
onde predominaram os isolados de cuicas, e outro, constituido principalmente por isolados de gambds e barbei-
ros, que nio resultava em mortalidade de camundongos experimentalmente inoculados. A caracterizagao bioqui-
mica (andlise dos perfis eletroforéticos de enzimas isofuncionais) também separou os isolados dos marsupiais em
dois grandes grupos: um incluindo todos os isolados dos vetores e a maioria dos isolados de gambds; no outro
predominaram os isolados de cuicas.

Foram observados 15 zimodemas e, como era esperado, uma maior variabilidade genética entre os isolados
de cuicas. A tipagem molecular (andlise da seqiiéncia de gens de miniexons) mostrou 40% de cuicas infectadas
com subpopulagio 77 cruzi 11.

A correlagio entre os marcadores empregados ndo foi absoluta, mas evidenciou a circulagio na natureza de
subpopulacoes do 77 cruzi vinculadas as infecgdes humanas, além de sua associagio preferencial com a cuica P
frenata. Estes resultados, e a observagio prévia de que cuicas ndo sao filtros bioldgicos seletivos, levantaram a
hipétese de que estas duas espécies, tao proximas filogeneticamente e que vivem em simpatria, estariam partici-
pando de dois ciclos independentes de transmissao do 7. cruzi. Esta hipétese foi reforcada na medida em que, em
condigbes experimentais, R. prolixus foi capaz de manter os dois grupos do parasita.

Esta questdo nos levou a estender o espectro de espécies de animais estudados e que ocupassem diferentes
estratos florestais na mata. Passamos entdo a avaliar animais pertencentes as ordens Primata, Rodentia, Quiroptera
e Edentata da Reserva Bioldgica de Poco das Antas.

A Reserva Bioldgica de Pogo das Antas situa-se no municipio de Silva Jardim, limitando-se com Casimiro de
Abreu e Araruama, R]. A vegetagdo ¢ caracterizada por florestas secunddrias em diferentes estdgios sucessionais e por
dreas bastante devastadas. O local ainda conta com uma rica fauna de mamiferos tipicos e endémicos e algumas
espécies vegetais primdrias. Neste local vem sendo desenvolvido um dos mais reconhecidos programas de conservagao
de espécie animal endémico e em extingao: o mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia). O programa de conservagio
inclui a reintrodugfo e a transloca¢ao desta espécie (Kleinman et al., 1990; Beck et al., 1991). Dentro do programa de
translocagio, grupos isolados de micos-ledes-dourados encontrados em pequenos fragmentos remanescentes de Mata
Adantica, s3o transferidos para uma outra reserva (Reserva Bioldgica Uniao). No programa de reintrodugio, fazendas
adjacentes 2 reserva Pogo das Antas sdo repovoadas com micos criados em diversos zooldgicos do mundo. Estes progra-
mas levam sempre em considera¢do a distribuicio original da espécie.

A maioria dos primatas tem uma estrutura social bastante estdvel. Cada grupo de micos-ledes-dourados
conta com quatro a seis individuos. Cada membro do grupo fica responsdvel por diferentes tarefas que incluem
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reprodugio, cuidado com os filhotes, alimentagio e estratégia de defesa. Sao territoriais, ttm atividade diurna,
ocupam o estrato arbéreo/intermedidrio e se abrigam em ocos de drvores.

Até 0 momento, observamos que o 7. cruzi circula pelo menos entre quatro ordens de mamiferos da Reserva
de Pogo das Antas: primata (mico-leao-dourado), edentados (preguica-de-coleira), roedores (rato silvestre) e
marsupiais (gambd).

A enzootia em Pogo das Antas apresenta caracteristicas bastante peculiares quando comparada com
Teres6polis. O percentual de marsupiais naturalmente infectados foi 5%, bastante baixo em relagao as descri-
¢oes de outros autores e de nossas observacoes em outras dreas. Entre os roedores encontramos 13% infectados.
Por outro lado, 50% da populacio de L. rosalia se mostrou infectada. Os micos-ledes-dourados infectam-se
provavelmente logo apds o desmame, nio tendo sido observada transmissao vertical; pesquisa realizada em
quatro animais recapturados entre trés e doze meses, mostra que a enzootia estd se expandindo, o que pode ser
comprovado pela existéncia da infecgdo em alto percentual de L. rosalia reintroduzidos nas fazendas adjacen-
tes A reserva.

Em todos os grupos examinados encontramos micos-ledes-dourados infectados, mas a prevaléncia foi maior
nos grupos que pernoitam no mesmo oco, o que sugere que a fonte da infec¢do se localize neste local. A caracte-
rizagao molecular (andlise de gens de miniexon) dos isolados de micos-ledes-dourados correspondeu & linhagem
1 (7" cruzi 11), ao contrdrio dos isolados dos demais animais que correspondem a linhagem 2 (7 cruzi I). A caracterizagdo
biolégica mostrou que estes isolados tendem a ser mais virulentos para camundongos suios, com taxas de
mortalidade entre 40% e 100%. Os isolados dos demais animais resultaram sempre em parasitemia patente
baixa, com raros exames de sangue a fresco positivos e 100% de sobrevivéncia.

Estes resultados confirmam a complexidade do ciclo silvestre do 7 cruzi, na medida em que observamos
distintos ciclos de transmissao, que independem do estrato florestal, podendo acontecer em um mesmo
ecétopo.

O encontro de micos-ledes-dourados naturalmente infectados por uma subpopulagao de 7 cruzi
correlacionada com a infecgio humana torna fundamental avaliar a importincia desses animais como fonte
de dispersao do parasita na natureza e, principalmente, para individuos humanos, uma vez que os micos-
ledes-dourados vém sendo muito manejados dentro dos programas de reintrodugio e translocagio acima
mencionados. E importante também que sejam repensados todos os programas de translocagio e reintrodugio
nio sé desta espécie, uma vez que a metodologia usada no projeto mico-ledo-dourado serve como modelo
para outros programas de conservagio de animais em extingdo. Além das implicagoes epidemioldgicas deve-
se levar em consideragdo o impacto sobre as outras espécies animais que possa resultar do manejo dos micos
infectados.

Nossos resultados mostram que, em relago a circulagio do 7. cruzi na natureza, se deveriam mencionar “os
ciclos silvestres do 7. cruzi” uma vez que vdrios e independentes ciclos de transmissaio podem ocorrer num
mesmo segmento de floresta. Mais ainda, os nossos estudos indicam que as varidveis envolvidas na circulagio do
1" cruzi na natureza sao Unicas para cada drea, o que inviabiliza qualquer estudo de impacto ambiental baseado
em dados secunddrios.

Cada vez mais 0 homem vem intervindo nas florestas em fungio de diferentes objetivos, que incluem desde
a exploragio até os numerosos programas de conservagao, que sempre resultam em fluxos migratérios humanos,
transloca¢do e reintrodu¢io de animais, o que torna obrigatdério o conhecimento dos fatores determinantes da
dispersao, nao somente do 7 cruzi, mas das parasitoses de um modo geral.
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Respostas Imune Inata, Inflamatdria e
de Fase Aguda na Doenga de Chagas

Tania C. Aralijo-Jorge

A infec¢io humana pelo Trypanosoma cruzi deflagra um conjunto de reagoes que levam ao reconhecimento
do parasita e 4 montagem de uma resposta imune especifica bastante eficaz, capaz de controlar o crescimento
parasitdrio por toda a vida do individuo. Parasitemias subpatentes e a resisténcia a reinfecgio passam entio a
caracterizar a infecdo humana e de outros modelos experimentais mamiferos, inclusive em camundongos.

Os sinais tipicos da fase aguda humana sio o chagoma (lesio na porta de entrada do parasita) e a
parasitemia (presenga do parasita no sangue circulante). A parasitemia desenvolve-se por uma fase indetectdvel
microscopicamente (perfodo pré-patente), outra detectdvel e crescente e uma terceira, detectdvel e decrescente
(Figura 1). Este estdgio da doenga é pouco compreendido em humanos devido aos poucos casos estudados.
As fontes principais de estudos sio casos de infecgao acidental em laboratério (Hofflin et al., 1987; Grauert
et al., 1993) e casos de infecgdo congénita. Tal escassez estd relacionada & curta duragio dessa fase (um a dois
meses) e a presenca de uma sintomatologia tdo fugaz, que pode passar totalmente desapercebida (Antas et
al., 1999). Apés a fase aguda, geralmente benigna e inaparente, segue-se uma fase clinica conhecida como
“indeterminada” ou “inaparente”, na qual associam-se auséncia de sintomatologia clinica com sorologia
positiva. Apds vinte a trinta anos, cerca de 20% dos individuos infectados desenvolvem a fase cronica,
sintomdtica, com diferentes formas clinicas: cardfaca, digestiva ou neuroldgica.

Nos individuos imunocompetentes, a articulagiao da resposta imune ocorre em trés etapas (Figura 1). A
primeira se desenvolve nas duas primeiras semanas pds-infec¢io, antes do aparecimento de parasitemia
patente e ascendente, e depende dos mecanismos efetores da resposta imune inata, também chamada imunidade
natural, com destaque para a resposta inflamatéria. A segunda etapa, que se desenvolve nos estdgios
intermedidrio e tardio da fase aguda da infec¢do, quando a fase ascendente da parasitemia ¢é refreada e
controlada até atingir novamente niveis subpatentes, depende dos componentes celulares e humorais da
resposta imune especifica adquirida. A terceira etapa, também dependente da resposta imune especifica, se
mantém por toda a fase cronica da infecgao e ¢ responsdvel pela manutengio da parasitemia subpatente por
longo prazo, por forte sorologia positiva e pela memdria imunolégica que garante resisténcia a reinfecgio (e
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portanto auséncia de reagudizagdo por qualquer outra cepa do 7. cruzi) no hospedeiro imunocompetente,
mas nio no imunossuprimido. Essa fase é abolida se o individuo infectado for tratado durante a fase aguda
e for curado parasitologicamente.

Parasitemia
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Dias apds a infecgéo
células T células B
anticorpos especificos e liticos
Resposta Imune Resposta Imune Adquirida
Inata ou Natural
J J
Componentes: Componentes:
Celular:macréfagos — citocinas Celular: células T CD4 e CD8
e reconhecimento
mastdcitos — aminas vasoativas células B
células endoteliais — mol.adesé&o
e citocinas
células instersticiais do estroma
células NK (natural killers) — IFN-y
células T yd — IFN-y
células T “naturais” — IL-4
Humoral: resposta de fase aguda: Humoral: anticorpos
lectinas e reconhecimento proteases e citolise
complemento inibidores de proteases
colectinas moléculas opsonizantes
moléculas de ades&o
anticorpos naturais

1% g «a 1 — Cinética das respostas imune inata e adquirida durante a infecgio
por Trypanosoma cruzi, avaliada a partir da detecgdo da parasitemia

Evolugdo da Infecgdo no Sitio de Inoculacgao

Historicamente, a primeira questdo colocada e confirmada no modelo do camundongo foi a infectividade
das formas metaciclicas obtidas dos triatomineos infectados capturados em campo, bem como das sangiiineas
obtidas de animais infectados. Em 1912, Brumpt referia que em algumas horas tripomastigotas sangiiineos
inoculados por via subcutinea jd podiam ser encontrados no sangue, e em 1934 Dias relatou que 40 minutos
apds uma inoculagao subcutinea, e 165 minutos apés uma intraperitoneal, jd se podiam evidenciar parasitas
circulantes. A porta de entrada foi investigada experimentalmente em camundongos também por Romafia
(1943). Este autor demonstrou que as mucosas permitiam a instalagio e expansio da infec¢ao, ao contririo da
pele integra, que se constitufa numa barreira a penetragao do 7" cruzi. O parasita sé coloniza a pele por
inoculagio subcutinea, por escarificagio e manutengio por duas horas do indculo com fezes de triatomineo
contaminadas com metaciclicos.
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A evolugio da infecgio no sitio de inoculagao subcutinea foi também abordada no modelo do camundon-
go e indica a relagao parasita-célula hospedeiro iz vivo (Dias, 1934; Romafa, 1943). Durante o primeiro
perfodo de multiplicagio intracelular do 77 cruzi (trés primeiros dias) ndo ocorrem fenémenos infiltrativos
celulares. S6 quatro a cinco dias apds a inoculagao, em seguida as primeiras rupturas de células parasitadas, é que
aparecem as primeiras células de infiltrado inflamatério: leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos, linfécitos e
mobiliza¢do e ativagio de macréfagos tissulares. Enquanto as células estao integras nao ocorre inflamagio em
torno, mas a medida que aumenta o ndmero de células destruidas pela multiplicagio parasitdria, aumenta a
infiltragio celular. E freqiiente o encontro de células parasitadas no tecido conjuntivo subcutineo e entre os
feixes musculares, em especial macréfagos e fibroblastos, mas a invasio de fibras musculares vizinhas ao ponto de
inoculagao ¢ um fendémeno um pouco mais tardio.

O processo inflamatério inicial é dependente da presenga do parasita e envolve o recrutamento de macréfagos,
células NK, neutréfilos e alguns eosindfilos nestas regioes focais. Isso foi reanalisado por Deutschlinder et al.
(1978). Inoculando a cepa Brazil, subcutaneamente, na pata de camundongos NMRI, os autores observaram
a presenca de granuldcitos dois dias apds a inoculagio, de macréfagos infectados quatro dias apds a infec¢do, forte
infiltrado inflamatério somente nove dias pés-infecgio, em todos os tecido da pata, com ninhos de parasitas ainda
em macréfagos e pseudocistos em células musculares integras. Apds dezoito dias ndo havia mais parasitas
nos macréfagos mas havia muitos pseudocistos nas fibras musculares, junto com forte reagio inflamatéria,
necrose de fibras e reagio de cicatrizagio causada pela ruptura dos pseudocistos. E portanto comum o encontro
de macréfagos parasitados, servindo como hospedeiros para o parasita e sem capacidade microbicida imediata
sobre eles. Com a formagio do infiltrado inflamatério e a ativagdo celular, podem ser encontrados macréfagos
com parasitas fntegros e em divisio e outros com parasitas destruidos (Romana, 1943). E comum também a
destruigao de células adiposas, e hd relatos de que células de parede de vaso (endoteliais) também podem ser
encontradas parasitadas (Dias, 1934). Recentemente foi demonstrado que a carga parasitdria na fase aguda ¢
decisiva no desenvolvimento da patologia, do parasitismo e da ativagio do sistema imune na fase cronica da
infecgao (Marinho et al., 1999).

Um recente estudo de Montéon et al. (1996) confirmou que o primeiro infiltrado inflamatério no sitio
de inoculagio subcutinea do 7. cruzi ocorre com polimorfonucleares apds 1 hora, atinge um pico em 24
horas e nao é mais visto apés sete dias. J4 o infiltrado mononuclear inicia-se apés um dia, é mdximo apds
quinze dias, é ainda detectdvel aos trinta dias, e regride totalmente em oitenta dias pés-infecgdo. No sitio de
inoculagio s6 foi possivel detectar o parasita histologicamente e por imunocitoquimica 1 ou 15 minutos
apds a infecgdo; no entanto, por PCR detecta-se DNA de 7. cruzi desde um até quinze dias. Apds trinta ou
180 dias nem mesmo por PCR os autores detectaram vestigios do parasita no sitio de inoculagao. J4 miosite
e miocardite foram detectadas em intensidade crescente apds sete, quinze e trinta dias, sempre acompanhadas
de infiltrado mononuclear e da detecgio do 77 cruzi por PCR. O parasitismo decresce histologicamente apds
180 dias mas mantém-se positivo por PCR, assim como a miosite e a miocardite.

Os autores acima referidos geralmente concordam em que os macréfagos tém papel decisivo na etapa
inicial de proliferagio parasitdria:

A completa mudanca do parasitismo no sitio de inoculagio para o compartimento muscular sugere que a quantidade de parasitas e

os macréfagos disponiveis no sitio inflamatdrio sdo fatores determinantes na fase inicial da infecgao (Deutchlinder et al., 1978).

Em 1929, Galliard chamou a atengio para o fato de que no peritonio dos camundongos, onde hd
grande disponibilidade de macréfagos residentes, se desenvolve uma infec¢do muito mais intensa que a
percebida pelo exame do sangue. Desde muito cedo (dois dias apés a infecgdo) jé se pode detectar uma
quantidade aprecidvel de tripomastigotas no liquido peritoneal.
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A R.esposta Imune Inata

Considerada por muito tempo como um vestigio ancestral de resposta imune, apenas recentemente a
resposta imune inata vem sendo reexaminada. Seu papel no desenvolvimento e na articulagao das respostas
especificas adquiridas e em problemas de imunorregulagio e imunopatologia vem sendo reinterpretado e
considerado chave nas defini¢oes da intensidade e do tipo de resposta especifica (Fearon & Locksley, 1996).

Os sistemas imune inatos, naturais, si0 compostos por proteinas soltveis e receptores de membrana
produzidos pelas linhagens germinativas para identificar substincias potencialmente nocivas. Seus principais
componentes solveis s3o o sistema complemento e as proteinas de fase aguda, com destaque para as colectinas
(mannose-binding protein e outras), as pentraxinas e os inibidores de proteases. Seus principais componentes
celulares sio os macrdfagos tissulares e inflamatérios (macréfagos ativados inespecificamente), as células NK
(linfécitos natural killers), outras células apresentadoras de antigenos (especialmente células dendriticas), e
algumas células T (Y0 e células T “naturais”). A caracteristica comum a todas essas células é a expressao de
moléculas de superficie com capacidade de reconhecimento dos componentes soltveis da resposta inata
(receptores para complemento e para diversas protefnas de fase aguda), bem como de reconhecimento de
padrdes estruturais diferentes do préprio (non-self), especialmente carboidratos e glicolipidios complexos
comuns em microorganismos. Assim, diversos tipos de receptores de superficie sio moléculas de
reconhecimento caracteristicas dessas células, tais como os receptores scavenger, os receptores para
complemento, o receptor para LPS (CD14) e os receptores lectinicos como o receptor de manose ou as
galactinas. Por meio de sinalizagao desses receptores sao estimuladas a sintese de IL-1, IL-6, IL-12 ¢ TNF-
o (fator o necrosante de tumor). J4 a resposta imune adquirida, que envolve o rearranjo dos elementos V, D,
e ] dos genes RAG 1 e RGA 2 para gerar bilhdes de clones com distintos BCR e TCR, baseia-se num sistema
de detecgio de peptideos que fornece uma faixa de reconhecimento de estruturas moleculares mais ampla do
que os carboidratos, mas nio distingue patégenos potenciais, que precisam de uma resposta imune, de
substincias indcuas para as quais uma resposta imune pode ser desnecessdria ou até mesmo problemdtica,
como no caso de antigenos préprios.

Articulando as respostas imune inata e adquirida encontram-se as citocinas, que se classificam em classes
funcionalmente distintas: TNF, TGE, IL-1, IL-6, IL-8 ¢ MCP-1 que sao consideradas a resposta de fase
aguda; CNE SCF, TPO e EPO que sio citocinas envolvidas na hematopoiese e INF—y, IL-2, -4, -6, -7, -10,
-12, -13 e -15, que sdo as citocinas ditas reguladoras da fun¢ao imune adquirida (Les & Van Voorhis, 1995).

A intensidade de apresenta¢ao de um determinado antigeno é o primeiro determinante da montagem
da resposta especifica adquirida pelo reconhecimento por células T auxiliadoras. Todos os sistemas de
endocitose mediada por receptores em macréfagos e células dendriticas que facilitem a apresentagio
de antigenos parasitdrios (por exemplo, lectinas e receptores diversos de remog¢io de componentes fisiolégi-
cos) conferem, portanto, capacidade de instrugao da resposta imune inata para a resposta especifica adquirida.
Do mesmo modo, todos os sistemas ativadores do complemento, que geram C3d, potencializam a resposta
imune humoral, pois o receptor para C3d (CD21) na membrana dos linfécitos B ao interagir com seu
ligante estabiliza a ligagio de CD19 com o BCR. No hospedeiro nao imune os ativadores do complemento
sd0 as IgM naturais, a pentraxina CRP, as colectinas ou a via alternativa.

A resposta inflamatdria é a primeira fase da resposta imune inata (Figura 2), e tem sido estudada com
diversos agentes infecciosos e traumdticos (Stadnyk & Gauldie, 1991), mas pouco com 7. cruzi. Macréfagos e
mastdcitos sao as principais células efetoras inflamatdrias residentes nos tecidos. Além destas, as células intersticiais
do estroma conjuntivo (fibroblastos) e as células endoteliais dos vasos sangiiineos das regioes afetadas, compoem
o universo celular responsdvel pela orquestragio da resposta inflamatéria e pelo recrutamento de células infla-
matdrias circulantes como linfécitos, neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos e plaquetas. Estas tltimas sio provavelmente
as geradoras dos primeiros sinais para a ativa¢io de macréfagos tissulares, quimiocinas PF4 e BTG e a citocina
TGF-P, secretados por plaquetas que ativam macréfagos a secretar as duas primeiras citocinas pré-inflamatérias,
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IL-1/TNF-q, e os fatores de crescimento PDGF e FGE, que atuam sobre as células intersticiais do estroma
do tecido lesado. Dessa ativagio de plaquetas, mondcitos, mastdcitos e fibroblastos derivam a amplificacio
da resposta local e a montagem de uma resposta sistémica. A resposta local constitui-se de um aumento de
permeabilidade vascular causado principalmente por aminas vasoativas, 6xido nitrico (NO), prostaglandinas
e leucotrienos, ativagio do endotélio vascular e de células do estroma, causada por IL-1 ¢ TNFE, com aumento
de expressio e da funcionalidade de diversas moléculas de adesdo e liberagio de estimulos quimiotdticos
(leucotrienos -LTB,- e quimiocinas como IL-8 e MCAF), para a marginagao vascular de neutréfilos, linfécitos
e mondcitos. A resposta sistémica constitui-se de uma agdo de IL-1, IL-6, TNF e prostaglandinas ao nivel do
sistema nervoso central, levando a febre, & produgio de cortisol, de IL-1, IL-6 ¢ TNF ao nivel hepdtico,
estimulando a resposta de fase aguda, dos fatores estimuladores de colonias (GM-CSF e G-CSF) e de IL-3 ao
nivel da medula déssea para aumento do nimero de leucdcitos e, finalmente, pelo efeito de IL-1 e IL-6 na
inicializagao da resposta imune por células B e T.
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1% g «ra 2 — Células e mediadores envolvidos na resposta de fase aguda
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A Resposta Imune Inata na Doen¢a de Chagas

Existem poucos estudos sobre a resposta inflamatdria imediata a inoculagio subcutdnea com 7. cruzi,
protétipo da infecgdo natural ou acidental. Além disso, a infecgdo por via vetorial ocorre, provavelmente,
mais por via da mucosa ocular do que por via subcutinea, posto que o 7. cruzi nao estd presente na saliva e
sim nas fezes que o triatomineo deposita na regiao onde lesou um vaso sangiiineo para seu repasto.

Num sitio de inoculagao intradérmico, provavelmente as plaquetas s3o as primeiras sinalizadoras para
a inflamagio. O processo de invasio de macréfagos e células nao fagociticas ¢ bastante complexo, envolvendo
mecanismos ativos e passivos, tanto por parte do parasita quanto da célula-alvo, bem como numerosos
componentes da membrana de ambos (revisto em Aradjo-Jorge et al., 1992a e em Burleigh & Andrews,
1995). Apés vérios ciclos reprodutivos, as formas amastigotas sofrem diferenciagdo para tripomastigotas, que
sa0 liberados apés ruptura da célula, podendo invadir células vizinhas ou serem levados a outros tecidos pela
corrente sangiifnea; por isso a parasitemia nio ¢ detectdvel nos primeiros sete a dez dias de infec¢do, quando
a proliferagio parasitdria ainda estd restrita 4 lesio de porta de entrada. Num estudo de infec¢io acidental, a
parasitemia foi detectada apenas 33 dias apds a infecgio (Hofflin et al., 1987). O chagoma de inoculagio
cutinea ¢ a primeira reagio observada no mamifero apds o contato com as formas infectantes e lembra uma
reagdo tipo hipersensibilidade retardada (Romana, 1943). Apéds o inicio da disseminagao por circulagao
sangiiinea ou linfdtica, quando um a dois parasitas j4 podem ser observados numa gota de sangue periférico, hd
uma fase rdpida de expansio parasitdria (fase ascendente rdpida da parasitemia) devida sobretudo a proliferagio
em macréfagos de bago e figado. Essa fase ¢ logo em seguida refreada pela acio eficiente de uma resposta
especifica mediada por células T (ver item 4.2).

4131 Citocinas pré-inflLamatdrias e moléculas de adesdo na fase aguda

Alguns estudos jd abordaram as variacoes e o papel das citocinas IL-1, IL-6, TNF-o. e TGF-, principais
orquestradoras da resposta inflamatéria durante a infecgao experimental por 77 cruzi  (Tarleton, 1988, 1990;
Russo et al., 1989; Russo & Starobinas, 1991; Starobinas et al., 1991; Silva et al., 1991, 1995; Truyens et al.,
1994; Zhang & Tarleton 1996; Laucella et al., 1996). Todas sao detectdveis, aumentam rapidamente, geral-
mente precedem de uma semana o aumento da parasitemia, elevam-se cerca de dez vezes mais que o normal
entre o 14° e o 17° dias, a depender do indculo utilizado, e decaem posteriormente para valores trés a cinco
vezes os iniciais, normalizando-se apds quarenta dias de infecgio. A produ¢do de TNF-at por camundongos
C57BL/6 pode ser induzida mesmo utilizando-se parasitas fixados como estimulo (Tarleton, 1988). Os niveis
de parasitemia nao necessariamente se correlacionam com o nivel de produ¢ao de TNF-au (Russo et al., 1989).
Além disso, a susceptibilidade de uma linhagem a um certo isolado de 7 cruzi parece ser o resultado do
conjunto de interagdes que ocorrem via rede de citocinas, e nio do efeito isolado de uma delas, pois em
diferentes combinag¢oes camundongo/parasita sio detectadas produgdes de todas as citocinas citadas, com
pequenas variagdes de cinética (Zhang & Tarleton, 1996).

A produgio de IFN-y, TNF-a, IL-1-a e IL-6 por camundongos Balb/C infectados com duas diferen-
tes cepas de 7. cruzi (Tulahuen e CA-1) foi estudada, tanto no bago, como no coragio (Laucella et al.,
1996). O interessante é que no cora¢ao hd intenso aumento da produgao de todas as citocinas testadas,
que em alguns casos chega a ser maior do que no bago. Estes autores também analisaram os niveis da
molécula de adesio ICAM-1e mostraram que, como previsto pela presenca de citocinas inflamatdrias, foi
possivel a detecgao de niveis elevados de ICAM-1 soldvel, bem como de expressio aumentada de ICAM-
Ina superficie de células. Essa molécula é fundamental para o extravasamento de células inflamatérias nos
sitios de lesao, mediando o reconhecimento dos leucécitos com o endotélio pela interagio de ICAM-1 com
a integrina LFA-1.
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4132 Ativagdo inespecifica de macrsfages

Os macréfagos tém um papel essencial nas infecgdes. Secretam uma vasta gama de mediadores quimicos e de
citocinas que podem regular a resposta T emergente (funcbes enddcrinas e pardcrinas). Adquirem, processam e
apresentam antigenos para células T e B, e sio uma fonte de moléculas co-estimulatdrias para a ativagio dessas
células. Uma vez sensibilizados (“primados”) por citocinas, eles podem se desenvolver em células ativadas para
uma atividade efetora citotéxica deflagrada por citocinas (como IFN-y e TNF-at) ou outros co-sinais, como LPS
ou produtos do alvo. Secretam entao muitos produtos com atividade microbicida (metabélitos reativos de nitrogénio
e de oxigénio, lisozimas e citocinas citotéxicas como TNE-o), efetivos a depender da susceptibilidade do alvo.

Um trabalho cldssico de Hoff, em 1975, mostrou a cinética de ativagio de macréfagos in vivo, em
camundongos C3H infectados com 7. cruzi. Os macréfagos peritoneais se tornavam resistentes a infecgio iz
vitro apenas 21 dias apds a infecgdo, no final da fase ascendente da parasitemia. Mostrou também que as
curvas de parasitemia dos animais infectados nio se modificavam em individuos imunizados com BCG ou
com Listeria monocytogenes, mas eram reduzidas em animais previamente imunizados com formas epimastigotas
de 77 cruzi. No ano seguinte, Brener & Cardoso (1976) mostraram que a imunizagio com Corynebacterium
parvum reduzia a parasitemia e retardava a mortalidade de camundongos inoculados com altas doses de 77
cruzi. Em 1977 uma série de trabalhos de Nogueira (Nogueira et al., 1977a,b) mostraram que tanto a
imuniza¢do com epimastigotas como com BCG pode ativar macréfagos a exercerem atividade fagocitica e
citotdxica contra 7. cruzi in vitro, e que nesses casos jd na primeira semana pds-infecgio era possivel detectar
a ativagio dos macréfagos. Portanto, se a ativagio inespecifica de macrdfagos pelo BCG for eficiente, pode contribuir
para a resisténcia & infecgdo.

A julgar pelo aumento da expressao de moléculas de MHC classe 11, a cinética de ativacio de macrdfagos
depende do niimero de parasitas inoculados e da via de inoculagio. A porcentagem de macréfagos la+ aumenta
de trés para cem em oito dias apds um inéculo intraperitoneal de 10° parasitas, mas apenas apés 12 dias com
o mesmo inéculo intradérmico, e apds 28 dias com um indculo ID de 10* parasitas (Behbehani et al.,
1981). O curso temporal da ativagio de macréfagos 77 vivo acompanha o aumento nos niveis IFN-y, a
principal citocina responsdvel pela ativagao. Outras citocinas como GM-CSE, M-CSF e TNF-o também
podem contribuir sinergicamente ao efeito do IFN-y. Estudos mais recentes mostraram que as citocinas
IFN-y, e TNF-a sdo as principais mediadoras dessa ativagao de macréfagos (ver Capitulo 4.4) e que IFN-y
e IL-12 compéem um sistema autdcrino de feed-back positivo que amplifica os niveis de IFN-y para ativagao
de macréfagos e de IL-12 para produgio e ativagao de células NK e Th1.

41232 A resposta de fase aguda

A resposta de fase aguda é o nome dado para um padrdo caracteristico de alteragdes metabdlicas que
ocorrem em resposta a diferentes formas de infec¢do, inflama¢io ou danos tissulares (Koj, 1984). Estas
mudangas metabdlicas incluem leucocitose, diminui¢io da concentragio plasmdtica de zinco e ferro, aumento
da concentragao de cobre, aumento do catabolismo protéico e gliconeogénese, aumento da sintese protéica
total e febre, entre outros. Os niveis de complemento aumentam (Scharfstein et al., 1982), mas animais
deficientes no componente C5 do complemento desenvolvem curso normal de parasitemia e apresentam
niveis similares de mortalidade a animais com o sistema complemento funcionante (Dalmasso & Jarvinen,
1980). Além disso, tripomastigotas sao resistentes a ativagao direta da via alternada do complemento, por
possuirem molécula com atividade similar que apresenta decay accelerating factor humano (DAF, CD55)
(Norris et al., 1991). O complemento pode também ser ativado por pentraxinas, como CRP, ou por colectinas,
como mannose-binding protein (MBP). No entanto o 7 cruzi apresenta um antigeno de superficie que
mimetiza CRP humana, a julgar pela capacidade de interagir com anticorpos poli- e monoclonais anti CRP
humana (Coutinho et al., 1998), que pode também contribuir para o escape do parasita aos efeitos do
sistema complemento. Quanto a possivel participagio da MBP, que reconhece padroes de manoses comumente
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expostos na superficie dos microorganismos, ela nao reconhece formas tripomastigotas, contribuindo, desse modo,
possivelmente, para o escape a lise por complemento na fase inicial da infecgio (Kahn et al., 1995). J4 as formas
amastigotas se ligam & MBP, através de glicoproteinas de superficie, da familia SA85 (Kahn et al., 1996).

Durante a inflamagio, hd um grupo bem definido de proteinas, conhecidas como proteinas de fase
aguda, cujos niveis plasmdticos aumentam. Entre elas temos: (a) proteina C reativa (CRP), que funciona
como uma opsonina nio especifica para aumentar a fagocitose de bactérias; (b) a-2-macroglobulina (A2M)
e outros inibidores de proteases; (c) proteina fibrinogénio da coagulagio; (d) proteina amiléide do soro
(SAP); (e) haptoglobina; (f) fibronectina soldvel (Fn). A maioria das alteragdes nas concentragdes plasmdticas
pode ser diretamente atribuida a altera¢des nos niveis de sintese dessas proteinas plasmdticas por hepatdcitos,
que por sua vez sao regulados primariamente por IL-1 /TNF-o e por IL-6.

Até o presente, pouco se sabe a respeito do papel dos elementos da resposta de fase aguda na
doenga de Chagas. Do conjunto de proteinas de fase aguda apenas trés foram estudadas em camundon-
gos: SAP, A2M e Fn.

A SAP aumenta drasticamente no plasma de camundongos C57BL/6, em paralelo ao aumento da
parasitemia, dependendo do inéculo utilizado (Scharfstein et al., 1982; Luz et al., 1994). J4 em camundon-
gos C3H seus niveis nio se alteram em resposta a infecgdo (Luz et al., 1994), e em camundongos Balc/C
aumentam, mas muito menos do que em C57BL/6 (Luz et al., 1994; Truyens et al., 1994). Criangas na fase
aguda da doenga de Chagas também apresentam uma resposta heterogénea quanto a elevagao de CRP (o
homdlogo da SAP de camundongos), com predominio de aumento (Medrano-Mercado et al., 1996a). Sabe-se
que a CRP ativa complemento, atua como um opsonizante e ativa macréfagos e neutréfilos (revisto em Steel &
Whitehead, 1994). Os componentes C3 ¢ C4 do complemento também aumentam na fase aguda da infecgdo
experimental (Scharfstein et al., 1982).

Tanto camundongos como criangas infectadas apresentaram niveis elevados de o-macroglobulinas,
inibidores fisiolégicos de proteinases, durante a fase aguda (Luz et al., 1994, 1995; Medrano-Mercado et
al., 1996a,b). O aumento do nivel de A2M ¢ mais significativo nas criangas assintomdticas do que naque-
las sintomdticas, que se encontravam hospitalizadas no momento da colheita do soro (Medrano-Mercado
et al., 1996b). Camundongos Balb/C que sobreviveram a infec¢do aguda apresentaram niveis mais eleva-
dos de A2M plasmdtica compardvel aqueles que morreram (Aradjo-Jorge et al., 1992b). No entanto, tal
como para SAP também ¢ grande a heterogeneidade observada nos animais e em humanos quanto a
elevacio dos niveis de A2M (Luz et al., 1994, 1995; Medrano-Mercado et al., 1996b). Como ¢ conheci-
do o envolvimento de proteinases de 7. cruzi em eventos moleculares ligados a sua interagao com células
hospedeiras (revisto em Aradjo-Jorge et al., 1992a), o efeito de A2M nesse processo foi estudado in vitro
e mostrou-se que A2M pode inibir a invasio de macréfagos e fibroblastos por parasitas das cepas Y,
Colombiana e CL, possivelmente devido a sua agao inibidora sobre proteinases. Além disso, a pré-incu-
bagdo de macréfagos peritoneais residentes com A2M resulta em um aumento na endocitose e na destrui-
cao celular de tripomastigotas da cepa Y. Um papel potencialmente importante e ainda pouco explorado
da AM ¢ sua atividade como carreadora de citocinas (revisto em Borth, 1992 e em Legrés et al., 1994).
Esta ligagdo resulta na redu¢ao de atividade dessas citocinas, ou no aumento de sua meia-vida. A2M liga-
se a TGF-B, TNF-a, IL-1, IL-2 e IL-6.

Finalmente, foi demonstrado que também a Fn apresenta niveis ligeiramente elevados na fase aguda da
infec¢io experimental (Truyens et al., 1995), resultado encontrado também em criangas chagdsicas na fase
aguda (Antas, 1996). Em ambos os casos foi mostrado que hd elevagio dos niveis de anticorpos anti Fn.
Estudos iz vitro sugerem que Fn tenha papel como adjuvante na penetragio do parasita nas células do
hospedeiro vertebrado (Wirth & Kierszenbaum, 1984; Ouaissi et al., 1985), e que anticorpos anti Fn
podem ter efeito “protetor” na infecgdo (Ouaissi 1988). Apesar desse conjunto de dados, ainda nio foi
esclarecido o real papel que essas proteinas de fase aguda apresentam 77 vivo na infecgio.
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Atividade de Células NK e de Células TvyS

Quando ativadas, as células NK cumprem duas fungdes primordiais: sintetizar IFN-y e lisar alvos reco-
nhecidos por seus receptores. Um dos sistemas de ativagao das células NK € a interagao. Na década de 80 foi
observado um aumento de atividade NK no ba¢o de animais C57BL/6 ¢ C3H infectados experimentalmen-
te (Hatcher et al., 1981), bem como a indug¢do de atividade citotdxica em macréfagos peritoneais. Essa
atividade pode ser verificada tanto utilizando-se parasitas vivos como mortos por calor. Com base em seus
resultados, os autores discutiram que nao havia indicios de que células NK desempenhassem um papel
direto na protegio durante a infecgio por 7 cruzi. A administragio de indutores da atividade NK, como o
dcido poliinosino-citidilico (Hatcher & Kuhn, 1982), gera células NK com atividade tripanocida. Do mesmo
modo, a administragao de tilerone (James et al., 1982), indutor de atividade NK, aumenta a resisténcia a
infecgio. No entanto, o papel-chave das células NK como secretoras de INF-y e participantes da resisténcia
do hospedeiro a infecgio por 77 cruzi foi recentemente demonstrado (Silva et al., 1995), especialmente
quando da sua deplegao in vivo por anticorpos anti NK (ver item 4.4).

J4 a subpopulagio de linfécitos Ty pode ser ativada por antigenos contendo prenil-pirofosfato (compo-
nentes de membranas de microorganismos envolvidos na ligagdo de carboidratos), e nao precisam de
processamento intracelular ou de associagio com produtos MHC. Secretam IFN-y e TNFa e induzem a
diferenciagao de células Thl. Seu nimero aumenta bastante durante a infecgio (Minoprio et al., 1989).
Essas células podem modular a parasitemia em certos modelos (Cardillo et al., 1993) e a inflamagao
caracterfstica da miocardite aguda (Santos-Lima & Minoprio, 1996).

R.egulacido da Resposta Imune Inata

H4 muitas evidéncias de que a resposta imune inata se auto-regula, reduzindo a ativagio de macréfagos
e a produgio local de éxido nitrico (NO). Em excesso, altos niveis de TNF-a, de IFN-y e de NO podem ser
extremamente prejudiciais ao préprio hospedeiro (Hunter et al., 1997; Meyer zum Buschenfelde et al.,
1998). Assim, nas situagbes experimentais de resolucio da fase aguda, tanto a resposta imune adquirida,
especifica anti 7. cruzi, como o controle da ativagao da resposta inata tém um papel decisivo (ver item 4.3).
As citocinas responsdveis por essa “desativagio” sao IL-10 e TGF-B, cuja sintese aumenta. IL-10 comega a
ser detectada trés semanas apds a infec¢io em Balb/c, tanto com cepa virulenta como atenuada de 77 cruzi
(Revelli et al., 1999) e apresenta maiores niveis séricos, justamente no modelo mais resistente, sem lesao
tissular. A producgdo de IL-10 ¢ necessdria para controlar os efeitos inflamatérios letais de citocinas tipo 1
produzidas durante a infeccio (Hunter et al., 1997) e camundongos resistentes apresentam maior produgio
de IL-10 quando comparados com susceptiveis (Zhang & Tarleton, 1996). O declinio da sintese de TNF-a.,
NO e IL-13, medidos por detecgado do mRNA por RT-PCR no tecido cardiaco (Powell et al., 1998) é mais
rdpido num modelo experimental resistente do que num susceptivel a infecgio.

Esse conjunto de evidéncias e estudos sao claros indicativos de que a resposta imune inata é ativa
durante a infecgio por 7. cruzi, colabora para o estabelecimento da resposta imune especifica e, dependendo
da regulagao homeostdtica de seus componentes efetores, pode ser decisiva para o estabelecimento de resis-
téncia ou susceptibilidade a fase aguda, bem como ao desenvolvimento posterior de patologia associada a
fase cronica da infecgao.
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A Resposta Imune Celular na Infecgdo Experimental por
Trypanosoma cruzi

George A.Dos Reis

A infecgao experimental de camundongos por Trypanosoma cruzi induz a uma série de alteragdes no
sistema imune: imunossupressio, ativa¢do policlonal linfocitdria e hiperprodu¢io de imunoglobulinas
(Igs), além de resultar na persisténcia indefinida do parasita nos tecidos do hospedeiro e na lesio dos
tecidos nervoso e cardiaco (revisto em Brener, 1994 e em Dos Reis & Lopes, 1999). Estas caracteristicas
em muitos aspectos mimetizam a infec¢io humana conhecida como doenga de Chagas ou tripanosomfase
americana. O camundongo constitui o principal modelo experimental disponivel para o estudo dos me-
canismos patogénicos e imunoprotetores relacionados a infecgio chagdsica, com a ressalva de que serd
sempre necessdrio verificar a validade das observa¢oes descritas através da sua ocorréncia em humanos
infectados. A discussao aqui apresentada nio tenciona rever os dados jd publicados, mas sim discutir
alguns aspectos controvertidos sobre o tema que permanecem por ser esclarecidos.

A Resposta Imune: Protecdo e Lesdo

7

Como outros microorganismos patogénicos intracelulares, o 7. cruzi é capaz de infectar o hospedeiro
mamifero vertebrado, resistindo indefinidamente ao ataque da resposta imune. Esta no entanto, apds um
periodo de imunossupressao e ativagao policlonal generalizada, torna-se capaz de controlar o nivel de parasitismo
nos tecidos. Segundo a tendéncia atual mais aceita, é o controle imunoldgico da carga parasitdria nos tecidos
que gera mecanismos de lesao tecidual progressiva (Tarleton, 1995). No entanto, nio estd descartado que
mecanismos imunolégicos de auto-reconhecimento disparados pelo processo infeccioso também possam ter
um papel adicional na patogénese das lesdes observadas (Ribeiro dos Santos et al., 1992). O nivel de conheci-
mento obtido sobre a imunidade celular contra o parasita, apesar de sofisticado em alguns casos, ¢ descritivo.
Os mecanismos de persisténcia do 7. cruzi, e a natureza das alterages imunoldgicas que permitem esta persisténcia
s30 amplamente ignorados, devido as limitagbes do conhecimento atual sobre imunorregulagio.

Diferentes grupos de pesquisa, utilizando diferentes isolados de 7. cruzi e diferentes linhagens isogénicas
de camundongo, estao estudando aspectos da imunidade inata e da imunidade adquirida contra o parasita,
geralmente baseados na produgio de diferentes citocinas regulatérias da resposta imune. Numerosas evidén-
cias recentes indicam um papel importante da imunidade inata, nio s6 como primeira linha de defesa do
hospedeiro, mas também no direcionamento instrutivo da qualidade da resposta imune adquirida subseqiiente
(Fearon & Locksley, 1996). Vdrios estudos demonstraram um importante papel de células NK (natural
killer) na defesa inicial contra a infec¢ao por 77 cruzi (Cardillo et al., 1996), cuja fungio protetora estd ligada
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a producio da citocina IFN-y por estas células. Esta citocina tem um papel protetor inicial na infecgio
chagdsica (Reed, 1988), presumivelmente devido a sua capacidade de ativar a produgao de metabdlitos do
6xido nitrico (NO), com atividade tripanocida em macréfagos infectados (Gazzinelli et al., 1992). Por outro
lado, a ativagdo intensa de células NK parece dependente da produgao da citocina IL-12, além de TNF-a,
por macréfagos infectados pelo 7. cruzi (Aliberti et al., 1996). J4 foi amplamente demonstrado que a produ-
¢ao local de IL-12 e IFN-y por mecanismos inatos de defesa facilita a indugao subseqiiente de células T CD4
especificas para antigeno com o fendtipo secretério de células Thl. Esta deve ser a razio pela qual uma onda
de ativagao de células Thl ocorre primeiro na infec¢dao chagdsica, predominando no inicio da fase aguda
(Zhang & Tarleton, 1996).

Ainda durante a resposta imune inata, ocorre produ¢io das citocinas regulatérias IL-10 (Reed et al.,
1994) e TGF-B (Silva et al., 1992), com uma cinética mais retardada em relagio ao IFN-y. Estas citocinas,
entre outros mecanismos, antagonizam a agio ativatéria do IFN-y ao nivel da resposta dos macréfagos
teciduais a esta citocina. Tanto macréfagos (Reed et al., 1994) como células B CD5 (Minoprio et al., 1993)
podem produzir IL-10, e é possivel que esta produgdo seja necessdria para minimizar os efeitos téxicos
causados por uma grande produgio das citocinas inflamatérias IL-12 e IFN-y. As células B CD5 correspondem
a uma subpopulagio “primitiva” de linfécitos B, com algumas caracteristicas semelhantes a macréfagos,
apesar de rearranjarem os genes de Ig (Hardy et al., 1994). As Igs formadas reconhecem, em geral,
determinantes antigénicos localizados em antigenos polissacaridicos tinicos de microorganismos, e a ativagao
destas células requer citocinas que podem aparentemente ser supridas por células NK como células auxiliadoras
(Snapper & Mond, 1996). A maior resisténcia de animais deficientes de células B CD5 a infecgio chagdsica
foi atribufda a uma maior produgio de IFN-y e a reduzida produgao de IL-10 neste caso (Minoprio et al.,
1993). Também as células T y3, uma linha de defesa intermedidria entre a resposta inata e a adquirida, e que
reconhecem um grupo restrito de determinantes antigénicos comuns a vdrios microorganismos, podem
modular a parasitemia e o grau de lesdo tecidual na infecgdo chagdsica (Cardillo et al., 1993).

A resposta imune inata tem um papel inicial importante na defesa anti 7. cruzi, controlando parcial-
mente a infecgdo. Animais geneticamente deficientes de respostas adquiridas (animais RAG knockout cujos
linfécitos ndo fazem rearranjo génico) controlam a infecgio tao bem como animais normais durante a primeira
semana de infec¢do, perdendo, a seguir, o controle da parasitemia, enquanto animais normais conseguem
resolvé-la (Abrahamsohn & Coffman, 1996). A resposta imune adquirida, mediada por linfécitos T CD4 e
CD8 convencionais (TCR af}) e pelos anticorpos produzidos por células B convencionais, é absolutamente
essencial para o controle da parasitemia e para a sobrevivéncia do hospedeiro. Estes dados foram obtidos
infectando-se camundongos deficientes na expressao de moléculas de histocompatibilidade classe I ou classe
11, deficientes em células T CD8 ou CD4 maduras, respectivamente (Tarleton et al., 1992; Rottenberg et
al., 1993). Os animais sio altamente susceptiveis 2 morte pela infecgao. Existe ainda uma correlagio entre
o grau de lesdo tecidual e a imunocompeténcia do hospedeiro na fase aguda. Os animais deficientes em
células T CD8 ou CD4 apresentam alta carga parasitdria nos tecidos, mas pouca ou nenhuma lesao tecidual
(Tarleton et al., 1992, 1995). Estes dados sugerem que a lesao tecidual é conseqiiéncia inescapdvel do
processo de controle do parasitismo tecidual por linfdcitos efetores competentes (Tarleton, 1995). A necessidade
de células T CD4 na defesa poderia estar relacionada com a ativagdo imunoldgica de macréfagos infectados
e com a destrui¢ao intracelular de parasitas por células do tipo Thl, produtoras de IFN-y e, no caso de
células Th2, com a indugio da produgio de anticorpos liticos protetores (Brener, 1986). Um estudo recente
demonstrou a existéncia de uma onda de atividade Thl na infec¢io chagdsica que posteriormente se extingue,
dando lugar a uma onda de atividade Th2 que persiste durante a infec¢do crénica (Zhang & Tarleton,
1996). O mecanismo de inativagao das células Thl nao estd claro, podendo derivar da indugao de anergia
clonal ou de morte celular programada. Por dltimo, a necessidade de células T CD8 na defesa deve estar
relacionada com a capacidade do parasita de infectar qualquer tipo celular do hospedeiro, incluindo células
que nao expressam MHC classe II, apenas MHC classe I. Neste caso, a defesa anti 7. cruzi deve estar
relacionada com a atividade citotdxica de efetores do tipo T CD8. No entanto, o estudo deste importante
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aspecto da resposta imune celular tem sido prejudicado pela inexplicdvel dificuldade de se demonstrar e
isolar células T CD8 citot6xicas especificas para antigenos do parasita. Foi demonstrado que células T CD8
da infec¢do chagdsica sofrem um processo de morte celular por apoptose espontinea quando explantadas
imediatamente de animais infectados (Lopes et al., 1995), o que poderia ter relagio com a dificuldade de
isolar células funcionais vidveis nesta infecgio.

Virios estudos identificaram a presenga de uma etapa de imunossupressio generalizada iz vitro de
linfécitos T (Harel-Bellan et al., 1985) e foi sugerido que esta etapa ¢ critica para o escape e persisténcia do
parasita nos tecidos (Kierszenbaum, 1981). Estudos recentes apontam para dois mecanismos distintos de
imunossupressao: um mediado por produtos de macréfagos ativados, e outro mediado por um programa
de morte programada induzida por ativagio pelo TCR da célula T. Confirmando estudos anteriores, uma
investigagdo recente identificou um mecanismo de supressio de células T CD4 na infecgdo aguda por 7 cruzi
mediado por células aderentes/macréfagos (Abrahamshon & Coffman, 1995). Neste trabalho, contudo, foi
demonstrado que apds ativagio linfocitdria, a produgio exacerbada de IFN-y levou também a producio de
radicais de NO por macréfagos, que inibiram a proliferacio celular de linfécitos T (Abrahamshon & Coffman,
1995). Portanto, este mecanismo resulta de respostas Thl exacerbadas que culminam com a produgao de
mediadores téxicos por macréfagos ativados. Utilizando um modelo de infec¢do de baixa viruléncia, com
formas metaciclicas de 7 cruzi, outros estudos identificaram um defeito intrinseco na ativagao de células T CD4
via o receptor antigénico (TCR), mas nao através da via alternativa de ativagao mediada pelo antigeno CDG69 (Lopes &
Dos Reis, 1994, 1996). Neste modelo, nio se encontrou evidéncia de anergia nas células T (Lopes & Dos
Reis, 1996), mas o defeito intrinseco foi identificado como morte programada induzida por ativagio, levando
a apoptose linfocitdria (Lopes et al., 1995). Neste estudo, células T CD8 morriam espontaneamente por
deprivagio de fatores (exaustio clonal?), mas nio morriam apds ativagao (Lopes et al., 1995). A morte por
ativagio de células T CD4 parece ser um fendmeno imunorregulatério decorrente da extensa ativagao policlonal,
e causa supressdo das respostas proliferativas iz vitro, estando ausente quando a ativagio se processa por vias
alternativas como CDG9 e Ly-6 (Lopes & Dos Reis, 1996). Em conjunto, estes estudos indicam a operagao de
mecanismos supressores distintos, possivelmente atuando em fases distintas da infecgdo. A imunorregulagio
de células T CD8 na infec¢ao permanece pouco entendida.

Os dados discutidos aqui revelam um avanco significativo na compreensdo da patogénese da infecgao
chagdsica. No entanto, as vdrias lacunas existentes ainda nao permitem estabelecer com clareza as anomalias
imunoldgicas que resultam na cronifica¢io da infecgdo. Animais geneticamente alterados em determinadas
vias moleculares de regulagao imunolégica (como citocinas, receptores sinalizadores de apoptose e proteinas
protetoras contra a exaustio clonal) serdo ferramentas importantes para dissecar estes processos iz vivo.
Também faltam modelos adequados para definir os mecanismos imunopatogénicos de lesao do tecido cardiaco,
e resolver se esta é primariamente causada pela presenga do parasita, ou por linfécitos T auto-reativos,
sensibilizados durante o processo agudo de ativagdo policional. Uma dltima fronteira pouco explorada
¢ a identificagio de moléculas e mecanismos utilizados pelo parasita para subverter local e sistemicamente a
imunidade celular. Nesta linha situam-se os trabalhos recentes de identificagio do TIF (fator imunossupressor
de tripomastigotas) (Majunder & Kierszenbaum, 1996), e do glicoinositol fosfolipideo (GIPL) de 7 cruzi

(Gomes et al., 1996) como moléculas capazes de bloquear respostas imunes celulares do hospedeiro.
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A Resposta Imune Humoral e
As Fungdes do Linfécito B na Infecgédo por Trypanosoma cruzi

Maria Teresa Rivera

A forma aguda da infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi se caracteriza por uma intensa multiplicagdo parasi-
tdria. A parasitemia aumenta rapidamente, associada 2 morte de um certo nimero de individuos. Naqueles
que sobrevivem, o controle da infecgdo se traduz por uma diminuigio progressiva da parasitemia, que se tornard
praticamente indetectdvel na forma cronica da infec¢io. Os parasitos circulantes nao sio eliminados completa-
mente, apesar de o hospedeiro parasitado na fase cronica ter se tornado resistente a uma nova infecgao.

A infecgdo por 7. cruzi apresenta, assim, o paradoxo encontrado freqiientemente nas relagdes parasita-
hospedeiro, ou seja, a persisténcia de uma populagio parasitdria no hospedeiro imune. Além disso, a infecgao
acarreta uma desregulagdo do sistema imune, com uma ativa¢io policlonal dos linfécitos B e T, um certo
grau de hipergamaglobulinemia e um estado de imunossupressao, que sio, provavelmente em parte, a
origem da patologia da doenga de Chagas.

A Ativacdo Policlonal dos Linfécitos B

No camundongo infectado pelo 7. cruzi ocorre logo uma ativagio policlonal de células B na fase aguda,
que persiste na fase cronica (D’Imperio Lima et al., 1985, 1986; Minoprio et al., 1986a). Esta ativagio
causa uma hipergamaglobulinemia poliisotipica importante e reversivel, sendo caracterizada por um aumento
considerdvel de imunoglobulinas e uma resposta especifica ao parasita, que também ¢ poliisotipica e estdvel.
Nesta resposta se detectam altas concentragoes de 1gG2a e IgG2b entre os anticorpos anti 7. cruzi, e IgG2a
entre os anticorpos inespecificos (Spinella et al., 1992; El Bouhdidi et al., 1994), podendo esse isotipo
atingir 50% das imunoglobulinas totais do soro (Hontebeyrie-Joskowicz, 1994). Esta ativagao policlonal
foi bem demonstrada no modelo murino da doen¢a de Chagas, porém na infec¢io humana ainda nio estd
totalmente estabelecida (Kierszenbaum & Sztein, 1994). Existem, no entanto, os seguintes relatos indicativos
de sua ocorréncia em humanos: (1) num caso de infecgao acidental em laboratério foi estudado o curso da
produgio de imunoglobulinas especificas anti 7. cruzi, bem como de imunoglobulinas dirigidas para auto-
antigenos (Grauert et al., 1993); foi demonstrada hipergamaglobulinemia precoce desde 17 até 66 dias
(mdxima em trinta dias) apés a infecgdo, quando a parasitemia se tornou subpatente, de IgM e IgG, de
cardter poliisotipico (IgA, IgM e IgG), e também com elevados niveis de auto-anticorpos IgM e das subclasses
de IgG; (2) foi demonstrado que pacientes chagdsicos cronicos apresentam na circulagdo uma alta
freqiiéncia de células ativadas (Dutra et al., 1994), tanto B como T, caracteristicas de condigdes patoldgicas
com respostas auto-imunes, hiperimunes e policlonais, e que esta ativagio se mantém mesmo apds a cura
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parasitoldgica (Dutra et al., 1996). Recentemente foi identificado um antigeno de 7. cruzi de 24 kDa com
capacidade de ativagao policlonal de células B (Silva et al., 1998), que utilizada para sorologia em ELISA
correlaciona-se aos resultados obtidos com o método de detecgao de anticorpos liticos (Krautz et al., 1994;

Taibi et al., 1995).

A Fungdo das Células B CD5S

As células B CD5 constituem uma populagio de linfécitos B, presentes principalmente durante a
vida fetal, que participam da sele¢io dos linfécitos maduros (Minoprio et al., 1989). Estas células
aumentam consideravelmente durante a infecgio por 7. cruzi, e assim poderiam estar implicadas nas
reagbes auto-imunes associadas a doenga de Chagas (Minoprio, 1991). Em pacientes crénicos também
foi demonstrada alta freqiiéncia de células B CD5 (Dutra et al., 1996). Camundongos geneticamente
deficientes em linfécitos B CD5 (mutagao Xid) controlam a parasitemia de modo mais eficaz, nio
apresentando alteragbes no estado geral (caquexia) e desenvolvendo somente poucas lesdes inflamatdrias
no infcio da fase cronica da infecgdo. Além disso, produzem niveis menores de imunoglobulinas tanto
nao especificas (policlonais) como anticorpos especificos anti 7 cruzi (dez vezes menores do que nos
animais sem mutagdo) (Minoprio et al., 1993). Estas informagdes sugerem que as células B CD5 estdo
implicadas na maturac¢io das células B seja diretamente, ou aumentando a atividade dos linfécitos
CD4 Th2; no camundongo Xid, a deficiéncia em linfécitos B CD5 poderia produzir uma inibigio das
células CD4 Th2 e uma ativagiao das células CD4 Thl (Hontebeyrie-Joskowics, 1991), aumentando
assim a resisténcia 2 infecgao por 7. cruzi. Em conclusio, as células B CD5 permitiriam uma forte
ativacgao das células B convencionais com uma produgao dos isotipos IgG2a e IgG2b, acarretando
lesbes inflamatdrias e auto-imunes associadas com a doenga de Chagas (Minoprio et al., 1991).

A Produgdo dos Anticorpos Especitficos anti 7. cruzi

7

A investiga¢do de anticorpos anti 7. cruzi por meio de diferentes técnicas ¢ a base do diagndstico
imunolégico da doenga de Chagas (Breniere et al., 1985; Carlier et al., 1985; Brener & Krettli 1990;
Tanowitz et al., 1992). Na infeccio experimental, a resposta especifica é poliisotipica com um predominio
dos anticorpos IgG2a, IgG2b e IgM (Spinella et al., 1992; El Bouhdidi et al., 1994).

Um trabalho cldssico no estudo dos mecanismos humorais de protegio demonstrou que, associados ao
estado de protecio do hospedeiro, estavam apenas os anticorpos reativos contra formas vivas de tripomastigotas
(e ndo formas fixadas ou extratos e fracoes celulares), que podiam mediar nestas a lise por complemento
(Krettli & Brener, 1982). Essa linha de investigagio firmou o conceito de anticorpos anti 7. cruzi liticos,
reativos apenas contra formas vivas do parasita, ¢ que decaem quando ocorre cura parasitoldgica apés terapia
tripanocida (e proposto como critério de cura parasitoldgica), e anticorpos anti 7. cruzi convencionais,
capturdveis com antigenos de parasitas fixados, extratos ou fragdes. Um polipeptideo de 160 kDa da super-
ficie dos tripomastigotas foi identificado como alvo para os anticorpos protetivos (Martins et al., 1985), e
posteriormente foi clonado um antigeno de 160 kDa (gp160) que ¢ capaz de induzir a sintese de anticorpos
liticos e que apresenta homologia com o DAF (CD55) humano (Norris et al., 1991).

O papel protetor dos anticorpos foi bem estudado no modelo camundongo (Kagan & Norman, 1961;
Kierszenbaum & Howard, 1976). Estes anticorpos aparecem a partir da terceira semana de infeccao (Krettdi &
Brener, 1976) e participam da eliminagao dos parasitas circulantes (Kipnis et al., 1981; Umekita et al., 1988).
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Diferentes experiéncias evidenciam sua fun¢io protetora:

* a parasitemia e a mortalidade sao muito mais elevadas em camundongos que s3o, geneticamente, maus
produtores de anticorpos do que naqueles bom produtores (Kierszenbaum & Howard, 1976; Brener &
Krettli, 1990);

* a pré-incubagio de tripomastigotas com um soro de forma crénica diminui sua infectividade (MacHardy,
1977);

* a deplecdo de linfdcitos B por injegdo de anticorpos torna os animais mais susceptiveis a infecgdo (Okabe et al.,
1980);

* a transmissdo passiva de soros imunes ou de imunoglobulinas purificadas provenientes de animais na fase
cronica protegem os camundongos contra uma infecgio letal (Scott & Goss-Sampson, 1984; Brener 1986);

* por outro lado, niveis elevados de infec¢io siao obtidos em animais sem células B; a transferéncia de células
imunes do bago sem linfécitos B, nao induz a uma protegao nestes animais (Scott, 1981).

A protegao depende da porgio Fc dos anticorpos (Umekita et al., 1988), e mais especificamente dos
isotipos IgG1, IgG2a e IgG2b, que aumentam a eliminagdo dos parasitos circulantes (Takehara et al., 1981;
Brodskyn et al., 1988, 1989).

Diferentes mecanismos dependentes de anticorpos podem contribuir para a eliminagio de tripomastigotas
extracelulares:

* sua aglutinagdo com soros imunes especificos diminui sua infectividade (Krettli & Brener 1976; Brener &
Krettli, 1990);

* a infecgdo de células ndo fagociticas (como células miocdrdicas e fibroblastos) pode ser inibida por anticorpos
(Wirth & Kierszenbaum, 1988);

* anticorpos capazes de reconhecer um epitopo galactosil-o-1-3galactose presente na superficie da forma
tripomastigota de 7. cruzi destroem os parasitas, participando assim na diminui¢do da parasitemia das
formas aguda e cronica da infec¢do (Gazinelli & Brener, 1991; Gazinelli et al., 1991);

* esta lise pode também ser mediada pela via cldssica ou alternativa do complemento (Krettli et al., 1979),
nao necessariamente pela por¢ao Fc dos anticorpos, mas sim pelo bloqueio que estes possam ter sobre o
inibidor da C3 convertase presente na superficie de tripomastigotas circulantes (Joiner et al., 1988; Norris
et al., 1994);

* a opsonizagao dos parasitas por anticorpos pode contribuir para sua elimina¢io através de mecanis-
mos de ADDC (citotoxicidade celular dependente de anticorpos). Diferentes populagoes celulares
apresentam receptores FcR na sua superficie, como eosinéfilos (Sanderson et al., 1977), macréfagos
(Okabe et al., 1980) e mastécitos (Tambourgi et al., 1989), podendo assim contribuir para a
elimina¢ao dos parasitas.

A expressio dos FcyRII/III de baixa afinidade estd aumentada nas células de camundongos infectados
(Aradjo-Jorge et al., 1993). Mesmo assim, os parasitas opsonizados por anticorpos sio mais facilmente
fagocitados e lisados por macréfagos. A atividade tripanocida dos macréfagos resulta de sua ativagio
por certas citocinas liberadas por linfécitos T sensibilizados (Nogueira et al., 1981), como o IFN-y,
cuja fungio foi claramente demostrada in vitro e in vivo (Golden & Tarleton, 1991). Outras citocinas
podem entrar em sinergia com IFN-y e contribuir para uma maior ativagio dos macréfagos. Este ¢ o
caso de TNF-a, produzido pelos préprios macréfagos durante a infecgdo por 7. cruzi (Tarleton, 1988),
e que também tem uma func¢io protetora demostrada in vitro e in vivo (De Titto et al., 1986; Starobinas
et al., 1991).

IL-1, GM-CSF e IL-3 parecem possuir também uma ago sobre a ativagio de macréfagos, porém inferior
a de IFN-y e TNF-a (Reed, 1998). Além disso, a IL-1 complementada com a IL-2, estimula também a fungio
das células T helper, participando deste modo na resposta imune dos linfécitos B (Reed et al., 1989).
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Diagndstico Imunoldgico da Doengca de Chagas

A detecgao de anticorpos anti 77 cruzi é um instrumento muito importante, sobretudo no diagndstico e
na avaliagio da forma crénica da infec¢do (Ferreira, 1992). Extratos antigénicos do parasita preparados a
partir de formas epimastigotas de cultivo ou de tripomastigotas obtidos por cultivo celular, sio utilizados
em diferentes reagbes soroldégicas como fixagao do complemento (reagio de Machado-Guerreiro),
hemaglutinagio, imunoprecipitagio, imunofluorescéncia e ELISA (Carlier et al., 1985; Brenitre et al.,
1987). Estas técnicas permitem o diagndstico de infecgdes cronicas em 95 a 99% dos casos. Além do
diagnéstico clinico, estes métodos sao utilizados no controle de doadores em bancos de sangue e em estudos
epidemiolégicos.

O problema ocasionado por reagdes falso-positivas levou ao desenvolvimento de técnicas de diagndstico
sorolégico muito mais especificas. A utiliza¢do de antigenos purificados especificos para 7 cruzi, ou de
anticorpos monoclonais permitem eliminar as reagdes cruzadas devido a outros tripanosomatideos encontrados
na América Latina (Leishmania e 1. rangeli) (Dragon et al., 1985; Lemesre et al., 1986; Martin et al., 1990;
Paranhos-Bacalla et al., 1994). Tambem gracas 4 detecgdo de anticorpos antiidiotipicos especificos para 7.
cruzi, pode-se diferenciar pacientes cronicos assintomdticos daqueles que apresentam doenga cronica grave
(D’Avila Reis et al., 1993b). A detecgao de anticorpos que inibem a atividade da enzima transialidase de 77
cruzi permite avaliar a infec¢do cronica e a congénita. Tal como os anticorpos liticos, estes anticorpos
neutralizantes podem servir também como marcadores de remissio no acompanhamento de pacientes
submetidos a quimioterapia (Leguizamon et al., 1994). Porém, uma resposta humoral especifica contra um
extrato total de 7. cruzi e contra o peptideo R-13 (derivado da proteina ribosomal P do parasita) mostra que
os anticorpos anti R-13 permitem diferenciar formas da patologia chagdsica: estes anticorpos se apresentaram
em grande propor¢io em pacientes chagdsicos cardfacos e ausentes em outros pacientes que apresentavam
formas digestivas desta enfermidade; respostas positivas anti-R-13 também foram detectadas em recém-
natos infectados por via congénita (Aznar et al., 1995).

A detecgio de anticorpos liticos, que foi classicamente feita pelo teste de lise mediado por complemen-
to (Krettli & Brener 1982), estd sendo aprimorada. J4 foram descritos métodos de citometria de fluxo
(Martins-Filho et al., 1995) e de ELISA (Krautz et al., 1994; Taibi et al., 1995), utilizando respectiva-
mente tripomastigotas de cultura de células como agente de captura, ou antigenos purificados ou
recombinante (Tc-24), que também diferenciam a infecgao por 7 cruzi da infecgdo por T rangeli. Apesar
de anticorpos liticos estarem presentes em vérios mamiferos, uma caracteristica importante da doenca de
Chagas ¢ a presen¢a somente em humanos (e em primatas do Novo Mundo, mas nio em camundongos)
de anticorpos antigalactose, capturdveis por laminina de camundongo ou outros antigenos ricos no epitopo
Gal-a1-3-Gal (Szarfman et al., 1982; Milani & Travassos, 1988). Sdo precoces e intensamente estimula-
dos durante a infecgio pelo 77 cruzi (Gazzinelli et al., 1988; Grauert et al., 1993); sdo capazes de induzir
a lise dos parasitas em presenca de complemento (Almeida et al., 1991) e apresentam-se em niveis mais
elevados em pacientes cronicos assintomdticos do que em sintomdticos (Gazzinelli, 1992). Estudos com
criangas infectadas em 4rea endémica da infecgdo demonstraram que a presenga desses anticorpos em dilui-
coes séricas de 1:5.000 pode ser indicativa da presenga de infecgio recente (Medrano-Mercado et al., 1996a,

b; Antas et al., 1999).
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Participagdo de Citocinas no Determinismo de
Resisténcia ou Susceptibilidade & Infecgdo Experimental por
Trypanosoma cruzi

Gislaine A. Martins, Jilio C. 5. Aliberti & Jo&o 5. Silva

Neste capitulo discutiremos o papel de algumas citocinas e quimiocinas e de alguns dos possiveis mecanismos
que influenciam no determinismo da resisténcia e/ou susceptibilidade em camundongos infectados por Trypanosoma
cruzi. Durante a fase inicial da infecgdo por esse parasita, os indices parasitémicos e a mortalidade do hospedeiro
dependem intrinsecamente da cepa de 77 cruzi e das caracteristicas genéticas do animal infectado, induindo os genes
do sistema principal de histocompatibilidade (Wrightsman et al., 1982). Algumas cepas de parasitas sao capazes de
matar todos os animais infectados enquanto outras s3o quase avirulentas, induzindo baixa parasitemia e auséncia de
mortalidade. Certas linhagens de camundongos sio resistentes 4 infec¢io enquanto outras s3o altamente suscetiveis
e morrem durante ou logo apds a fase aguda (Andrade et al., 1985; Silva et al., 1992).

A resposta imune protetora e/ou auto-imunidade desenvolvida durante a infecgio pelo 7 cruzi e o tipo de
célula T auxiliar (Th) a ser expandido sio certamente influenciados pelas citocinas presentes no ambiente
durante o processo de diferenciagao celular. Citocinas como IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-12, IL-13, IL-14 e IL-18
podem dirigir a diferencia¢io de subpopulagdes de células T com conseqiiente ativagdo preferencial de linfécitos
Th1 ou Th2. Estas subpopulagoes de células T foram definidas com base em seu padrio de secre¢io de
citocinas (Mosmann et al., 1986), assunto recentemente revisto por Mosmann & Sad (1996). Com o
desenvolvimento do padrao de resposta Thl hd um predominio da secre¢ao de IL-2 e IFN-y, induzindo
preferencialmente ativagio de macréfagos e resposta mediada por células (Cher & Mosmann, 1987; Stout &
Bottomly, 1989), enquanto o desenvolvimento de Th2 leva 2 sintese preferencial de IL-4, IL-5 e IL-10
favorecendo a resposta mediada por anticorpos (Coffmann et al., 1988). IFN-y inibe a proliferagio de células
Th2 (Gajewski & Fitch, 1988) e IL-4 inibe a expressao de receptores de IL-2 e producao de IFN-y (Peleman
et al., 1989; Martinez et al., 1990). Por sua vez, IL-10 inibe a sintese de citocinas por Th1 (Fiorentino et al.,
1989). O balango entre estas citocinas determina o padrao de resposta celular a ser gerada, ditando as classes de
anticorpos a serem produzidas e a resposta eferente a ser desenvolvida.

O Papel de IFN-y

O IFN-y ¢ uma das citocinas mais estreitamente implicadas na resisténcia a infec¢io pelo 7. cruzi e
desempenha papel central em induzir a ativagio de macréfagos e a inibi¢do da replicagio intracelular dos
parasitas (Nogueira & Cohn, 1978; Silva et al., 1991; Gazzinelli et al., 1992), e quando administrado 7z
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vivo em camundongos aumenta a resisténcia a infecgdo, levando a diminuicio de parasitemia e ao aumento
da sobrevida (Reed, 1988). A importancia de IFN-y no controle da infecgio por 7. cruzi foi definitivamente
estabelecida por experimentos nos quais a neutralizagdo por meio de tratamento iz vivo com anticorpos
monoclonais (Cardillo et al., 1996) ou a delegao génica (Martins et al., 1999) de IFN-y aumentou drasti-
camente a susceptibilidade a infec¢io. Resultados obtidos mais recentemente em nosso laboratério demons-
tram que além de ser necessdrio para a eliminagao dos parasitas, através da indugao da produgao de 6xido
nitrico (NO), o IFN-y participa ainda da modulacao da expressio das moléculas Fas e Fas-L, expressas em
niveis significativamente elevados nas células esplénicas apés a infecgdo. Em seguida, baseados em uma série
de experimentos realizados com animais geneticamente deficientes de IFN-y, sugerimos que essa citocina
estd indiretamente implicada no controle da resposta imune, através da indugao de NO e expressao de Fas e
Fas-L e, conseqiiente indu¢do de apoptose nos linfécitos dos animais na fase aguda da infecgdo com 7. cruzi
(Martins et al., 1999). Contudo, experimentos recentes mostraram que camundongos resistentes e susceptiveis
secretam quantidades semelhantes de IFN-y quando infectados por 77 cruzi. Esse achado sugere que outras
citocinas secretadas durante a infecgdo poderiam inibir os efeitos de IFN-y.

O Papel de TGF-B e IL-1O

Citocinas que sabidamente inibem os efeitos de IFN-y em macréfagos sio TGE-B e IL-10 (Ding et al,,
1990). Investigando a possibilidade dessas citocinas participarem do controle da resposta ao 7. cruzi, mostramos
a presenca de TGF-f biologicamente ativo e de IL-10 em sobrenadantes de esplendcitos de animais infectados. A
presenga de tais citocinas coincidiu com o aumento da produgio de IFN-y e com o inicio do aparecimento de
parasitemia patente nos animais. Experimentos 7 vitro mostraram que tanto TGF-B como IL-10 sio capazes
de inibir o efeito tripanocida de macréfagos ativados por IFN-y (Silva et al., 1991, 1992). Adicionalmente,
concluimos que TGF-B e IL-10 atuam 77z vivo durante a infecgio com 7. cruzi, pois o tratamento dos animais
infectados com TGF-f recombinante ou com anticorpo anti IL-10 resultou em aumento e diminui¢io de parasitemia
e mortalidade, respectivamente (Silva et al., 1991; Reed et al., 1994). Por outro lado, o tratamento com anticorpo
anti IFN-y determinou aumento da mensagem para IL-10, sugerindo que a producio de IL-10 e de IFN-y em
camundongos infectados ¢é regulada por um mecanismo de feed-back negativo (Reed et al., 1994).

Uma série de experimentos foi realizada com o intuito de determinar a cinética de produgio e o papel
das citocinas sintetizadas logo apds o primeiro contato dos parasitas com as células-alvos. Os resultados
demonstraram que o tratamento com anticorpo anti IFN-y foi mais eficaz em determinar o aumento de
parasitemia quando realizado mais préximo do dia de infec¢ao dos animais. O indculo de anticorpo anti
IFN-y no 11° dia apds 2 infec¢do, ou mais tarde, foi completamente ineficaz em determinar o aumento de
parasitemia ou mortalidade dos animais. Isto ¢, neste periodo ainda que produzido em grande quantidade,
IFN-y j4 ndo é mais efetivo em controlar a infecgdo, possivelmente pela presenga de TGF-$ e IL-10. Com o
objetivo de entender a regulacio da resposta anti 7. cruzi logo no inicio da infecgdo, incubamos esplendcitos
normais com tripomastigotas vivos e verificamos que animais resistentes e susceptiveis produziram quanti-
dades similares de IFN-y. Entretanto, animais resistentes produziram quantidades significativamente me-
nores de IL-10 que os susceptiveis. Este dado sugere que a susceptibilidade pode estar relacionada a maior
produgio de IL-10.

Investigamos em seguida quais células envolvidas na resposta imune inata eram responsdveis pela pro-
dugdo de IFN-y. Verificamos que tripomastigotas vivos foram capazes de induzir a produgio de IFN-y tanto
em células esplénicas de camundongos eutimicos como de atimicos, o que demonstrou que a produgiao de
IFN-y ¢ independente de células T. Como a deple¢ao de células NK bloqueou a produgao de IFN-y, sugerimos

que estas seriam as principais responsdveis pela produgao desta citocina apds o estimulo inicial com 77 cruzi,
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num perfodo da infec¢io no qual ainda nio hd resposta imune especifica. Nestes experimentos mostramos
também que sobrenadantes de esplendcitos aderentes cultivados com 77 cruzi foram capazes de induzir a
produgio de IFN-y por esplendcitos normais, sugerindo que as células produtoras desta citocina nao necessitam
contato direto com o parasita, mas sim com algum fator presente no sobrenadante, o qual ¢ produzido apds
a interagdo macréfagos-tripomastigotas (Cardillo et al., 1996).

Em seguida, mostramos que macréfagos cultivados com tripomastigotas vivos, mas nao epimastigotas
ou parasitas mortos, secretam IL-12, que por sua vez foi capaz de induzir a produgio de IFN-y por
esplendcitos normais. Nesses ensaios, a adi¢ao de anticorpo monoclonal neutralizante anti IL-12 aos
sobrenadantes bloqueou completamente a capacidade de induzir a sintese de IFN-y. O papel da IL-12
durante o curso da infecgdo in vivo, foi melhor entendido quando camundongos infectados e tratados com
anticorpo anti IL-12 apresentaram aumento de parasitemia e mortalidade. Estes resultados levaram-nos a
sugerir que IL-12, produzida por macréfagos quando da interagdo com 7. cruzi, participa conferindo
resisténcia ao hospedeiro, levando a uma diminuicio da parasitemia e 2 mortalidade durante a fase aguda
da infeccao por 7. cruzi (Alibert et al., 1996). De fato, o tratamento com IL-12 recombinante levou a
uma diminuigdo da parasitemia dos animais (Hunter & Araujo, 1996).

A. Participagdo das Puimiocinas

Quimiocinas sio mediadores inflamatérios amplamente implicados na modulagio dos fendmenos que
levam ao actimulo de populages especificas de leucicitos em processos inflamatdrios agudos e crénicos em
uma série de doengas. Em termos gerais, as quimiocinas podem ser liberadas por diferentes tipos celulares
depois da ativagio e desempenham atividade quimiotdtica potente tanto iz vivo como in vitro. Além da grande
implicagao na migracao dos leucécitos, as quimiocinas podem participar, ainda, de outros eventos extremamente
importantes para o estabelecimento da resposta imune, como proliferagio de linfécitos T e diferenciagao dos
padrdes Thl e Th2, entre outros. Estudando a possivel participagao das quimiocinas na resposta imune contra
o T cruzi, experimentos realizados em nosso laboratério demonstraram que macréfagos inflamatérios obtidos
da cavidade peritoneal de camundongos produzem as B-quimiocinas JE/MCP-1, MIP-a, MIP- ¢ RANTES
quando cultivados iz vitro com tripomastigotas vivos de 77 cruzi. Adicionalmente, essas quimiocinas foram
diretamentes implicadas na indugio da produgiao de NO e inibigao do crescimento dos parasitas nesse sistema
(Aliberti et al., 1999). Em concordincia com esses resultados, Villalta et al. (1998) demonstraram que também
em macréfagos humanos, a atividade tripanocida via produgao de NO pode ser induzida 77 vitro pelas quimiocinas
RANTES, MIP-a. e MIP-f, sugerindo portanto que as quimiocinas devem estar amplamente implicadas na
resposta imune contra o 7. cruzi. Nesse contexto, cabe ressaltar que a produg¢ao dessas quimiocinas poderia estar
envolvida também nos mecanismos mediadores de processos patolégicos agudos e cronicos como a ocorréncia
de miocardite freqiientemente observada apds a infecgio com 7. cruzi.

O Papel do Oxido Nitrico e TNF-a

A atividade tripanocida dos macréfagos ativados foi inicialmente atribuida a geragio de perdxido de hidrogénio
(Nogueira & Cohn, 1978; Reed et al., 1987). Entretanto, a quantidade de peréxido de hidrogénio liberada por
macréfagos durante a infecgio de camundongos susceptiveis pode ser mais alta que a observada em animais resisten-
tes (Russo et al., 1989) e tratamentos capazes de exaurir ou eliminar os metabélitos do burst respiratério de macréfagos
ativados ndo inibiram a atividade tripanocida destas células. Mesmo macréfagos incapazes de ativar o burst respiratd-
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rio matam parasitas intracelulares com a mesma eficiéncia que macréfagos normais (Gazzinelli et al., 1992). Esses
dados sugeriram que a atividade tripanocida de macréfagos ¢ independente da geragdo de perdéxido de hidrogénio.
Adicionalmente, as citocinas que facilitam a replicagio dos parasitas (IL-10 e TGF-B) também inibem a indugio da
enzima 6xido nitrico sintase (NOSI). Ao contrdrio, IFN-y tem atividade tripanocida e ativa a NOSi. Realmente, o
bloqueio dessa enzima por inibidores especificos abole completamente a atividade tripanocida de macréfagos ativados,
demonstrando que o NO efetivamente controla a replicagio intracelular do 7 cruzi (Vespa et al., 1994).

Resultados obtidos em nosso laboratério demonstraram que células esplénicas de camundongos na
fase aguda da infecgdo secretam altas quantidades de NO, sendo essa produgdo mais répida nos animais
resistentes. Camundongos infectados e tratados com inibidores da NOSi tornam-se mais susceptiveis a
infecgdo, apresentando maiores parasitemias e mortalidade, sugerindo que o0 NO também ¢ importante para
controlar a replicagio dos parasitas 7z vive. De fato, tripomastigotas sio altamente susceptiveis a morte
induzida por NO, visto que quando incubados com uma droga doadora de NO como SNAP (S-nitroso-
acetil-penicilamina), mas nio com seu andlogo penicilamina, morrem de maneira, dose e tempo dependen-
te. Assim, sugerimos que formas amastigotas ou tripomastigotas de 7. cruzi sio mortas no interior de macréfagos
por um mecanismo dependente de NO (Vespa et al., 1994).

Em outros experimentos avaliamos o papel de TNF-o em induzir a produgao de NO em células isoladas ou
em animais infectados. Verificamos que a adigao de TNF-ou sobre macréfagos infectados, tratados ou nio com
IFN-y n3o induziu qualquer atividade tripanocida, nem potenciou o efeito de IFN-y. Contudo, a adi¢io de
anticorpo anti TNF-a. &s culturas de macréfagos infectados e estimulados com IFN-y promoveu uma diminui¢io
significante da produ¢do de NO e um aumento da replicagao dos parasitas intracelulares. Verificamos, ainda, que
TNF-a ¢ produzido por macréfagos na presenca de tripomastigotas vivos e que a adi¢io de IFN-y exdgeno
potenciou essa produgio em pelo menos dez vezes. Esses resultados permitiram sugerir que tripomastigotas de 7
cruzi induzem liberagio de TNF-o por macréfagos que, na presenca de IFN-y, atuam de maneira autdcrina,
promovendo a produ¢io de NO. Desta forma, juntos IFN-y ¢ TNF-a desempenham importante papel no
controle da quantidade de parasitas circulantes em animais infectados por 7 cruzi. Além de IFN-y e TNF-a, a
produgio de NO pelos macréfagos infectados com 7. cruzi pode ser modulada também pelo fator ativador de
plaquetas ou PAF (do inglés plateler-activating factor), como demonstrado por experimentos realizados recente-
mente em nosso laboratdrio. Os resultados desses experimentos indicam que a atividade indutora de produgio de
NO exercida por PAF nos macréfagos infectados 7z vitro também ¢é dependente de TNF-a, ilustrando assim a
importincia de TNF-al na indugio dos mecanismos tripanocidas. Com efeito, o tratamento de camundongos
infectados com anticorpo anti TNF-a provoca aumento de parasitemia e mortalidade e conseqiiente diminuigao
da produ¢io de NO, confirmando os resultados obtidos 7z vitro (Silva et al., 1995).

Oxido Nritrico e Uiporresponsividade

Apesar da importancia do NO como mecanismo microbicida na fase aguda da infec¢do experimental com 77
cruzi ser patente, tem sido demonstrado que 0 NO também induz imunossupressio nessa fase da infecgio
(Abrahamsohn & Coffmann, 1995). De fato, tratamentos 7z vivo que levam a diminui¢io da produgio de NO,
como os tratamentos com os anticorpos monoclonais anti TNF-o ou anti IFN-y ou com o inibidor da enzima
NOSi, foram capazes de restaurar, a0 menos parcialmente, a resposta proliferativa de células esplénicas de animais
infectados ante a mitdgenos. Ainda esses tratamentos promoveram aumento da viabilidade celular observada
nestas células apds cultura por 24 horas (Martins et al., 1998). O efeito imunossupressor do NO foi anteriormente
demonstrado em outras infecgdes causadas por protozodrios como 7. brucei (Sternberg & McGuidan, 1992;
Schleifer & Mansfield, 1993), Toxoplasma gondii (Candolfi et al., 1995), e Plasmodium vinkei (Rockett et al.,
1994), ou por bactérias, como Listeria monocytogenes (Gregory et al., 1993). Nessas infeccdes, a resposta proliferativa
pode ser parcial ou totalmente restaurada pelo tratamento 7z vivo ou in vitro com inibidores da NOSi.
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Os mecanismos pelos quais o NO exerce fun¢ao imunossupressora ainda nio sao claros, entretanto,
foi demonstrado que o NO pode inibir a apresentagdo de antigenos por macréfagos regulando negati-
vamente a expressio de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (Sicher et al., 1994).
Adicionalmente, alguns trabalhos demonstram que o NO pode alterar o funcionamento de complexos
enzimdticos imprescindiveis para o metabolismo celular (Granger & Lehninger, 1982; Kilbourn et al.,
1984), inibir a duplicagao de DNA (Lepoivre et al., 1990) ou causar danos diretos no DNA (Nguyen
et al., 1992) sugerindo que o NO nio sé pode inibir a replicagao mas também pode induzir a morte
celular. De fato, o NO tem sido identificado como indutor de apoptose em macréfagos ativados in vitro
com LPS e IFN-y (Albina et al., 1993; Sarih et al., 1993), em células tumorais (Granger & Lehninger,
1982), células das ilhotas pancredticas (Kaneto et al., 1995), timécitos (Fehsel et al., 1995) e em
clones de células T antigeno-especificas (Stefani et al., 1994), entre outros. Por outro lado, o NO
também pode bloquear a indugiao de apoptose em determinadas circunstincias.

Resultados obtidos em nosso laboratério tém demonstrado que em animais agudamente infectados
pelo 77 cruzi, um dos possiveis mecanismos pelo qual o NO poderia participar mediando imunossupressao
seria através da indugdo de apoptose. Inicialmente demonstramos que durante a fase aguda da infec¢io
por 17 cruzi hd um aumento da porcentagem de células em apoptose no bago dos animais infectados por
1" cruzi. Nesses animais os maiores {ndices de apoptose foram encontrados justamente quando os {ndices
parasitémicos e de produgao de NO estavam elevados. Esses primeiros achados possibilitaram a
formulagdo da hipdtese de que o NO produzido em indices elevados durante a fase aguda da infec¢io
experimental por 7. cruzi poderia participar na modula¢io da indugao de apoptose. Tal possibilidade
foi posteriormente confirmada quando experimentos in vitro demonstraram que, apds 48 horas de
cultivo, a porcentagem de apoptose em esplendcitos obtidos de animais agudamente infectados por 77
cruzi poderia ser reduzida se fossem adicionados as culturas inibidores da enzima NOSi ou anticorpos
monoclonais anti TNF-a ou anti IFN-y. Quando os animais infectados receberam esses mesmos
tratamentos iz vivo, a porcentagem de apoptose nas células esplénicas foi menor que a dos controles
infectados e tratados com salina ou anticorpo controle (Martins et al. 1998).

Em conjunto, os resultados apresentados (ver sumdrio na Figura 3.), além de demonstrarem o papel
fundamental de citocinas na indugio dos mecanismos efetores da morte dos parasitas, também documentam a
importincia desses mediadores na regulacio de tais mecanismos. Nossos resultados comprovam a importincia
do NO como agente tripanocida e simultaneamente sugerem um mecanismo pelo qual o NO participaria na
indugio de imunossupressao durante a fase aguda da infec¢do experimental pelo 77 cruzi. Tais achados contri-
buem para um melhor entendimento da relagao hospedeiro-parasita na infecgao por 7. cruzi e podem abrir
perspectivas para futuras intervengbes imunoterdpicas em pacientes chagdsicos.
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O Timo como Org&o-alvo na Infecgdo pelo Trypanosoma
cruzi

Vinicius Cotta-de-Almeida& WVilson Savine

O sistema imunoldgico é determinante na resisténcia antiparasitdria durante o curso da infecgio pelo
Trypanosoma cruzi (Tarleton, 1991, 1995). Isto pode ser verificado quando camundongos atimicos sio
infectados pelo 77 cruzi (Gongalves-da-Costa et al., 1984), bem como apéds deplegio especifica de linfécitos
T CD4* (Minoprio et al., 1987; Russo et al., 1988) ou de CD8* (Tarleton, 1990). Nesses animais ocorre
aumento de parasitemia, concomitante a um alto grau de parasitismo tecidual, com uma diminuigdo no
infiltrado inflamatdrio intracardfaco, demonstrando assim, que ambas as subpopulagoes CD4 ¢ CD8 pare-
cem ser relevantes no controle da infec¢ao (Tarleton, 1991, 1995).

Paralelamente, diversas alteragdes no ramo celular da resposta imunoldgica celular podem ocorrer
como, por exemplo, uma ativagao policlonal maci¢a concomitante a uma imunossupressao (revisado
em Minoprio et al., 1989). Destaca-se ainda uma diminui¢ao na producio de IL-2 (Harel-Bellan et
al., 1983; Nabors & Tarleton, 1991), redugio na expressio de moléculas de superficie de linfécitos T
(Kierszenbaum et al., 1989) e presenca importante de apoptose de linfécitos T (Lopes et al., 1995).

Outro ponto relevante refere-se 2 presenga de um componente auto-imune na miocardite da fase cronica
da doenca (Takle & Hudson, 1988; Cunha-Neto et al., 1995). Nesse fenémeno, foi sugerida a participagio
de linfécitos T, apds estudo em camundongos, mostrando que as células T CD4* sdo responsdveis pela
efetuacio de uma resposta auto-imune antimusculo cardfaco que ocorre em animais cronicamente infectados
(Ribeiro-dos-Santos et al., 1992). Entretanto, a demonstragao de que células CD8* predominam em sitios
inflamatdrios no coragio de pacientes chagdsicos (D’Avila Reis et al., 1993a) sugere uma participagio dessas
células na lesdo cardfaca da fase cronica.

Esses distirbios na imunidade celular nos levam a imaginar um possivel comprometimento também na
geragdo de células T. De fato, a influéncia do timo no curso da infecgdo pelo 77 cruzi pode ser evidenciada
pela nogio de que a infecgdo em animais timectomizados (Schmunis et al., 1971) ou em camundongos
atimicos (Kierszenbaum & Pienkowski, 1979; Gongalves-da-Costa et al., 1984), apresenta-se com um grau
maior de severidade, com os animais apresentando parasitemia e mortalidade mais altas. E importante
ressaltar que a timectomia em animais adultos, seguida de infecdo pelo 7. cruzi, determina nestes animais
redugio na resposta policlonal de linfécitos B, e que pode ser evidenciada diminui¢do no nimero de células
secretoras de Ig, principalmente em relagao aos isotipos de IgG (Minoprio et al., 1989). Além disso, a
detec¢do de formas amastigotas no timo (Savino et al., 1989) demonstra como este érgao pode ser diretamente
afetado na infecgio pelo 7. cruzi.

Antes de descrevermos as diversas alteragdes que ocorrem no timo apés a infecgio pelo 77 cruzi, é impor-
tante ressaltar alguns aspectos da fisiologia deste 6rgao.
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O Timo e a Diferenciagdo de Células T

O timo ¢ um érgdo linféide primdrio onde células precursoras dos linfécitos T se diferenciam e aqueles
selecionados para sobreviver, ao terminar o processo de maturagio, deixam o 6rgao e vao se localizar nas regioes
timo-dependentes dos drgaos linfdides periféricos. Esse processo ocorre em intimo contato com o microambiente
timico, uma rede tridimensional formada essencialmente por células epiteliais, células dendriticas, macréfagos e
elementos da matriz extracelular (ver revisdes de Boyd et al., 1993; Savino et al., 1993; Anderson et al., 1996).

As células epiteliais timicas (TEC) formam o principal componente celular do microambiente timico e
apresentam significante heterogeneidade morfoldgica e fenotipica (Boyd et al., 1993). As TEC sdo capazes de
produzir diversas citocinas que estao envolvidas na proliferagao e diferenciag¢io de timdcitos (ver revisio
de Carding et al., 1991). Além disso, uma caracteristica fundamental das TEC ¢ a expressao de moléculas de
classe I e classe II do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), capazes de apresentar peptideos
ao receptor clonal de células T (TCR) expresso pelos timdcitos, com a participagao, respectivamente, dos co-
receptores CD8 ¢ CD4, também expressos na superficie dos timdcitos.

Dentre as TEC, ¢ importante destacar um grupo de células que apresenta um certo grau de organizagao
celular e possiveis fungdes especificas, os complexos linfo-epiteliais denominados de células nurse do timo
(TNC). Estes complexos, compostos de uma célula epitelial envolvendo de dois a duzentos timdcitos,
obtidos a partir de digestdao enzimdtica de fragmentos de timo, foram primeiramente descritos por Wekerle
& Ketelsen (1980). Eles parecem ser relevantes no processo de diferenciagio, provavelmente participando
em eventos de selegdo positiva e negativa de timdcitos (Kyewski, 1986; Aguilar et al., 1994). Os complexos TNC
tém provével localizagio na regido cortical timica (Kyewski & Kaplan, 1982; Houben-Defresne et al.,1982; van
de Wijngaert et al., 1984; van Vliet et al., 1984; Andrews & Boyd, 1985), e os timécitos intra TNC (TNC-T)
apresentam caracterfsticas fenotipicas e funcionais de células imaturas (Kyewski & Kaplan, 1982; van Vliet et al.,
1984; de Waal Malefijt et al., 1986; Leene et al., 1988; Li et al., 1992; Philp et al., 1993). Entretanto, ensaio em
membrana cério-alantdica, onde TNCs de galinha sao depositadas e TNC-T interagem com moléculas de MHC
classe II expressas nessa membrana, demonstrou freqiiéncia alta de TNC-T com capacidade alo-reativa e auto-
reativa (Wick & Oberhuber, 1986; Wick et al., 1991; Penninger & Wick, 1992). Além disso, as TNCs secretam
horménios timicos e citocinas, expressam proteinas de MHC classe I e classe II, produzem proteinas de matriz
extracelular e ainda apresentam jungdes comunicantes (ver revisao Villa-Verde et al., 1995).

E no contexto deste microambiente de TEC, macréfagos e células dendriticas, e de matriz extracelular, que
ocorre um intenso processo de migragio, concomitante a um vasto corpo de interagoes celulares e moleculares
desde a chegada de precursores até a saida de linfécitos T imunocompetentes do timo. Durante a diferenciagio, as
células precursoras passam por diversos estdgios de maturagdo, caracterizados, em parte, pela expressio diferencial
de algumas moléculas de superficie (para revisao, ver Fowlkes & Pardoll, 1989; Godfrey & Zlotnik, 1993).

As primeiras células linféides a colonizarem o timo, os pré-timdcitos, foram identificados em camun-
dongos como precursores, expressando baixas quantidades de CD4 (CD4"), sendo negativos para CD8 e
CD3 (Wu et al., 1991), mas positivos para CD44. Em seguida estas células comegam a expressar CD24
e CD90 (Thy-1) em niveis mais altos, perdem a molécula CD4, e passam a expressar também CD25,
resultando na subpopulagio de timécitos CD4CD8TCR:, referidos como triplo-negativos. Neste estdgio
as células passam a estar comprometidas com a linhagem de células T (Godfrey & Zlotnik, 1993), sendo
precursoras das outras subpopulagdes timocitdrias: os timécitos duplo-negativos, os timdcitos imaturos
corticais CD4*CD8*, ditos duplo-positivos, e os simples-positivos CD4*CD8 ¢ CD4 CD8*, considerados
maduros (Figura 4) e que migrardo para a periferia (revisado em Fowlkes & Pardoll, 1989; Godfrey &
Zlotnik, 1993; Anderson et al., 1996).
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Dentre essas subpopulagdes, ¢ importante destacar os timécitos duplo-positivos TCR®, que correspondem
a subpopulagio timica mais freqiiente e que, com a expressio do TCR/CD3, representam também o estdgio no
qual ocorre o principal evento da maturagio timocitdria, o fenémeno de selegio intratimica. Este fendmeno
define quais dos indmeros receptores gerados no processo de rearranjo do TCR dardo origem ao repertério de
células T maduras que povoard a periferia (Sprent et al., 1988). Dois sdo os processos envolvidos naquele
fendmeno, a selegdo positiva (Bevan, 1977) e a selegdo negativa (Kappler et al., 1987). A selecio negativa tem
como efeito a eliminagio ou inativacio de clones de timdcitos com potencial auto-reativo, e a selegio positiva
tem como efeito duplo permitir que as células progridam para a maturagio (ao invés de morrerem) e definir o
caminho de maturagio. Essa defini¢do se d4 como conseqiiéncia do reconhecimento pelos timdcitos de com-
plexos peptideo-MHC apresentados por células do microambiente timico (fendmeno de restrigio a0 MHC).
Assim, paralelamente a0 aumento da expressio de TCR/CD3 (Bonifacino et al., 1990), dependendo da interagao
com moléculas do MHC, apenas uma das moléculas acessérias, CD4 ou CDS8, permanecerd (Guidos et al.,
1990). Desse modo, se um linfécito T, durante o processo de desenvolvimento, reconhecer um peptideo em
associagao com a molécula de MHC de classe II, serd uma célula simples-positiva CD4 que nao expressa CD8
e, reciprocamente, se a especificidade da célula T for dirigida a um peptideo complexado a0 MHC de dasse I,
expressard apenas CD8 (von Boehmer & Kisielow, 1993; von Boehmer et al., 1993). Essas subpopulacoes de
células CD4 e CD8 agora maduras, localizadas na regido medular dos Iébulos timicos, emigrarao do 6rgao
indo povoar as dreas T-dependentes dos 6rgaos linféides periféricos (ver esquema da Figura 4).

Alteragcdes no Compartimenteo LinWide apds Infecgdo pelo 7. cruzi

A atrofia é uma das principais caracteristicas relacionadas ao timo em condigdes de imunodeficiéncia,
estando entre elas diversas doengas infecciosas (revisado em Savino, 1990; Savino et al., 1992). Uma
das caracteristicas observadas na fase aguda da infecgdo pelo 7 cruzi em murinos é uma atrofia timica
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progressiva, com perda de massa e celularidade do érgao (Savino et al., 1989; Leite-de-Moraes et al.,
1991). A severa diminui¢ao na celularidade timica se reflete, principalmente, na diminui¢io de células
imaturas de fendtipo CD4*CD8* (duplo-positivas). Nesse contexto, verificou-se em paralelo um au-
mento na freqiiéncia de células simples-positivas CD4*CD8 ¢ CD4CD8* e duplo negativas CD4
CD8. Além disso, a detecgao de aumento na freqiiéncia de células CD3" corroboram a nogio de que as
células resistentes sao, em sua maior parte, do tipo medular (Leite-de-Moraes et al., 1991).
Histologicamente destaca-se uma redu¢io na regido cortical e até mesmo desaparecimento quando a
atrofia é bastante intensa. Outro aspecto marcante € a presen¢a de muitos ntcleos picnéticos de timdcitos
na regiao cortical remanescente.

Como estas alteragdes se assemelham aquelas vistas em animais injetados com hidrocortisona, e como detec-
tou-se no soro de animais infectados em fase aguda niveis trés vezes aumentados de glicorticdides circulantes, as
mesmas andlises foram feitas em animais adrenalectomizados e infectados. Estas andlises mostraram que o padrio
das alteragdes se manteve semelhante aquelas descritas em animais intactos (Leite-de-Moraes et al., 1991).

Outro importante achado foi a demonstragio de que toda esta modulagio nas subpopulagdes de timdcitos
parece ser transitéria, tendo em vista que as subpopulagdes de timdcitos, definidos pela expressio de CD3, CD4
e CD8, retornam aos valores normais quando se analisa o timo de animais infectados na fase cronica da doenga
(Leite-de-Moraes et al., 1992). Nesse sentido, cabe frisar que ao final da fase aguda da doenca experimental em
camundongos isogénicos da linhagem C3H/He]J, detectamos um aumento de células CD25* e células em ciclo,
que podem corresponder a timdcitos em fases iniciais de diferenciagio (Leite-de-Moraes et al., 1992).

Mais recentemente, a andlise do repertério de timdcitos de animais infectados revelou um aumen-
to na porcentagem de células CD4CD8*Vb5* ¢ CD4CD8"Vb14* e apenas um ligeiro aumento na
porcentagem de células CD4*CD8 Vb5 ¢ CD4*CD8Vb14* (Leite-de-Moraes, 1993). Estas altera-
¢oes ao nivel do repertério devem ser analisadas a luz da presenga de antigenos parasitdrios no timo, visto que
recentemente foi demonstrada atividade do tipo “superantigénica” associada ao 7. cruzi (Leite-de-Moraes, 1993),
que pode ser detectado parasitando o parénquima timico (Savino et al., 1989; Gongalves-da-Costa et al., 1991).

A andlise funcional dos timdcitos no curso da fase aguda da infecgdo experimental demonstrou, ainda,
reduzida resposta proliferativa 2 concanavalina A (Con A) e ao anticorpo anti CD3 (Leite-de-Moraes et al.,
1994). Demonstrou-se, também, aumento na atividade citotdxica inespecifica destes timdcitos. Estas altera-
¢oes podem ser explicadas pela modulagiao na produgio de citocinas por timdcitos de animais infectados em
fase aguda. Assim, a resposta proliferativa diminuida se deve, provavelmente, 2 insuficiente produgio de IL-2,
visto que a adi¢do deste fator restaura a atividade proliferativa. Esta insuficiéncia na produg¢do de IL-2, por sua
vez, se deve, provavelmente, aos niveis aumentados na produgio de IFN-y e IL-10, j4 que a resposta proliferativa
a Con A e a produgio de IL-2 sio recuperadas ao se utilizar anticorpos contra estas duas citocinas. Por outro
lado, a atividade citotéxica inespecifica exacerbada se deve, provavelmente, aos niveis aumentados na produgio

de IL-4, IL-5 e IL-6 pelos timécitos dos animais infectados (Leite-de-Moraes et al., 1994).

Alteragcdes Fenotipicas e Funcionais na R.ede E pitelial Timica

Em paralelo as alteragdes fenotipicas e funcionais de timdcitos na fase aguda da infecgdo experimental pelo
1" cruzi, demonstrou-se que o microambiente timico também estd modificado. Nos animais infectados apre-
sentando atrofia timica, observou-se um processo de densificagio da rede epitelial do érgdo. Um estudo mais
detalhado desta rede foi realizado através de andlise imunohistoquimica utilizando-se um painel de anticorpos
dirigidos contra diferentes proteinas da familia de citoqueratinas. Assim, células reconhecidas pelo anticorpo
monoclonal (mAb) ER-TR.5, que em timos normais estdo presentes exclusivamente na medula, passam a ser

encontradas também no cértex subcapsular e interno. Além disso, células CK8/18*, normalmente restritas a
regido cortical, passam a ser detectadas também na medula timica (Savino et al., 1989).
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Um dado bastante relevante para a andlise da patologia timica na doenga de Chagas ¢ a observagao de uma
expressio maior de antigenos de classe II do MHC concomitante & atrofia que ocorre no timo de animais
infectados (Savino et al., 1989). Este efeito seria, possivelmente, secunddrio ao processo de densificagio da rede
epitelial, mas talvez também decorra de indu¢ao por IFN-y, cujos niveis intratimicos estdo bastante elevados na
fase aguda da doenga (Leite-de-Moraes et al., 1994).

Por outro lado, a andlise da produ¢io do horménio timico timulina mostrou pequena redugiao nos
niveis séricos e no ndmero de células timulina-positivas (Savino et al., 1989).

Outra importante observa¢do corresponde ao aumento progressivo na rede intralobular de protefnas de mem-

brana basal fibronectina, do coldgeno IV e do antigeno reconhecido pelo mAb ER-TR.7 (Savino et al., 1989).

Disturbios nas Interagdes Timdcitos/Microambiente

As alteragdes, tanto no compartimento linféide como no microambiente timico, nos levaram a investigar possi-
veis alteragbes das interagdes fisiolégicas que acontecem entre timdcitos/microambiente, no curso da infecgio pelo 7
cruzi. Assim, recentemente, estudando os complexos nurse do timo, verificamos uma diminui¢io no ndmero destes,
bem como alteragdes no tamanho, granularidade, e diversos danos em nivel ultra-estrutural (Cotta-de-Almeida et al.,
1997). Observamos também aumento na freqiiéncia de timdcitos mortos no interior desses complexos 7urse, bem
como aumento na expressao de proteinas de matriz extracelular, com aumento concomitante na liberagio de timdcitos
dos complexos isolados de animais infectados (Cotta-de-Almeida et al., 1997).

Estes dados devem ser analisados em conjunto com os dados recentes em que demonstramos que
apds a infec¢ao aguda pelo 7 cruzi hd um aumento progressivo na expressio de ligantes de matriz
extracelular, por exemplo fibronectina e laminina, bem como na expressio de respectivos receptores
VLA-4/VLA-5 e VLA-6 (Cotta-de-Almeida, 1996). Interessante ¢ a observagao de que o aumento pode
ser percebido antes de haver uma clara atrofia do érgao. Definimos ainda, por citometria de fluxo, que
a expressdo de VLA-4 se mostrava aumentada jd no 15° dia de infecgdo, porém de forma mais exuberante
no 22° dia de infec¢ao. A expressio de VLA-5 ¢ VLA-6 mostrava discretas flutuagdes nos dias analisados,
com a subpopulagao de células duplo-positivas sendo, provavelmente, o grupo-alvo do aumento observado
na expressio das integrinas (Cotta-de-Almeida, 1996).

Interessantemente, a infec¢do aguda pelo 77 cruzi, além de determinar alteragdes na expressio de
ligantes de matriz extracelular que possuem propriedades adesivas, provoca também importante modula-
¢ao na expressio de tenascina, uma proteina de matriz extracelular que apresenta propriedades
imunorregulatdrias, tendo sido descrita como uma proteina de de-adesao (Chiquet-Ehrismann, 1995).
Anilises imunocitoquimicas 7z situ da expressao de tenascina no timo mostraram uma marcagao essenci-
almente restrita 2 medula do 6rgao, com o cértex expressando tenascina apenas no nivel da membrana
basal de vasos sangiiineos e pouca ou nenhuma marcagdo na membrana basal subseptal e subcapsular. J4
no nono dia de infecgdo, os timos de animais infectados mostravam aumento de tenascina; progressiva-
mente percebemos que a infec¢dao induzia aparecimento de tenascina no cértex, bem como uma forte
marcagao na membrana basal de cdpsula e septos (Cotta-de-Almeida, 1996).

Além disso, estudando funcionalmente 77 vitro a adesio de timdcitos com células epiteliais timicas, fend-
meno este sabidamente mediado por ligantes e receptores de matriz extracelular, pudemos observar que, ao
contrdrio da expressao de ligantes e receptores de matriz extracelular, a adesao de timdcitos obtidos de animais
infectados se encontrava diminuida em relagio aos timécitos de animais controles. Por outro lado, quando esses
timdcitos eram colocados sobre células epiteliais timicas infectadas, observamos um bloqueio parcial na dimi-
nui¢ao da adesdo, o que ocorria em paralelo com um aumento de matriz extracelular nas culturas de células
epiteliais timicas infectadas (Cotta-de-Almeida, 1996). O conjunto de dados discutidos acima sugere que o
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processo de adesio/de-adesao/migragdo intratimica de células T, sob influéncia das alteragbes na expressio de
ligantes e receptores de matriz extracelular, esteja modificado no curso da infecdo experimental pelo 7 cruzi,
com provével influéncia no processo normal da diferencia¢io intratimica de células T.

Nesse sentido, ¢ importante salientar dados recentes em que evidenciamos em linfonodos e bago de
animais infectados a presenga de niimero anormalmente alto de células duplo-positivas nesses érgaos duran-
te a infecgdo aguda. De fato, essas células também foram detectadas na fase cronica da infecgo. Andlises por
citometria de fluxo dos antigenos de membrana CD3 e CD24 (HSA), demonstraram um fenétipo imaturo
dessa populagio de células duplo-positivas. Embora seja necessdria a demonstragao inequivoca da origem
timica dessas células, esses resultados novamente apontam para a existéncia de distdrbios na migragao e,
conseqiientemente na diferenciagao intratimica de células T durante a infecgao pelo 77 cruzi.

Os achados de atrofia e deplecao linfocitdria, juntamente com as diversas alteragdes no timo de animais
infectados, e a detecgdo de formas amastigotas no parénquima timico, parecem definir a existéncia de uma

verdadeira patologia timica na infec¢do experimental pelo 7. cruzi.

Imunemodulagdo da Resposta T-dependente na Doenga de
Chagas Experimental

Sylvio Celso G. da Costa, K atia 5. Calabrese & Tania Zaverucha do Vale

InflLamacgdo e Resisténcia - da Antigiiidade aos Dias Atuais

O emprego de uma terapia de imunoestimulagio visando aumentar a resisténcia de um doente contra
infeccoes e doencas parasitdrias, ou controlar o desenvolvimento de um cncer, ¢ bastante sedutor. E o futuro da
medicina jé conhecido hd longo tempo. Assim, Chamfort relata em suas Mdximas que os pacientes com palu-
dismo encontravam-se relativamente protegidos contra a peste, fato este que jd é conhecido desde o século
XVIII. Os egipcios jé haviam constatado, empiricamente, que os doentes portadores de certos abcessos resisti-
am melhor que pessoas sadias a epidemias, conforme mencionado na histdria cldssica da imunoestimulagio.

Ao fim do século passado, Elie Metchnikoff, trabalhando no Instituto Pasteur, descobriu a fagocitose. Ele estava
longe de imaginar que levarfamos quase cem anos para compreender como os leucécitos passam pelo endotélio
vascular para alcangar o local da inflamagio (revisto por Girard & Springer, 1995). O papel do endotlio no trifico
de células entre o sangue e os tecidos comegou a ser esclarecido no inicio dos anos 80, ficando pouco a pouco
evidenciado o papel das moléculas de adesdo na tarefa de capturar células circulantes nos vasos vizinhos de um foco
inflamatério. Este assunto é de importancia para explicar a propagacio de metdstases cancerosas, onde células tumorais
podem ser detectadas no sangue circulante, um assunto jé conhecido hd mais tempo, tendo o Dr. Pimenta de Mello,
do Instituto Oswaldo Cruz, sido um dos pioneiros neste assunto (Pimenta de Mello, 1963). Moléculas presentes nas
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células dos vasos e dos glébulos brancos sao ativadas em determinados momentos do desenvolvimento do
processo inflamatério, envolvendo pares de moléculas em missoes especificas. Gallatin et al. (1983) evi-
denciaram a primeira destas moléculas por meio de anticorpos monoclonais (MEL -14). Apés purifica-
¢do, elas foram denominadas selectinas, cujo sitio ativo, a lectina, se liga aos agtcares dos polimorfos
nucleares e dos mondcitos, que sdo as primeiras células atraidas para o local da inflamagio (Lasky et al.,
1992; Baumhueter et al., 1993).

Por outro lado, as moléculas de adesdo, situadas na superficie dos leucécitos, do tipo integrinas (como
a LFA-1), sdo ativadas por moléculas quimiotdticas como a PAF (platelet activating fator), a IL-8 e outras que
sao produzidas pelo endotélio sob influéncia de mediadores da inflamagdo (a trombina e a histamina). Essas
moléculas, apds serem secretadas nos vasos e antes de circularem, se associam a outras moléculas da superfi-
cie do endotélio, principalmente com a CD44 (Tanaka et al., 1993). Em uma fase subseqiiente, moléculas
como PECAM-1 (platelet endothelial adhesion molecule-1) ou CD31 participam da aproximagio dos leucécitos
e também da ativagao das integrinas.

Algumas moléculas de adesdo intervém apenas no sentido de retardar a locomogao dos leucécitos na
circulagao (Butcher, 1991; Lawrence & Springer, 1991). Fazendo uma andlise rdpida dos modelos que
descrevemos nos trabalhos, vamos ver que os imunomoduladores que empregamos estdo em primeiro plano
modulando a entrada de células no local da inflamagdo e, em uma segunda etapa, ativando-as. Uma vez
ativadas, as integrinas mudam de forma e podem se ligar as moléculas de adesio da superficie endotelial
como ICAM-1 (intercellular adhesion molécule-1), VCAM-1 (vascular cell adbesion molecule-1) e CD31, que
garantem uma forte adesio dos leucdcitos ao endotélio.

Estes estudos poderao explicar porque, em casos de reativagao da doenga de Chagas, devido a evolugao
da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (Aids), ocorre, preferencialmente, o comprometimento do sis-
tema nervoso central, usualmente apresentando sintomas de meningoencefalite (Rocha et al., 1994). A
reativagdo da doenga de Chagas ocorre apenas em pacientes imunossuprimidos (Krettli, 1983), sendo nestes
casos muito freqiiente o comprometimento do sistema nervoso central. Este fato tem sido assinalado em
casos de transplantes (Jost et al., 1977; Pizzi et al., 1982; Leiguarda et al., 1990), leucemias (Franga et al.,
1969; Monteverde et al., 1976; Kohl et al., 1982; Corona et al., 1988), linfomas (Monteverde et al.,19706)
e Aids (Meneses et al., 1992; Oddé etal., 1992; Rosemberg et al., 1992). Em pacientes imunocomprometidos,
tém sido descritas lesdes pseudotumorais no sistema nervoso central devidas ao 77 cruzi (Gluckstein et al.,
1988, 1992; Del Castillo et al., 1990; Ferreira et al., 1991). De maneira semelhante, a ativagiao de
tripanosomfase, pela agao da cortisona em macacos rhesus com infecgao por Trypanosoma vickersae na India,
mostrou alta incidéncia de encefalomielite. Assim, poderfamos perguntar quais fatores da resposta imunoldgica
estariam atuando, ou deixando de atuar, sobre a barreira hemato-encefilica favorecendo estas alteragoes?
Seria conseqiiéncia da deplecio das células CD4* e dos fatores por elas induzidos que deixariam de atuar na
regulagio do endotélio vascular?

Os estudos com pacientes aidéticos sao sugestivos. A alta taxa de destruigao de células T CD4+ ¢é o
principal fator que leva ao desencadeamento da patogénese ligada ao HIV-1 (Ho et al., 1992). Entre vdrios
aspectos desta patogénese, destacam-se problemas ligados ao parasitismo do sistema nervoso central, com
lesdes envolvendo 7. gondii e T cruzi.

Por outro lado, pacientes cronicos imunocomprometidos em conseqiiéncia de imunoterapia supressora
devido a um transplante cardiaco apresentam lesbes cutineas nodulares (Jatene, 1987). Lesdes cutineas
similares foram encontradas em camundongos atimicos (Calabrese & Gongalves da Costa, 1992), mostran-
do que o modelo murino é importante neste aspecto. Quando estudamos na leishmaniose tegumentar o
espectro das diferentes formas clinicas, o pdélo que aparece nos pacientes com lesdes localizadas e benignas,
bem como o pdlo anérgico com formas difusas extremamente graves, podemos analisar este espectro pelo

perfil imunoldgico da pele.
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Seria interessante lembrar que a idéia da existéncia de uma imunidade érgao-especifica remonta
ao inicio do século, tendo sido este assunto levantado no Instituto Pasteur de Paris por Alexandre
Bessedka, colaborador de Ilya Metchnikoff (Silverstein, 1989). Fichtelius et al. (1970) publicaram
um artigo no qual chegaram a sugerir que a pele seria um 6érgao linféide de primeira linha, compari-
vel até com o timo. Esta conclusio foi obtida com base nas estruturas linfoepiteliais que ocorrem na
pele dos recém-nascidos e fetos humanos. Estes acimulos linféides podem reaparecer nos adultos,
sendo entdo diagnosticados como linfomas cutineos benignos. Esta proposta constitui a hipétese
mais interessante para explicar a origem de certas doengas cutineas de proliferagio linféide nio
maligna. Entretanto, o conceito que estabelece a pele como um érgao de primeiro nivel linféide nio tem
bases consistentes.

O sistema imune cutidneo (SIC) ¢ um complexo de células que interagem com a resposta imune,
envolvendo um conjunto de fatores humorais que podem estar mais relacionados com a imunidade
natural (queratinécito, histidcitos, mondcitos, granuldcitos e mastdcitos) ou com a imunidade adqui-
rida (células de Langerhans, células T e células endoteliais). O processo imunorregulador da pele tem
sido descrito como composto de trés fases distintas (Nickoloff, 1988): recrutamento, reteng¢ao/prolife-
ragao, recirculagao.

A fase de recrutamento envolve o extravasamento de leucdcitos através da estrutura vascular e o
subseqiiente movimento destas células para a epiderme. As fases de retengdo e de proliferagio compre-
endem a interagdo entre as células de Langerhans, queratindcitos, células T e citocinas, bem como a
subseqiiente proliferacio destas células T que induzirio a formagio do infiltrado inflamatério que po-
derd evoluir para um granuloma. Finalmente a fase de recirculagio ¢ ativada apds a eliminagiao do
componente de agressio da pele e envolve processos regulatérios cujos sinais sao originados das células
de Langerhans e dos queratindcitos.

As lesdes cutineas decorrentes da reativagao do doenga de Chagas em pacientes imunocomprometidos

sugerem algumas questoes.

* Seriam conseqiiéncia de uma colonizagio latente da derme, resultado de um estado de imunidade
concomitante que foi reativada pelas alteragbes dos mecanismos regulatérios do SIC?

* Seriam resultado de alteragbes dos sistemas regulatérios das estruturas vasculares, que parecem ocorrer
também no sistema nervoso central de pacientes chagdsicos aidéticos?

Na leishmaniose tegumentar, os dois pélos da doenga apresentam alteragbes marcantes tanto na derme
quanto na epiderme: as formas localizadas apresentam na epiderme um ndmero elevado de células de
Langerhans e de queratinécitos expressando ICAM e MHC, ao passo que na forma difusa os queratindcitos
nio expressam ICAM ou MHC, ocorrendo um pequeno nimero de células de Langerhans. Observando-se
a derme na leishmaniose cutinea, nota-se o acimulo de células T epidermotrdpicas e uma resposta imunolégica
do tipo Th,, enquanto na forma difusa a resposta ¢ do tipo Th, (Tapia et al., 1994).

No momento, desenvolvemos diferentes modelos experimentais, o que permite termos um espectro da

doenca de Chagas, cujas posi¢oes extremas sao as seguintes:

* pélo constituido pelos camundongos atimicos e que, por conseguinte, apresenta uma auséncia marcante
de resposta T-dependente e auséncia de miocardite;

* pélo constituido por camundongos resistentes pela imunopotenciagio da resposta T-dependente especifi-
ca, com 100% de sobrevida 2 infec¢io aguda e insignificante miocardite nesta fase.

O estudo da imunologia 6rgao-especifica que estamos iniciando poderd esclarecer muitos destes aspectos
ainda obscuros da tripanosomiase americana (Figura 5).
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Imunopatologia e resisténcia

A Infecgdo pelo 7. cruzina Auséncia de R.eacdo Inflamatsria

Camundongos atimicos OF1 (Swiss Websten, Albin) ou singénicos de linhagens sensiveis, intermedid-
rios e resistentes ao 1. cruzi (Nude, CSH/He, Balb/C e C57BL/6, respectivamente) infectados com 10%
tripomastigotas oriundos de culturas em células, ou tripomastigotas sanguicolas, apresentam uma infecgio
com parasitemias elevadissimas, sem os perfis observados nos camundongos eutimicos. Apresentam, também,
uma correspondente exarcebagao da colonizagao tissular, de cardter sistémico. As cepas Y e CL, ditas polares
do T cruzi pela colonizagdo preferencial de células do sistema fagocitico mononuclear ou do musculo,
respectivamente, quando inoculadas em camundongo Balb/C Nude apresentam o mesmo perfil, mostrando
que a resposta T-dependente modula o chamado tropismo de cepas do 7 cruzi (Gongalves da Costa et al.,
1984, 1986). O estudo histopatolégico tem demonstrado que na auséncia da resposta T-dependente nao
ocorre nenhum infiltrado inflamatério. A transferéncia de células T de camundongos cronicamente infectados
pelo 77 cruzi, ou mesmo de camundongos normais, restaura o infiltrado inflamatério, ocorrendo a destruigao
de pseudocistos quando transferimos células T de camundongo com trinta dias de infecgio (Gongalves da
Costa et al., 1984). Com o emprego de anticorpos monoclonais anti CD4*, ficou evidenciado que a deplecao
deste tipo celular favorece o aumento da parasitemia e a densidade das formas amastigotas nos tecidos, bem
como a diminui¢io do infiltrado inflamatério numa evidéncia clara sobre o papel das células CD4* na
resisténcia e na patologia da doenga de Chagas experimental (Russo et al., 1988). Foi demonstrado que estas
células sao capazes de provocar a destruigao de coragdes singénicos de camundongos recém-nascidos
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transplantados para camundongos adultos (transplante inserido na orelha de camundongos adultos) (Mengel
et al.,, 1988). Em recente publicagio, Kierszenbaum (1995) pergunta: “O que estdo fazendo realmente as
subpopulagoes de células T na doenga de Chagas?” A complexidade da participagao destas células requer,
evidentemente, muitos estudos. Tarleton (1995) sugere que as células T tém um papel regulador na replicacao
dos parasitas, ndo apenas no inicio da fase aguda, mas também na fase cronica. Nos resultados obtidos por
Tarleton et al. (1994), tanto a deplecao de células CD8* ou CD4* em torno do 20° dia e dias subseqiientes,
resulta numa diminui¢io moderada da inflama¢io e no aumento da colonizagio do coragio quando avaliada
no 30° dia da infecgio.

Recentemente foi demonstrado que a miocardite chagdsica cronica é dependente de subpopulages
CD8'. O nlimero destas células aparece elevado nos pacientes portadores de lesdes contendo antigenos do 7. cruzi,
enquanto as células CD4* permanecem baixas. Esta dltima observagio reforca a proposi¢io de que ocorre
uma imunodepressdo seletiva na fase cronica da doenga (Higuchi, 1996).

Imunomedulacdo Empregando a Fracde de Flagelo Associada
ac BCqQ

O emprego de fragdes subcelulares como antigenos na tripanosomfase americana determinou o desen-
volvimento de métodos especiais de fracionamento visando a pureza das preparagdes contendo as organelas.
Os trabalhos iniciais (Segura et al., 1974, 1977) ndo apresentavam grau de pureza aprecidvel, o que constitufa
um obstdculo sério para a andlise bioquimica e imunoldgica das fragoes. Visando a obtengio de fragoes subcelulares
com um grau elevado de pureza, foram desenvolvidos alguns métodos para obtengio de fragoes
subcelulares de tripanosomatideos (Pereira et al., 1978; Dwyer, 1980). Outras investiga¢des confirmaram
que o fracionamento subcelular de tripanosomatideos é complexo e que diferentes fragoes subcelulares nio
podem ser obtidas simultaneamente nem empregando um udnico esquema de fracionamento (Piras et al,,
1981). Fragoes enriquecidas de flagelo de 7 cruzi tém se mostrado como imundgenos importantes, capazes
de induzir resisténcia e imunidade celular (Segura et al., 1977; Gongalves da Costa & Lagrange, 1981), mas
apresentando uma estrutura complexa. Vdrios trabalhos tém sido publicados sobre a biologia celular dos
flagelos e sua caracterizagdo ultra-estrutural, onde se destaca a estrutura paraxial com vdrios componentes
macromoleculares (Cunha et al., 1984).

No caso do 7. brucei — causador da doenga do sono e de um complexo de doengas de interesse veterindrio,
em grande parte da Africa — esses estudos estao bem avangados, tendo sido determinada a principal proteina
da estrutura paraxial do flagelo e os genes que a codificam (Schlaeppi et al., 1989). A localizacio e isolamento
de imundgenos do 7. cruzi é de grande importincia, nao apenas para o desenvolvimento de métodos de
diagndstico mais sensiveis e especificos para a doenga de Chagas (Patruco et al., 1978; Petry et al., 1987;
Lafaille et al., 1989; Affranchino et al., 1989), como também para melhor conhecimento dos processos
imunopatoldgicos (Carlomagno et al., 1994; Gongalves da Costa et al., 1994, Hansen et al., 1990).

A fragdo purificada de flagelo (Pereira et al., 1978) e os antigenos recombinantes FRA ¢ CRA (Lafaille et
al., 1989), vém sendo empregados no Laboratério de Imunomodulagao, em estudos imunobioldgicos no
modelo murino, jé4 que o flagelo se constitui na organela mais importante para a doenca de Chagas, do ponto
de vista antigénico. Os resultados de estudos comparando a agio imunogénica de diferentes fragdes subcelulares
do 7" cruzi mostraram que a fracio flagelar (FF) tem maior capacidade de induzir protego e apresenta a
vantagem de induzir poucos efeitos imunopatolégicos (Ruiz et al., 1985). Outros autores, entretanto,
realizando estudos sobre o papel de diferentes componentes da FF tém fornecido resultados interessantes.
Com o emprego de anticorpos monoclonais, vdrios antigenos foram identificados e purificados pela técnica

69



DOENCA DE CHAGAS: MANUAL DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

de imunoafinidade. Um destes antigenos (antigeno 123) apresentou propriedades imunossupressoras, e
estudos sobre a seqiiéncia de aminodcidos de alguns peptideos isolados do antigeno 123 mostraram homologia
com as alfa-fetoproteinas humanas e de ratos (Carlomagno et al., 1994).

A capacidade que as micobactérias m de modificar a resposta imunoldgica tem sido empregada para fins
prdticos hd longo tempo (Freund & McDermott, 1942), e se baseou na observagao de Dienes (1928), que
mostrou que quando se inocula um antigeno no local previamente preparado por uma inje¢io de bacilos da
tuberculose mortos, algumas vezes obtemos hipersensibilidade retardada (HR) a estes antigenos. Assim, o adjuvante
de Freund completo (AFC) tem sido usado durante muito tempo como a maneira mais efetiva de se obter HR
(Lagrange & Hurtrel, 1979; Gongalves da Costa & Lagrange, 1980; Gongalves da Costa et al., 1986) e resistén-
cia, associado ou nio a antigenos parasitdrios (Andrade & Carvalho, 1969; Hommel et al., 1982). O uso de
imunoestimulantes no tratamento de doengas humanas teve origem nos Estados Unidos da América, com o uso
de toxinas bacterianas para o tratamento do cincer por William B. Coley. Um ndmero limitado de agentes,
entretanto, se encontra liberado para a clinica médica. Entre eles estd o BCG, que ¢ largamente empregado nos
Estados Unidos e na Europa no tratamento do cincer de bexiga (ver Hadden, 1993) e do carcinoma escamoso
(Bier et al., 1980). Seu emprego com interesse veterindrio também ocorre, tendo sido usado no tratamento do
carcinoma escamoso da vaca, por aplicacdo intralesional, com excelentes resultados (Bier et al., 1980). Um grande
nimero de publica¢oes tem mostrado uma certa agao estimulatéria da imunidade natural por imunomoduladores
como o BCG e o Corynebacterium parvum. Estes podem influenciar o curso de infecges parasitdrias, como a
doenca de Chagas experimental (Kierszenbaum, 1975; Brener & Cardoso, 1976; Gongalves da Costa & Lagrange,
1981), babesiose (Clark et al., 1977), maldria (Clark et al., 1976) e leishmaniose (Fortier et al., 1987; Gongalves
da Costa et al., 1988), ou controlar o desenvolvimento de tumores (Bast & Bast, 1976). Inje¢oes intralesionais
produzem uma reagio inflamatéria local capaz de provocar a cicatrizagio de lesdes por L. braziliensis (Gongalves,
A. P, comunicagdo pessoal) e provocar a regressao de tumores (Salomon & Cream-Goldberg, 1980).

Resultados muito interessantes foram observados quando pacientes com cincer de pele, sensibilizados
com compostos organicos de baixo peso molecular, como o 2,4-dinitrochlorobenzeno, receberam uma segunda
dose do produto no local do tumor, ocorrendo a erradicagao da lesao (Klein, 1968). A exploragao da reagio
inflamatdria como um elemento de controle da propaga¢io de tumores e de infecgdes, entretanto, tem seus
resultados mais importantes quando se baseia no fenémeno de Dienes & Schoenheit (1930): “antigenos
comuns como albumina do ovo, proteinas séricas e pélen, induzem uma HR do tipo tuberculinico quando
introduzidos no local de uma infecgio pelo bacilo tuberculinico”. A exploragio que se tem deste fendmeno
se deve, em grande parte, aos trabalhos desenvolvidos por George Mackaness e Phillipe Lagrange no Trudeau
Institute, Saranac Lake, em Nova lorque, tendo esta linha de pesquisa mais tarde prosseguido no Instituto
Pasteur de Paris. Foi demonstrado que a imunopotenciagao exercida pelo BCG sobre o antigeno superposto
se estende tanto 2 imunidade humoral quanto a celular. A resposta imunoldgica ¢ efetiva quando 0 BCG e o
outro antigeno sao introduzidos de forma a serem drenados num linfonodo comum (Miller et al., 1973). A
HR induzida pelo eritrécito de carneiro (EC), sem ou com modulagio por diferentes agentes (BCG,
ciclofosfamida -CY-, AFC, etc.), fornece diferentes tipos de HR (Ohmichi et al., 1976). Desta forma, tém-
se desenvolvido estudos em que tumores e diferentes microorganismos sio inoculados junto com a dose de
revelagio do EC nestes diferentes modelos de HR e o crescimento tumoral ou o curso das infecgbes sao
acompanhados (Lagrange et al., 1978; Lagrange & Trickston, 1979; Gongalves da Costa & Lagrange, 1981).
Estes diferentes tipos de HR siao mediados por diferentes subpopulagdes de linfécitos T, como foi sugerido
inicialmente por Lagrange & Mackaness (1975), Hahn et al. (1979) e mais tarde confirmado.

No caso do T cruzi, o mais primitivo dos processos inflamatérios, um granuloma de corpo estranho, é capaz
de promover um certo nivel de resisténcia (De Mesquita, 1979). Um nivel maior de resisténcia ¢ alcancado
quando a dose desafio de tripomastigotas ¢ aplicada juntamente com a dose de revelagio de HR em camundongos
previamente sensibilizados (Gongalves da Costa & Lagrange, 1980). Em infecgdes por L. amazonensis, entretanto,
experimentos similares conduzem a um estado de facilitagio (Calabrese & Gongalves da Costa, 1992) ao passo
que uma reagio de HR inespecifica, de tipo tuberculinico, confere protegio contra L. enrietti (Behin et al., 1977).
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Um nivel muito mais elevado de resisténcia tem sido obtido quando se substitui o EC pela fragao
purificada de flagelo (FPF) (Gongalves da Costa & Lagrange, 1980, 1981). A substitui¢ao da FPF por
tripomastigotas vidveis em camundongos previamente tratados pelo BCG e FPF ¢ capaz de revelar uma HR.
Esta HR ¢ amplificada pela CY injetada dois dias antes da dose de sensibilizagio com FPF (Gongalves da
Costa & Lagrange, 1981; Abrahamsohn et al., 1981). A andlise histopatolégica mostrou um intenso processo
inflamatério no local da inoculagio da dose de infec¢do no camundongo tratado pelo BCG e muito mais
intensa ainda quando ambos os imunomoduladores sao usados.

A CY provoca alteragdes importantes no fluxo de células leucocitdrias (Calabrese et al., 1996) e
deve influir no teor de linfocinas que tém um papel critico no curso de infecgdes. Apds uma fase de
depressao, em virtude da agao téxica da CY, ocorre uma explosio de PMN e mondcitos no sangue
circulante, em estrita correlacgio com um aumento da miocardite (Calabrese et al., 1996). Embora
estas células monocitdrias sejam células hospedeiras de alta afinidade para a multiplica¢io do 7.
cruzi, os macréfagos tém sido considerados um elemento-chave no controle do parasito, desde que
ativados (Hoff, 1975). Assim, a atividade tripanosomicida depende da ativagiao de células T CD4
pela produgio de g-interferon cuja produgdo vai mediar a ativagao macrofdgica (McCabe et al., 1991;
Vandekerckhove et al., 1994). E interessante assinalar que estas reagoes de HR sio T-dependentes
(Lagrange & Trickston, 1979).

Como demonstrou Mackaness (1964), no caso de microorganismos que colonizam macréfagos,
o controle da infec¢io depende essencialmente da imunidade celular, sendo a imunidade humoral
insignificante. Um comego efetivo e posterior propagagio da resposta imunoldgica requer a produ-
¢ao de um perfil de linfocinas apropriado que vai influenciar o curso da infec¢io, como veremos
mais adiante.

A resisténcia 2 infec¢do pelo 77 cruzi, induzida por vdrias formas de HR no camundongo, de certa
forma pode explicar os resultados pouco claros sobre o papel de subpopulagdes de células T auxilia-
res no controle desta infec¢io. O conhecimento que se tem sobre o papel de subpopulagdes Th na
doenga de Chagas ¢ menos claro que aquele jd estabelecido na leishmaniose tegumentar. A fungio de
células auxiliares e o estudo de secregoes de linfocinas vém sendo desenvolvidos em linhagem de células
T, denominada G-05, derivada de linfonodo de camundongo cronicamente infectado (Spinella et
al., 1990). Estas células tém o perfil de células Th,, secretando IL-4 mas nio IL-2 ou y-IFN e
induzindo células B a produzir anticorpos, produgio esta mediada por linfocinas liberadas em cultu-
ra, principalmente IL-4, IL-5 e IL-6. Esta linhagem de células T induz, in vive, a ativagio de células
B, que produzem principalmente IgG2a e IgG2b (Spinella et al., 1990), de forma semelhante ao
que se observa em infec¢bes murinas pelo 70 cruzi. Esta expressio da célula B ¢ considerada, por
muitos autores, como resultado de uma ativagao policlonal e a ela tem se dado muita atengao
recentemente (Ortiz-Ortiz et al., 1980; D’Imperio Lima et al., 1986; Minoprio et al., 1986a,b;
Hontebeyrie-Joskowicz, 1991). E interessante analisar neste aspecto o papel dos anticorpos naturais
anti Gal identificados inicialmente por Muniz & Santos (1950), que mostraram que anticorpos com
propriedades aglutinantes anti 7. cruzi se ligam em uma fragio polissacaridica presente na superficie
deste parasito. Como estes anticorpos sao absorvidos dos soros de pacientes chagdsicos por eritrécito de
carneiro, foram chamados de anticorpos heteréfilos. Os aspecto da imunidade humoral na doenca

de Chagas foram discutidos no Capitulo 4.3.
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Sistema Adrenérgico

Mecia M. Oliveira

Neste capitulo iremos discutir o conhecimento atual, que resulta de estudos em pacientes ¢ em modelos
experimentais, sobre a participagao do sistema adrenérgico na etiopatogenia da doenga de Chagas. Este ¢ um
tépico controverso, que vem se desenvolvendo desde o reconhecimento desta doenga como uma entidade nosoldgica
diversa de outras sindromes. A literatura especializada neste assunto é muito vasta, sendo impossivel menciond-la
em sua totalidade. Sugerimos para consulta duas excelentes revisdes (PAHO, 1994; Rassi, 1995). O consenso
atual sobre a etiopatogenia desta doenga ¢ que esta ¢ o resultado multifatorial da infecgao pelo Trypanosoma cruzi
e da reagao do paciente afetado.

O sistema adrenérgico (simpdtico) e o sistema colinérgico (parassimpdtico), formam o sistema nervoso
autdnomo, também chamado sistema nervoso visceral, vegetativo ou involuntdrio. Sua representagio anatdmica
consiste de ganglios e plexos que provém a enervagdo do coragdo, vasos sangiiineos, glindulas, outras visceras e
musculo liso. Os dois sistemas, através de seus mediadores quimicos exercem fungdes opostas, regulando as
atividades de estruturas que nao estao sob controle voluntdrio, funcionando abaixo do nivel da consciéncia, como
respiragdo, circulagao, digestao, temperatura corporal, metabolismo, etc. Como Claude Bernard enfatizou, a
constancia do meio interno, a homeostase de um organismo ¢ principalmente controlada pelo sistema nervoso
autdbnomo (Mello-Aires, 1991).

Além dos efeitos farmacodinimicos, a adrenalina (mediador quimico adrenérgico) e seus congéneres produ-
zem uma gama de efeitos metabdlicos. Para que a adrenalina exerca suas fungoes, existe uma bem orquestrada
série de reagdes em que, primeiramente, este neurotransmissor ¢ reconhecido pelo seu receptor especifico ao nivel
da membrana da célula-alvo, iniciando uma cascata de eventos em que o sinal quimico extracelular ¢ transduzido
para o interior da célula numa complexa cascata de reagdes. Os receptores para a adrenalina sdo diversos em sua
estrutura e conferem especificidade funcional a cascata de sinalizagdo, utilizando diferentes segundos-mensagei-
ros celulares. Por exemplo, os receptores do tipo B-adrenérgicos tm o AMP ciclico (cAMP) como segundo
mensageiro celular (Sutherland, 1972). Esta fun¢ao, nos receptores O-adrenérgicos, ¢ exercida por inositol-
trifosfato e diacilglicerol (Nishizuka, 1992; Berridge, 1993). Em todos os casos, estes compostos estimulam
proteino-quinases, que ao fosforilar proteinas do acervo de cada célula, provocam os efeitos metabdlicos e
farmacodinimicos das catecolaminas (Pelech, 1993).
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Alteracoes do Sistema Adrenérgico em Pacientes

Chagdsicos

Chagas & Villela (1922) observaram altera¢oes nos batimentos cardiacos de pacientes chagdsicos; talvez este
tenha sido o comego da teoria do comprometimento do sistema nervoso autbnomo na doenga da Chagas. O
comprometimento adrenérgico na cardiopatia chagdsica foi postulado a partir do reconhecimento da desnervagao
dos ginglios colinérgicos cardiacos. Com esta destrui¢ao haveria um desequilibrio do sistema nervoso auténomo
cardfaco, com predominincia relativa do sistema simpdtico, que atuando sem o necessdrio antagonismo do
sistema parassimpdtico, submeteria a fisiologia cardfaca a um ritmo de trabalho antieconémico. Este postulado ¢
parte da “teoria da desnervagao” desenvolvida por Kéberle (1958, 1968, 1970), a partir de achados andtomo-
patoldgicos, que explicariam: as vdrias manifestacoes clinicas da doenga, a cardiopatia, 0 megaesdfago e o megacélon.
Outra interpretagao do aumento dos niveis plasmdticos de substincias adrenérgicas em pacientes chagdsicos
(Iosa et al., 1989) seria a de que na doenga de Chagas haveria um bloqueio dos receptores adrenérgicos, resultan-
do em elevagdo das concentragoes plasmdticas neurotransmissoras, produzindo desnervagio auton6mica (losa et
al., 1990).

A patologia da cardiopatia chagdsica mostra, no estdgio inicial, alteragoes eletrocardiograficas representadas
por graus discretos de retardo da condigdo dtrio-ventricular ou no ramo direito, anormalidades da repolarizagao
ventricular e ocorréncia de extra-sistoles ventriculares unifocais, que se desenvolvem, na cardiopatia cronica, para
graves e complexas alteragdes no eletrocardiograma. Esta fase se encontra associada com a grande deteriorizagio do
miocdrdio, geralmente progressiva, com redugio importante de células cardiacas e diminui¢io progressiva da
fun¢do contrdtil, por excessiva distensio das células remanescentes. Finalmente a contragio do miocdrdio se vé
limitada por extensas dreas de fibrose (Laranja et al., 1956; Dias, 1989; Andrade & Andrade, 1993). Contudo,
0 mecanismo preciso que produz essa destrui¢io estd ainda sujeito a controvérsias.

Outros estudos sugerem a presenca de mecanismos imunolégicos que também produziriam lesdes no siste-
ma nervoso autbnomo (Teixeira et al., 1975; Ribeiro dos Santos & Hudson, 1981; Petry & Van Voorhis, 1991).
Uma interessante revisao sobre este assunto foi escrita por Brener & Krettli (1990). Dentro deste contexto, Borda
et al. (1984) isolaram um anticorpo especifico contra receptores [3-adrenérgicos de soro de pacientes chagdsicos.
O mesmo grupo mostrou que este anticorpo pode se ligar especificamente a receptores B-adrenérgicos no coragio
de cobaios. Além do mais, pode interagir com o complexo receptor-adenilato ciclase, induzindo a atividade desta
enzima e entdo simulando os efeitos biolégicos das catecolaminas. Posteriormente, o mesmo grupo (Pascual et al.,
1987) mostrou que esta imunoglobulina produz um aumento na contratilidade do miocdrdio, com um aumen-
to paralelo ao nivel de cAAMP e modula¢do das proteinas transportadoras de fons. Eles também mostraram que os
efeitos sao inibidos por bloqueadores de receptores B-adrenérgicos. Os autores deste estudo propdem que a
patogénese da cardiomiopatia chagdsica se deve a alteragdes da fungao cardiaca normal pela interagao dos anticorpos
com receptores para neurotransmissores no coragao. Esta proposta € interessante e outros estudos sao necessdrios
para sua confirmagio.

Alteracoes no Sistema Adrenérgico em Doenca de
Chagas Experimental

O uso de modelos animais em que a doenga é reproduzida tem trazido importantes subsidios para o
conhecimento da etiopatogenia chagdsica e o surpreendente reconhecimento das variadas rea¢es que dependem
do acervo genético do hospedeiro e também da cepa de 7. cruzi utilizada. Um fato comum em todos os casos é que
a severidade das lesdes ganglionares do sistema nervoso vegetativo se correlaciona com a intensidade do processo
inflamatério e do parasitismo. As lesdes observadas em camundongos (Tafuri, 1970), caes (Andrade et al., 1984),
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macacos (Falasca et al., 1990), ratos (Chapadeiro et al., 1988), coelhos (Teixeira et al., 1983) etc., sdo similares as
encontradas em humanos (Andrade, 1994) (ver Capitulo 9). Embora muito trabalho tenha sido investido nesta
questdo, ainda ¢ dificil determinar se ¢ o sistema nervoso autbnomo ou a fibra miocdrdica que ¢ primariamente afetada,
e qual dentre estas duas alteragdes é a causa primdria de insuficiéncia cardfaca.

Outro enfoque experimental foi utilizado para responder a4 questdo se as cardiopatias chagdsicas se devem a
um overdrive do sistema nervoso simpdtico. Foram realizados experimentos de administragio cronica de substan-
cias adrenérgicas em animais de laboratério, com acompanhamento da evolugio por anatomia patolégica. Os
resultados mostraram extraordindrias semelhangas entre as alteragdes morfoldgicas macro e microscépicas, parti-
cularmente na presenga de “aneurisma de ponta” da cardiopatia chagdsica cronica e da cardiopatia experimental
por administragao de drogas simpaticomiméticas (estimulantes dos B-receptores adrenérgicos), sugerindo forte-
mente que ambas pudessem ter a mesma patogenia (Oliveira, 1969). Estes dados sao muito interessantes e
deveriam ser mais estudados, podendo levar a uma estratégia terapéutica, visando a uma melhoria do estado fisico
de pacientes com doenga de Chagas.

Sistema Adrenérgico em 7. cruzi

Um conceito j4 bem estabelecido na biologia moderna é o de que sistemas de modulagdo e controle de
metabolismo podem ser detectados nos estdgios iniciais da evolugago. O cAMD segundo mensageiro celular do
sistema adrenérgico, além de suas fungbes bem conhecidas em eucariontes superiores, tem também um papel
regulatério em organismos unicelulares, inclusive em protozodrios parasitas. Uma excelente revisio sobre este
assunto foi feita por De Castro & Luz (1993).

Todos os componentes da transdugio de sinal do sistema adrenérgico jd foram descritos em 7 cruzi. Primei-
ramente a adenilciclase foi descrita pelo grupo de W. Colli (Da Silveira et al., 1977) em fra¢des de membrana,
seguido pelo grupo de Torres (Torruella et al., 1986). Ainda o primeiro grupo demonstrou flutuagdes no nivel de
cAMP e de cAMP-fosfodiesterase (Gongalves et al., 1980) durante a fase de cultura de epimastigotas.

O acoplamento funcional do estimulo adrenérgico com uma resposta no protozodrio foi primeiramente
descrito por Oliveira et al. (1984), quando demonstramos uma inibi¢ao de proliferagio de epimastigotas quando
os niveis intracelulares de cAMP estavam aumentados, quer por estimulo por isoproterenol (ligante adrenérgico),
por administragio do andlogo permeante do cAMP ou por inibi¢do da enzima cAMP-fosfodiesterase. Essencial-
mente os mesmos resultados foram obtidos com amastigotas iz vitro. O efeito do isoproterenol era revertido por
propanolol e alprenolol, sugerindo um efeito mediado por receptores B-adrenérgico (De Castro et al., 1987).
Efetivamente, estes receptores foram identificados utilizando-se o método de ligagao especifica (De Castro &
Oliveira, 1987). Recentemente o receptor adrenérgico de 7. cruzi foi clonado e expresso num sistema heterélogo
(Krieger et al., 1995).

Esses resultados, em conjunto, apontam para um controle inibitério da proliferagao de 7 cruzi exercido por
um sistema adenilciclase/cAMP, mediado por ligantes adrenérgicos. O controle positivo de proliferagio ¢ exerci-
do pelo outro sistema sinalizador, ocorrendo uma interagao dos dois sistemas (Oliveira et al., 1993).

Além da proliferagao, o cAAMP também modula a diferencia¢io celular de 7. cruzi. Este fato foi observado na
transformagao de amastigotas para epimastigotas (De Castro et al., 1987) e de epimastigotas para tripomastigotas
(Rangel-Aldao et al., 1983, 1987; Gonzales-Perdomo et al., 1988). E importante notar que a forma tripomastigota
(nao-replicativa) apresenta niveis maiores de adenilciclase que as outras, resultados revelados por citoquimica
ultra-estrutural (De Castro et al., 1991).

Presentemente nao se conhece qual seria a eventual contribui¢io deste controle adrenérgico da biologia de 7.
cruzi para o desenvolvimento da patologia encontrada na doenga de Chagas.
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Sistema Adrenérgico na Interacao
1. cruzi-Hospedeiro

Neste item, a maioria dos trabalhos vem do laboratério de Kierszenbaum, que essencialmente demonstrou
que niveis aumentados de cAMP inibem a interagio parasita-macréfago. A bibliografia é extensa e apenas citare-
mos dois trabalhos (Wirth & Kierszenbaum, 1982; Ayala & Kierszenbaum, 1990) publicados por este grupo.
Outro grupo que vem se dedicando a este assunto é o de Morris et al. (1988, 1992) cujos esforgos sdo concentra-
dos em seguir alteragdes do sistema adenilciclase no hospedeiro. Devido 2 sua grande importincia, este assunto
certamente necessita de mais pesquisa.

Hormonios Sexuais

Solange Lisboa de Castro & Elen Mello de Souza

O dimorfismo sexual na resisténcia ou susceptibilidade a vérias infec¢oes foi relatado por diferentes grupos de
pesquisa. Apesar de mecanismos sociais e epidemioldgicos serem responsdveis por algumas dessas diferencas
associadas ao sexo, tem sido evidenciada a interagao entre o ambiente hormonal do hospedeiro modulando o
sistema imunoldgico (Bundy, 1988; Roberts et al., 1996).

A incidéncia e a gravidade de infec¢oes em mulheres é menor que em homens no caso dos seguintes patégenos:
Nocardia brasiliensis (Herndndez-Herndndez et al., 1995), Leishmania (Lynch et al., 1982), Paracoccidioides
brasiliensis (Restrepo et al., 1984), Coccidioides immitis (Drutz & Catanzaro, 1978; Barbee et al., 1991) e Tricophyron
mentagrophytes (Jones, 1983). Em animais de experimentagio, fémeas tém tendéncia a uma maior resisténcia a
infecgoes causadas por Trypanosoma rhodesiense (Greenblatt & Rosentreich, 1984), Giardia lamblia, ¢ maior suscep-
tibilidade a Plasmodium (Goble & Knopka, 1973), Toxoplasma gondii (Kitta et al., 1984; Roberts et al., 1995) e
Schistosoma mansoni (Eloi-Santos et al., 1992). Diferentes situacoes fisiolégicas nas quais ocorrem alteragdes nos
niveis de hormoénios sexuais — gravidez, suplementagio com estrogénio e etapas do ciclo menstrual — podem
também afetar tanto a aquisi¢io como o curso de infec¢des bacterianas (Kass, 1960), fungicas (Vaughan & Ramirez
1951) e virais. De um modo geral, ocorre predisposi¢ao a uma maior susceptibilidade a infec¢des em situagdes de
alto teor enddgeno de estrogénio (revisto por Styrt & Sugarman, 1991).

Virios trabalhos mostraram também que a administragio exdgena de hormonio altera a resisténcia de ani-
mais de experimentagdo. Foi relatada queda na resisténcia apds tratamento de camundongos infectados com 77
gondii (Pung & Luster, 19806), Listeria monocytogenes (Pung et al., 1984, 1985), Trichinola spiralis (Luebke et al.,
1984), Chlamydia trachomatis (Rank et al., 1982), Staphylococcus (Toivanen 1967), Tritrichomonas foetus (St.Claire
et al., 1994; Van Ando et al., 1996), 1. danilewsky (Wang & Boosevic, 1994), Gonococcus (Kitta et al.,1985),
Mycoplasma hominis (Furr & Robinson, 1989) e Trichomonas vaginalis (El-Boulaqi et al., 1984). Por outro lado,
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tratamento com estradiol aumentou a resisténcia de infecgdes causadas por P yoeli e P vinckei (Cottrel et al.,
1977), Babesia microti (Benten et al., 1992), T lewisi (Maukau 1975), Pneumococcus, Pausterela spp. e Salmonela
spp. (Nicol et al.,1964).

O ambiente hormonal do hospedeiro pode também influir no curso de diferentes infec¢des por uma agao
direta sobre o agente infectante (revisto por De Castro & Luz, 1993), uma vez que j4 foi apontada a possibilidade
de interagdo entre recepror-like em patdgenos com hormoénios sexuais de mamiferos.

As evidéncias clinicas de interagio entre o sistema imune e o eixo hipotdlamo-hipofisdrio-gonodal estao
baseadas no dimorfismo sexual que existe na resposta imune, na prevaléncia de diversas doengas auto-imunes em
mulheres e na alteragdo desta resposta durante a gravidez. Altos niveis de estrogénios causam aumento da secregao
de hormonio do crescimento, da libera¢io de prolactina e de timosina — envolvidas no desenvolvimento de
linfécitos — e estimulam funges T e B. E sugerido que o aumento da resposta imune em mulheres permite
compensar 0 aumento de estresse fisioldgico que acompanha a reprodugio (revisto por Grossman, 1989). O
estradiol provavelmente altera a resposta imune durante a gravidez devido a a¢bes sobre diferentes populagoes
celulares de érgaos linféides (Shinomiya et al., 1991).

De um modo geral, fémeas #ém resposta imune humoral superior a machos, resultando em altos niveis de
imunoglobulinas (Butterworth et al., 1967; Rowe et al., 1968; Buckley & Dorsey, 1971; Eidinger & Garrett,
1972). Também a resposta celular é maior em fémeas, como pode ser observado pela rejeicao mais rdpida de
enxertos, maior capacidade de regressao e menor incidéncia de certos tipos de tumores (Brent & Medawar,
1966). Por outro lado, 0 mesmo mecanismo que reduz o risco de infec¢io em mulheres pode também trazer
maior susceptibilidade a vdrias doengas auto-imunes, como lupus eritematoso sistémico, diabetes insulina-de-

pendente e artrite reumatdide (Ahmed et al., 1985; Homo-Delarche et al., 1991).

Doenca de Chagas e Relatos sobre Diferencas
entre Sexos

Devido a sua heterogeneidade, a doenca de Chagas se apresenta como um bom modelo de estudo para os
fendmenos de resisténcia natural e influéncia do sexo. Variagoes na susceptibilidade do hospedeiro ante diferen-
tes cepas do parasita, bem como a influéncia da constitui¢do genética, idade, sexo, gravidade da fase aguda e
estado imunoldgico do paciente, influenciam no curso da infec¢io (revisto por Dias, 1992).

Existem na literatura vdrios relatos de diferengas no curso da infecgdo chagdsica entre homens e mulheres:

* Puffer & Griffith (1968), em 4rea endémica de Brasilia, acompanharam a mortalidade especifica por doenca de
Chagas em 10.000 individuos, encontrando os valores de 101,3 para mulheres e 234,0 para homens;

* Widmer & Azevedo (1972), analisando cortes histolégicos do coragao de 346 chagdsicos, observaram que em
mulheres ninhos de amastigotas sao encontrados em menor nimero;

* Oliveira et al. (1981), estudando populagoes selecionadas, verificaram que algumas lesdes, como, por exemplo,
aneurisma apical, associado com doenga de Chagas cronica, ocorrem menos freqiientemente em mulheres (339
) x 739 (m);

¢ analisando resultados de eletrocardiogramas anormais de pacientes chaggsicos, em Castro Alves (Bahia), Maguire
et al. (1983) observaram uma menor freqiiéncia de altera¢des em mulheres (15,3%; 29/189) do que em
homens (26,1%; 41/157); em trabalho posterior, na mesma drea, Mota et al. (1990), expressando em taxa de
1.000 pessoas/ano, encontraram os valores de 21,1 para mulheres e 32,3 para homens;

* vdrios autores verificaram, em diferentes regiées no Brasil, menor freqgiiéncia de mega sindromes em mulheres
quando comparadas a homens nio sendo, porém, a diferenga estatisticamente significativa (Barbosa et al.,
1970; Rezende, 1975; Mota et al., 1984);
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® Brabin (1992) divulgou que patologia cardiaca e mortalidade associadas sio menos freqiientes em mulheres,
apesar do fato de a gravidez poder disparar uma altera¢io na resposta imune a 7. cruzi e exacerbar a doenga;

* estudo radiolégico em Mambai (Goids) mostrou que a progressio da esofagopatia foi observada em 21,7% dos
homens, e apenas em 16,6% das mulheres (Castro et al., 1994). De um modo geral, estes relatos sugerem uma
maior resisténcia das mulheres em relagao a0 homens no curso da infecgio chagdsica, porém nao sao freqiientes
o suficiente para que se afirme a existéncia de tal diferenga.

Por outro lado, estudos com animais experimentais mostraram mais claramente esta diferenga associada ao

S€XO0.

* O dimorfismo sexual em animais infectados experimentalmente pelo 77 cruzi foi relatado pela primeira vez
por Hauschka (1947) que, realizando estudo quantitativo do sexo do hospedeiro como um fator de influén-
cia na doenga, utilizou vdrias linhagens de camundongos e cepas de parasita e demonstrou diferengas na
parasitemia, no grau de infecgdo tissular, na perda de peso e na sobrevivéncia dos animais, sendo os machos
consistentemente mais susceptiveis a 7. cruzi que as fémeas;

* Goble (1951), em estudos experimentais com camundongos albinos, fémeas e machos, administrou horménio
caracteristico do sexo oposto e nio observou diferenca significativa na mortalidade entre controle e tratados,
porém o inicio da mortalidade foi mais precoce ¢ a média do tempo de sobrevida foi menor em animais
machos;

* Kierszenbaum et al. (1974), investigando a interagdo parasita-macréfago iz vivo e in vitro, observaram que a
administragao de dietilestilbestrol reduzia a taxa de mortalidade e os niveis de parasitemia e associaram essa
redugio da resisténcia a infec¢do mediada por macréfagos;

* a influéncia de horménios esterdides foi demonstrada em experimentos de retirada de ovérios de camun-
dongos, sendo observado aumento na susceptibilidade no curso da infecgao por 7. cruzi (Chapman et al.,
1975);

* Postan et al. (1983), utilizando camundongos da cepa C3H e parasita clone Sylvio-X 10/7, também observa-
ram menor percentagem de mortalidade cumulativa em fémeas e aumento no tempo de sobrevida;

* em ratos infectados com 7. cruzi também foi observado que fémeas sao mais resistentes que machos (Rivera-
Vanderpas et al., 1983);

* em Balb/c infectado com cepa Tehuantepec, o percentual da mortalidade foi de 15% para fémeas e 88% para
machos (Aratjo-Jorge et al., 1992);

* em estudos com Calomys callosus, roedor silvestre descrito como modelo resistente para 7. cruzi (Mello et al.,
1979, Borges et al., 1982), foi observado que a retirada das gonadas tanto em fémeas quanto em machos, levava
a um aumento na parasitemia, revertido com a reposi¢io do hormonio correspondente (Prado Jr. et al., 1998,

1999).

Em nosso laboratério foi recentemente descrito que doses consideradas farmacoldgicas de estradiol
susceptibilizam os camundongos C57BL/6, tanto fémeas quanto machos, a morte na fase aguda da infeccio,
enquanto doses baixas do horménio podem aumentar a resisténcia dos animais & mortalidade na fase aguda
(Souza, 1999). Dentro deste estudo também nio observamos alteragdes nos niveis plasmdticos de IgG anti 7
cruzi e a susceptibilizagao induzida por estradiol. Estudos preliminares mostraram uma maior produgio de éxido
nitrico em animais tratados com estradiol, porém tal efeito foi observado tanto com a administraggo de doses altas como
de doses baixas do hormonio. Realizamos também estudos analisando o curso da infecgio por 7. cruzi em fémeas
em diferentes etapas do ciclo ovulatério que sugeriram que o fato de fémeas serem mais resistentes que machos
pode, a0 menos em parte, estar associado com niveis baixos de estradiol, compativeis com niveis de anestro ou de
fase descendente de estrogénio no ciclo estral.
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Prolactina

Maria Teresa Rivera

A prolactina (PRL) ¢ um horménio polipeptidico, com peso molecular préximo de 23.000 daltons, constituida
de uma cadeia linear de 198 aminodcidos. A PRL circulante se apresenta em trés formas: monomérica, a “prolactina
pequena” (80% da PRL total circulante), polimérica, com peso molecular elevado, a “prolactina grande, grande” e
polimérica, de peso molecular intermedidrio, a “prolactina grande”. Estas duas dltimas formas tém fraca afinidade pelos
receptores de PRL (Niall, 1981). E um horménio “lactogénico”, sintetizado pelas células lactétropicas do 16bulo
anterior da hipdfise e que se encontra nos vertebrados; ela ¢ secretada de uma maneira pulsdtil (a cada 20 minutos) e sua
vida média ¢, aproximadamente, de 20 minutos (Dewailly et al., 1984).

A PRL atua diretamente sobre seus receptores presentes em tecidos periféricos, sem a intervengo ou agio de
outras glindulas endécrinas. Estes receptores encontram-se na glandula mamdria, figado, ovdrio, testiculo,
préstata e rim. Na mulher, as células do endométrio, no final do ciclo menstrual, e as células teciduais placentdrias,
no inicio da gravidez, seriam capazes de produzir a PRL extra-hipofisdria (Smith, 1980; Talamantes et al., 1980).
Os mecanismos reguladores desse horménio sao multiplos e complexos: ao nivel hipotaldmico, dopamina, GABA
(dcido y-amino butirico) e sistemas colinérgicos exercem um efeito inibitério; a TRH e o VIP (peptideo intestinal
vasoativo), estimulam a sintese e secre¢io da PRL que pode auto-regular-se e ser controlada por agao de outros
horménios como progesterona, estrogénios, glucocorticdides, andrégenos, GH, LH-RH ¢ ACTH (Clemens &
Shaar 1980; Dewalilly et al., 1984).

As variagoes fisiolégicas da PRL plasmdtica estao associadas com a idade e o sexo: (a) no feto, aparece na
hipéfise fetal a partir a quinta semana e no soro a partir da décima semana, apresentando uma grande elevagao do
nivel plasmdtico no final da gravidez e ao nascimento (200 ng/ml) (Aubert et al., 1975); (b) na infincia, a PRL
plasmdtica diminui progressivamente (de 50 a 80 ng/ml) até o inicio da puberdade, quando de novo aumenta
moderadamente, principalmente na mulher; (c) nos adultos, o nivel sérico da PRL ¢ mais elevado na mulher que
tem atividade genital (2-20 ng/ml) que na mulher em menopausa (2-12 ng/ml) e no homem (2-13 ng/ml) (Jaffe
et al., 1973).

Durante o dia, os niveis de PRL plasmdtica apresentam uma curva oscilatéria com poucas variagoes, simul-
tinea a de LH e de FSH, mostrando que estas oscilagoes sio moduladas pelo mesmo mecanismo neuroenddcrino
(Cetel & Yen, 1983). Como no caso de outros hormonios hipofisdrios, a PRL tem um ritmo bem particular nas
24 horas do dia: detecta-se um pico noturno durante o sono que ocorre entre 1 e 5 horas da manha nas pessoas
que tém um ritmo de vigilia-sono cldssico; a seguir os valores plasmdticos diminuem, voltando aos niveis basais 1
ou 2 horas apés o despertar (Nokin et al., 1972).

A principal fungio fisiolégica da PRL ¢ a indu¢do e manutengio da lactagio na mulher. Durante esta fase, a
amamentagao mantém uma hiperprolactinemia fisiolégica, que é médxima no inicio da lacta¢do, depois do parto, e
que diminui progressivamente com a evolu¢io da amamentagdo; durante este perfodo ocorre uma reducio da
atividade ovariana acompanhada por amenorréia na mulher. Por outro lado, apresenta, também, uma a¢io sobre a
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reprodugdo, uma vez que vdrios resultados experimentais mostram uma agio direta da mesma sobre o ovdrio; o
liquido folicular também contém PRL, j4 que sua concentra¢iao aumenta durante a maturagio folicular e dimi-
nui no momento da ovulagio (Dewalilly et al., 1984; Meites, 1988).

Outros fatores exégenos podem provocar a liberagio da PRL: estresse, exercicio com esforgo prolongado,
durante a alimentagio, hipoglicemia e estimulo tictil do mamilo do seio (Baker et al., 1982). A PRL pode ser
encontrada no liquido amnidtico, no liquido céfalo-raquideo, no liquido seminal e no leite materno humano e de
outros vertebrados (Gala et al., 1975; Bartke, 1980). Suas concentragdes nestes liquidos biolégicos nem sempre
guardam correlagao com os valores plasmdticos.

Prolactina e Imunidade

A interagdo entre o sistema neuroenddcrino e o sistema imune ¢ cada vez mais evidente, sendo objeto de
numerosas investigacoes (Blalock, 1989). A hipéfise secreta horménios imunoestimulantes (PRL e horménio de
crescimento) e horménios imunossupressores (ACTH) que estao implicados no controle das fungées imunes
(Dewalilly et al., 1984). Neste contexto, uma série de estudos indicam que a PRL pode ser considerada como um
agente essencial da regulagio da resposta imune. Enquanto exerce, principalmente, uma agio sobre a lactagio e a
reprodugio, o que tem sido bem demonstrado na literatura, tem havido também investigagdes sobre o papel
desse hormonio na fun¢ao de células imunocompetentes (Berczi et al., 1981; Haddock Rusell, 1988; Yu & Lee
1988; Murphy et al., 1995).

Foi claramente estabelecido que a PRL pode ativar a prolifera¢ao linfocitdria e aumentar a atividade das
células NK e LAK 77 vitro (Bernton et al.,1988; Yu & Lee, 1988; Haddock Rusell, 1988; Murphy et al., 1995).
Este horménio contribui também para a ontogenia do sistema imunitdrio timico e a administragao neonatal de
anticorpos anti PRL em camundongos, pode alterar o desenvolvimento e a maturagao linfécitos T e B do bago e
do timo (Haddock Rusell et al., 1988). Além disso, receptores de PRL foram identificados em linfécitos T
(células CD4* e CD8"), linfécitos B e em células NK humanas (Murphy et al., 1995). Os linfécitos apresentam
mRNA que pode hibridizar com o ¢cDNA da PRL e assim levam a formagio deste horménio, quando sio
estimulados por mitogénos ou por antigenos (Haddock Rusell, 1988). Macréfagos apresentam também recepto-
res de PRL e, como os linfécitos, sio capazes de produzir uma substincia semelhante a ela. Estes resultados
sugerem um efeito adjuvante da PRL, que pode ser associado a estimulagdo da atividade macrofdgica (direta ou
indireta por via do IFN-y produzido por linfécitos T) (Bernton et al., 1988; Murphy et al., 1995). Por outro
lado, a ciclosporina A, agente imunodepressor, se fixa sobre os mesmos receptores que a PRL, impedindo desta
maneira a agio da mesma (Hiestand et al., 1986).

A PRL também foi associada com a auto-imunidade. Dados recentes demostraram que a administragio 2 vivo de
PRL ou transplantes singénicos da parte anterior da hipéfise, aceleram fenémenos auto-imunes em cepas de camun-
dongos predispostos a desenvolver processos auto-imunes; a administragio de bromocriptina, um inibidor da sintese
de PRL, pode retardar o aparecimento desta patologia. Os camundongos NZB auto-imunes apresentam receptores de
PRL, que ndo estdo presentes em linfécitos de camundongos controles normais (Murphy et al., 1995).

Prolactina e a Infeccao Experimental por 7. cruzi

O papel da PRL sobre a regulacio das respostas imunes parasitdrias nao tem sido estudado. Na infecgdo
experimental por 7. cruzi, os mecanismos de prote¢do e de resisténcia dependem, essencialmente, de fenémenos
como fagocitose e citotoxicidade celular dependente dos anticorpos (ADCC), principalmente devido a macréfagos
e a polimorfonucleares (Okabe et al., 1980; Nogueira, 1986). A fungio primordial de células NK, células CD4*
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e CD8' tem sido demonstrada no controle da parasitemia e no aparecimento de fendémenos patolégicos de auto-
imunidade na infecgdo experimental por 7. cruzi (ver Capitulo 4). Estes elementos da resposta imunitdria podem
ser assim um alvo preferencial direto ou indireto da agdo da PRL.

Por outro lado, alguns resultados obtidos durante a infec¢ao experimental por 7 cruzi em camundongos
(fémeas grdvidas e lactantes) (Rivera et al., 1991) permitem considerar, ainda, a agado modulatéria da PRL sobre
a infecgdo. Estes resultados indicam uma a¢ao benéfica da lactagio, aumentando a resisténcia dos animais infectados
e confirmando estudos prévios usando outras cepas de camundongos e de 77 cruzi (Krampitz & Disko, 1966).

A lactagdo reduz a mortalidade durante a fase aguda da infec¢do, mas os camundongos infectados foram
incapazes de controlar sua parasitemia. Esta incapacidade de reduzir a populagio parasitdria em uma infec¢io
adquirida durante o perfodo de lactagdo foi também observada em outras infecgbes parasitdrias de animais
domésticos e de laboratério e poderia estar relacionada com a imunossupressao das células T observada durante a
gravidez e a lactagao (Lloyd, 1983).

Na infec¢o por 7. cruzi, os trabalhos de Trischmann (1983) demonstram que no inicio da fase aguda,
quando a parasitemia aumenta, o controle da infec¢io estd associado, essencialmente, a linfécitos T, sendo inde-
pendente dos anticorpos. Os linfécitos CD4 Th1 e Th2 produzem linfocinas capazes de ativar as células efetoras,
participando, dessa maneira, da eliminagao dos parasitas (Golden & Tarleton, 1991; Tarleton, 1991) e contribu-
indo para a sintese de anticorpos; estes tltimos seriam responsdveis pela eliminagao dos parasitas e pela manuten-
¢ao da imunidade durante a fase cronica. A capacidade do camundongo lactante de retardar ou evitar as conseqii-
éncias letais de uma parasitemia elevada poderia estar relacionada com as alteragdes induzidas pela interagio da
rede de hormonios e citocinas. Assim, o grande aumento de PRL enddgena, observado durante a lactagao,
poderia estar relacionado com o estimulo das respostas imunes antiparasitdrias e participar no controle da infec-
¢3o de camundongos lactantes. Evidentemente esta hipStese necessita de mais investigagoes.

Finalmente, uma diferenga sexual importante tem sido demostrada na resisténcia a infecgao por 7. cruzi
entre camundongos machos e fémeas (Hauschka, 1947; Souza, 1999): os primeiros sio mais sensiveis. Assim, a
prolactinemia e os niveis de fixagao de PRL sobre seus receptores sio menores em machos que em fémeas como
assinalado no caso de algumas cepas de camundongos (Kelly et al., 1974). Este nivel baixo poderia contribuir
para explicar a diferenga sexual observada na resisténcia a infecgio.
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Relagao Materno-Fetal na Infec¢ao Chagésica Experimental

Maria Teresa Rivera & Silvana Marques de Aradjo

A prevaléncia da infecgdo por Trypanosoma cruzi em mulheres grdvidas varia de 2% a 51% em centros
urbanos e de 23% a 81% em zonas endémicas da América Latina (Bittencourt, 1992). Na primeira parte deste
capitulo, analisaremos os dados da literatura relacionados as conseqiiéncias da gravidez sobre a infec¢do da mae, a
infecgo congénita e a transmissio de anticorpos maternos.

A Relagao Materno-fetal e Mae-filho

Conseqiiéncias da Gravidez sobre a Infeccao

da Mae

A literatura relata somente sete casos de infecgio aguda durante a gestagdo (Bittencourt, 1988). Quatro
destas mulheres tiveram criangas prematuras e as outras trés tiveram criangas a termo, sem complica¢des. A
maioria dos casos, apresentados pela literatura, tratava de pacientes infectadas mas assintomdticas (Howard,
1976; Bittencourt, 1976). Duas publicagbes salientam a auséncia de alterag¢des patolégicas em mulheres
grdvidas que apresentavam forma cardiaca cronica da doenga de Chagas (Oliveira et al., 1968) e mais
recentemente, outra publicagdo (Gilson et al., 1995) confirma este dado em uma mulher grivida que
apresentava problemas cardiacos e gastrointestinais relacionados com a fase cronica da doenga de Chagas.
Um caso de morte materna no inicio da gravidez, diretamente associada com a doenga de Chagas, foi
relatado por Freitas & Pinto Lima, em 1950. Dois falecimentos fora da gravidez foram observados no
estudo de Oliveira et al. (1968), onde foram seguidas 106 mulheres grévidas e infectadas por 7. cruzi. Até
o momento nio existem dados precisos com relagio a exacerbagio da parasitemia durante a gravidez, nem
foram estudadas as interagbes entre a infecgdo por 1. cruzi, a capacidade de reprodugio e o controle da
infec¢do durante a gestacio (Bittencourt, 1992).

Doeng¢a de Chagas Congénita

Como a infecgdo por 7. cruzi pode ser transmitida ao feto por via transplacentdria, a relagio mae-filho na doenga de
Chagas tem sido estudada sobretudo neste contexto. A transmissao pode acontecer tanto durante a fase aguda, quanto
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durante a fase cronica da infecgo materna (Howard, 1976; Bittencourt, 1976; Azogue & Darras, 1991).

Em regides endémicas a transmissao congénita do 7 cruzi ¢ um evento freqiiente. Sua prevaléncia é mais
elevada na Bolivia, chegando a 14,8% em Santa Cruz de la Sierra (Azogue et al., 1985). Segundo Bittencourt et
al. (1985), ¢ de 10,5% na Bahia, Brasil, ¢ de 10% na Argentina (Votta et al., 1983).

A transmissao para o concepto pode se dar de trés formas distintas:

* por via hematogénica (pré-natal), que é a mais freqiiente; os tripomastigotas provenientes da mae invadem
ativamente o trofoblasto, sem lesdo prévia ou necrose das células trofobldsticas, penetrando, assim, nas diferen-
tes células placentdrias (Dvorak & Schmunis, 1972; Bittencourt, 1988). Os parasitas transformam-se em
amastigotas, multiplicam-se e sdo liberados na corrente circulatéria fetal apés transformarem-se, novamente,
em tripomastigotas e romperem as células hospedeiras (Bittencourt,1988; Azogue & Darras, 1991);

* através do liquido amnidtico os parasitas podem contaminar o feto quando ele o aspira (Bittencourt et al., 1981);

* por via oral, através do leite materno (pés-natal) (Mazza et al., 1936; Medina-Lopez, 1983). Segundo Bittencourt
(1992), esta forma de transmissao ¢ rara.

A doenga de Chagas congénita é grave e provoca freqiientemente aborto, fetos prematuros e morte perinatal
(Bittencourt, 1976). Um recém-nascido de mae chagésica pode nascer assintomdtico e os sintomas de fase aguda
aparecerem alguns dias ou meses mais tarde (Howard, 1976; Azogue & Darras, 1991), com mortalidade de
49% durante o primeiro ano de vida (Bittencourt, 1988, 1992).

A metodologia utilizada no diagndstico da infecgdo chagdsica em recém-nascidos é:

* exame parasitoldgico direto (método de Strout) em sangue do corddo umbilical e do recém-nascido (Azogue &
Darras, 1991);

* estudo patoldgico de placentas e seus anexos (Azogue & Darras, 1991; Bittencourt, 1992);

* xenodiagndstico (Azogue & Darras, 1991; Bittencourt, 1992);

* estudo soroldgico de anticorpos IgM e IgG do recém-nascido, com especificidade para o antigeno SAPA  (Reyes
et al., 1990; Bittencourt, 1992).

Transmissao de Anticorpos da Mae ao Feto

No homem, os anticorpos maternos anti 7. ¢ruzi foram evidenciados no sangue do cordio umbilical, indi-
cando assim uma cldssica transmissao transplacentdria (Miles, 1972; Brenitre et al., 1983). No entanto, ne-
nhum dado existe sobre os isotipos de imunoglobulinas da classe G (IgG) transmitidos, nem sobre a protegao que
eles possam eventualmente exercer.

A transmissao de anticorpos maternos e de seus idiotipos pode também induzir 7z utero uma sensibilizagao
antiidiotipica de linfécitos T do feto. Este fendmeno poderia influenciar o desenvolvimento da futura resposta
imune neste feto e a mortalidade de recém-nascidos 2 uma infecgao por 7. cruzi adquirida apés o nascimento em
zona endémica para a doenga de Chagas (Eloi-Santos et al., 1989).

As transmissoes pré-natal e pds-natal de anticorpos maternos tém sido demostradas em camundongos e ratos
(Kolodny, 1939; Miles, 1972; Baitner, 1986; Marques de Aragjo et al., 1996). A imunidade assim adquirida
nio impede a infecgdo, mas diminui a mortalidade e a gravidade de uma infecgio adquirida apés o nascimento,
se esta acontece até dez dias depois do desmame dos animais (Kolodny 1939; Marques de Aratjo & Chiari,
1996). Por outro lado, ndo se pode deixar de mencionar o papel prejudicial que anticorpos maternos anti 7. cruzi
podem desenvolver em camundongos descendentes de maes chagdsicas (Marques de Aradjo et al., 1996) que
analisaremos mais adiante. Os isotipos de anticorpos preferencialmente transmitidos pelos animais infectados
por T cruzi nio tém sido estudados. De maneira geral sabe-se que as imunoglobulinas IgG2a estdo presentes em
maior quantidade no leite dos camundongos que em outros isotipos. A passagem de imunoglobulinas por via
digestiva limita-se as IgG que se fixam a receptores Fc da superficie dos enterécitos do jejuno (Simister, 1990)
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A Relagcao Materno-Fetal na Infeccao Experimental
por 1. cruzz

Como jd comentado, a relagio mae-filho na doenga de Chagas tem sido estudada sobretudo no contexto da
transmissao congénita no homem e no animal, dispondo-se de poucos dados sobre outros aspectos importantes
desta relagdo. As conseqiiéncias da infec¢ao da mae sobre o crescimento e o desenvolvimento imunitdrio do feto e
do recém-nascido, além da avaliagao da suscetibilidade da prole a infecgdo pelo 77 cruzi sem transmissio congénita
do parasito, ndo haviam sido estudadas.

O Laboratério de Parasitologia da Universidade Livre de Bruxelas dedicou-se ao estudo da relagaio materno-
fetal e da relagio mae-filho, abordando estas perguntas em um modelo experimental sem a transmissdao congénita
do T cruzi. Foi escolhido o camundongo Balb/C que, quando infectado pelo parasita, apresenta suscetibilidade
intermedidria a infec¢do e desenvolve a doenca de Chagas cronica de maneira semelhante 4 do homem, permitin-
do, assim, abordar também outros aspectos da interagdo entre a infec¢do, a gravidez e a imunidade materna.

Interacoes entre a Infeccao Crénica por 7. cruzi
do Camundongo com a Gestagao

Estudaram-se as conseqiiéncias da infecgio cronica por 7. cruzi sobre a capacidade de reprodugio de camundongos
e sobre o crescimento fetal. Também analisaram-se uma eventual transmissao congénita e a influéncia da gestagio sobre
a infecgo da mae. As principais conclusoes deste trabalho (Carlier et al., 1987) foram:

* a infecgdo por 7. cruzi nao modifica nem a fecundidade nem a reprodugio no camundongo. Estes resultados
foram evidenciados pela comparagdo das taxas de acasalamento, gravidez e de implantacoes e reabsor¢oes fetais
nos cornos uterinos, observadas entre fémeas grdvidas, infectadas cronicamente, e seus controles, fémeas gravi-
das nao infectadas;

* a infecgio por 7. cruzi altera o peso dos camundongos antes da gestagdo mas ndo altera o peso das placentas;

* a infeccao cronica da mae neste modelo ndo leva 4 infecgao congénita mas provoca um retardo do crescimento fetal.

Estes resultados mostraram que a gestagio nao modifica a infecgao da mae nem a sua capacidade de reprodu-
30, mas leva a um retardo do crescimento intra-uterino, sem transmissao do parasito.

A Lactagao Diminui a Mortalidade mas nao a
Parasitemia Durante a Fase Aguda da Infeccao
por 1. cruzi em Camundongos

Analisou-se a influéncia da lactagio sobre o desenvolvimento da infec¢io aguda por 7. cruzi e deste estudo
concluiu-se que a mortalidade de fémeas de camundongos em lactagao infectadas ¢ inferior a de fémeas infectadas
fora do perfodo de lactagio (apés um a dez dias de lactagio) (Rivera et al., 1991). Por outro lado, fémeas de
camundongos infectadas em perfodo de lactagdo suportaram parasitemia superior (4,5 vezes maior) e tiveram o
periodo de vida mais longo que seus controles, fémeas infectadas fora do periodo de lactagdo. Estas observagoes
indicam claramente o efeito benéfico da lactagdo sobre a fase aguda da infec¢io por 77 cruzi em camundongos,
diminuindo as conseqiiéncias letais de uma parasitemia muito elevada.
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A Resposta Imune Humoral e Celular em Fémea
de Camundongo Grdvida e Cronicamente
Infectada por 7. cruzi

De acordo com os dados obtidos anteriormente, que nio evidenciaram influéncia da gravidez sobre o nivel
da infec¢io de fémeas de camundongos infectados, e sabendo que a gravidez pouco altera o estado imunitdrio de
um animal ndo infectado, pretendeu-se com este estudo esclarecer se a resposta imune, profundamente modifi-
cada em camundongos infectados por 7. cruzi, era ou nio modificada pela gravidez. Os resultados obtidos foram
os seguintes, considerando a imunidade humoral (Carlier et al., 1987):

* a gravidez modifica sensivelmente a hipergamaglobulinemia associada a infec¢ao por 7. cruzi. Os niveis de IgG,
sobretudo os de IgG2a e de IgG3, sdo particularmente baixos; os de IgM sdo pouco afetados e os de IgA
nao sao afetados de forma alguma. Os niveis de complexos imunes circulantes, o fator reumatdide e os anticorpos
anti DNA estdo igualmente reduzidos de maneira significativa. Estes dados indicam uma diminuigio sensivel
no nivel de ativagao policlonal B, que tem lugar durante a infec¢io cronica pelo parasita;

* a gravidez diminui a taxa de anticorpos anti 7. cruzi (-37%), mas nao modifica a de IgM, nem a dos anticorpos
liticos;

* a gravidez ndo modifica, sensivelmente, o reconhecimento dos antigenos de 7. cruzi pelos anticorpos destes
camundongos.

Estes resultados permitiram afirmar que a gravidez, durante a infec¢do cronica pelo 7. cruzi, estd associada a
uma diminui¢io de certos parimetros imunolégicos humorais, os quais, no entanto, sdo insuficientes para modi-
ficar o curso da infecgao.

O papel da gestagao sobre a imunidade celular em camundongos foi estudado utilizando-se o teste de
proliferagao celular com células de bago de camundongo, obtidas no 17° dia de gestagdo, ante a Con A e ante
uma preparagao antigénica de 7. cruzi (Rivera et al., dados nao publicados). Estudou-se também a produgao de
duas citocinas multifuncionais importantes, IFN-y e TNF-o, que podem intervir durante a gestagio (Chen et al.,
1991; Shirahata et al., 1992) e que também estio implicadas durante a infec¢do pelo 77 cruzi (Tarleton &
Nabors, 1991; Torrico et al., 1991). A detecgao destas citocinas foi feita em sobrenadantes celulares e no soro dos
camundongos estudados.

Os resultados mostraram claramente que a gravidez nio afeta nem a resposta proliferativa especifica nem a
inespecifica. No entanto, a infecgao por si mesma deprime a resposta celular 8 Con A em fémeas de camundongos
grévidas ou nao. Isto confirmou, mais uma vez, o efeito imunossupressor da infecgao por 7. cruzi em camundon-
gos e evidenciou o papel considerdvel da infecgao da mie sobre seu estado imunoldgico e de suas eventuais
repercussoes sobre o feto.

A produgio das citocinas estudadas nos sobrenadantes de células esplénicas nao se modifica com a gravidez.
Ao contrdrio, a produgio sérica de TNF-0 mostrou-se aumentada em fémeas de camundongos infectadas e
grévidas. Este dltimo resultado incentivou o prosseguimento dos estudos desta citocina nas referidas fémeas,
como serd visto mais adiante.

Diminui¢ao da Resisténcia a Infec¢ao por 7.
cruzi Adquirida na Prole de Fémeas de Camun-
dongos Cronicamente Infectados

Diversos elementos imunoldgicos como anticorpos, antigenos circulantes, imunocomplexos, citocinas ou
células sensibilizadas podem ser transmitidas da mae 4 sua prole e assim modular a resposta imune de sua
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descendéncia. No que concerne 4 prole de fémeas de camundongos grdvidas infectadas, pretende-se inicialmente
verificar a hipéStese da existéncia de uma possivel modificagao na resisténcia destas proles a infecgao pelo 7. cruzi
adquirida apds seu nascimento. Para tanto, seguiu-se o desenvolvimento de uma infecgao pelo 7. cruzi em proles
com dois meses de idade, descendentes de maes cronicamente infectadas. Os resultados obtidos podem ser assim
resumidos (Carlier et al., 1992):

* auséncia de infecgio congénita na prole de fémeas de camundongos cronicamente infectadas no modelo utili-
zado;

* observacio de parasitemia e mortalidade mais elevadas na prole descendente de maes infectadas;

* esta diminuigao da resisténcia da prole a uma infecgio adquirida pelo 7. cruzi é médxima quando esta prole foi
exposta 2 influéncia materna no periodo pré-natal (placenta) e pds-natal (leite). Este fato leva a prole a uma
incapacidade de controlar a fase aguda da infecgio pelo 7. cruzi, mas nao tem efeito sobre sua fase cronica;

* este fendmeno ¢ especifico para o 7. cruzi, e mostrou-se reversivel e transitério uma vez que nao ¢ observado em
proles infectadas aos cinco meses de idade.

Estes resultados sugerem uma depressio da resposta imune 2 infec¢ao adquirida por 7. cruzi em proles
descendentes de fémeas de camundongos cronicamente infectadas com este mesmo parasito. Sugerem ainda uma
influéncia materna que pode ser prejudicial e nao protetora para a prole.

Produg¢ao Elevada do Nivel de Tnf-o¢ em Fé-
meas de Camundongos Grdvidas Infectadas
Cronicamente por 7. cruzi e seu Aumento nos
Fetos e na Prole destas Fémeas

Os trabalhos anteriormente realizados mostraram, por um lado, que a infec¢io cronica por 7. cruzi em
fémeas de camundongos grdvidas levava a um retardo de crescimento fetal intra-uterino. Por outro lado, a
prole destas mesma fémeas cronicamente infectadas apresentou niveis elevados de parasitemia e mortalidade,
sugerindo uma depressao em sua resposta imune a uma infecgao adquirida por 7. cruzi. Considerando que o
TNF-o é uma citocina multifuncional implicada no crescimento fetal, na maturagao dos tecidos linféides
fetais ¢ que pode dar origem a lesdes fatais em fendmenos inflamatérios agudos (Clark & Chaudri, 1988; De
Kossodo et al., 1992; Giroir et al., 1992), investigou-se o seu papel nos fendmenos anteriormente observados
nas interagbes materno-fetal e mae-filho na infecgio pelo 7. cruzi. Estudou-se assim, a produgio dessa citocina
em fémeas de camundongos infectadas e grévidas, no timo fetal e na prole destas fémeas, especialmente
quando apresentavam uma infecgao adquirida pelo 77 cruzi. Os resultados obtidos foram os seguintes (Rivera

et al., 1995):

* a gestagdo aumenta os niveis séricos de TNF-ot em fémeas de camundongos cronicamente infectados pelo 7
cruzi:

* as células timicas de fetos provenientes de maies infectadas por 77 cruzi produzem muito mais RNA de
TNF-o;

* a prole (machos e fémeas) descendente de fémeas cronicamente infectadas ¢ capaz de produzir niveis elevados de
TNF-a sérico circulante, depois de estimulados com LPS.

Estes resultados sugerem que descendentes de fémeas de camundongos cronicamente infectadas pelo 7. cruzi
sdo estimulados a produzir niveis elevados TNF-ot antes e apds o nascimento. Isto mostra o papel importante
desta citocina nas relagdes materno-fetal e mae-filho durante a infecgio pelo 7. cruzi.
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Os Anticorpos Maternos Anti 7. cruzi de Fé-
meas de Camundongos e sua Influéncia no
Agravamento da Infec¢ao Aguda por 7. cruzi
de sua Prole
Outros fatores soltveis existentes no soro de fémeas de camundongos cronicamente infectadas com 7. cruzi e
que podem ser transmitidos a sua prole s3o os anticorpos especificos contra este parasita. Neste estudo analisou-se o
possivel papel destes anticorpos maternos no agravamento da infec¢o adquirida por 7 cruzi na prole descrita
anteriormente. Para tanto, reproduziu-se a fisiologia da transferéncia de anticorpos maternos anti 7. cruzi previamen-
te observados no homem e no camundongo, inoculando em fémeas de camundongos grdvidas, em periodo de
lactagdo e ndo infectadas, soro cronico ou anticorpos anti 7. cruzi purificados, provenientes de fémeas de camundon-
gos cronicamente infectadas. Foram obtidos os seguintes resultados (Marques de Arajo et al., 1996):

* fémeas de camundongos grdvidas e lactantes inoculadas com soro crénico ou com anticorpos anti 7. cruzi
purificados apresentaram nivel mais baixo de anticorpos circulantes quando comparadas com fémeas infectadas
fora da gravidez e do periodo de lactagao, sugerindo assim que existe transferéncia de anticorpos para o feto e
para a prole que estd sendo aumentada;

* a prole descendente destas fémeas inoculadas com soro ou anticorpos anti 7. cruzi purificados e que por sua vez
foi inoculada com o parasita aos dois meses de idade apresentou parasitemia mais elevada e menor sobrevida que
camundongos infectados com 7. cruzi e sem transferéncia de anticorpos maternos anti Zcruzs.

Estes resultados mostraram que a transferéncia de anticorpos maternos pode exercer influéncia prejudicial sobre
sua prole. Isto ndo exclui a fungdo de outros fatores maternos transmitidos 4 sua descendéncia, como os antigenos
parasitdrios circulantes ou os fatores envolvidos na indugio da transcricdo do TNF-q1, analisada anteriormente.

Como perspectivas deste trabalho experimental pode-se considerar os seguintes aspectos: o conjunto dos
resultados obtidos leva 4 reflexao sobre a relagao da influéncia materna da infecgao pelo 7. cruzi sobre a suscepti-
bilidade de sua prole 4 infec¢do por este mesmo parasito e deixa claro sua influéncia prejudicial em certas etapas
da vida pré e pés-natal; leva ao questionamento sobre o papel das relagbes materno-fetais e sobre o desenvolvimen-
to das formas clinicas da doenga de Chagas na qual existe um gradiente considerdvel de gravidade. As criangas em
dreas endémicas sdo particularmente sensiveis a infec¢do aguda pelo 7. cruzi durante os cinco primeiros anos de
vida e este modelo experimental sugere uma explicagio possivel para esta observagio.

Evidentemente as conclusdes deste trabalho experimental nio podem ser extrapoladas diretamente para o
homem, no entanto podem conduzir a investigagdes epidemioldgicas sobre a possibilidade de retardo de cresci-
mento fetal em criangas ndo infectadas, nascidas de maes infectadas e o impacto deste retardo sobre sua satide no
futuro. Podem ainda, conduzir  suspeita de ocorréncia de infec¢io adquirida mais grave em filhos de maes chagdsicas.
Aventadas estas situagdes, a dupla mae chagdsica-filho poderd ser vista como um grupo de alto risco, levando a
decisdes de saide publica que tenham como objetivo limitar os efeitos graves da doenga de Chagas em dreas
endémicas.
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Solange L de Castro, Ricardo M. Santa-Rita & Marcel o Einicker-L_amas

Praticamente desde a descoberta da doenga de Chagas, seu tratamento vem sendo investigado. Na década
de 60, o desenvolvimento de drogas contra esta doenga estava relativamente atrasado em relagio aquele contra
infecgbes por outros tripanosomatideos, sendo o 7rypanosoma cruzi geralmente resistente a compostos ativos
contra leishmanias e outros tripanosomas (Hawking, 1973). Podemos dividir o desenvolvimento da pesquisa
destas drogas em duas fases, com o divisor na década de 70, quando foram descritos o nifurtimox e o benznidazol.

E studos com Nifurtimex e Benznidazol

Atualmente, o tratamento da doenga de Chagas estd restrito a duas drogas nitro-heterociclicas: o nitrofurano
nifurtimox (Nif, Lampit, Bayer, 3-metil-4-(5'-nitrofurfurilidenoamino) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido)
introduzido na clinica em 1965, e que teve sua produgao descontinuada no Brasil, e o 2-nitroimidazol benznidazol
(Bz, Radanil ou Rochagan, Roche, N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida) introduzido na década seguinte
(revisto por Luquetti, 1997). Nif e Bz sdo ativas na fase aguda da doenga de Chagas, porém tém efeito limitado
sobre a forma cronica da doenga (Rassi, 1982) as principais indicagdes destas drogas sdo: fase aguda da infecgio,
forma congénita, reativagdo associada com imunossupressao, infecgbes recentes e em situacoes de transfusoes ou
transplante de 6rgaos. As drogas podem também ser indicadas para o tratamento de alguns pacientes nas formas
indeterminada e cronica com fraco envolvimento cardiaco. A prescri¢io do tratamento etioldgico na fase cronica é
controversa devido a dificuldades em monitorar sua eficiéncia terapéutica (Viotti et al., 1994) os esquemas mais
utilizados de tratamento sdo: Nif por 60-90 dias, 8-10 mg/kg/dia em adultos e menos que 15 mg/kg/dia em
criangas; Bz por 60 dias, 5 mg/kg/dia em adultos e menos de 10 mg/kg/dia em criangas. Ambas as drogas devem
ser divididas em duas a trés fragoes apds as refeigoes. Reacoes adversas estao associadas a perturbagbes no trato
digestivo como inapeténcia, ndusea, vomito e perda de peso com Nif e dermopatia e polineuropatia com Bz. As
principais limita¢oes das drogas sdo a necessidade de tempos longos de administragio e efeitos colaterais (Coura,
1996; Cangado, 1997). Foram também relatadas falhas terapéuticas, provavelmente relacionadas com a variagao
de sensibilidade as drogas nas populagoes de parasitas na Américas Central e do Sul.
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Nif e Bz em estudos em animais experimentais o Nif, testado sobre infecgoes em diferentes espécies de
animais, apresentou atividade dependente da cepa do parasita (Bock et al., 1969; Haberkorn & Gonnert,
1972). A andlise ultra-estrutural dos amastigotas intracelulares mostrou alteragdes semelhantes as descritas
no estudo em cultura de células (Voigt et al., 1972, 1973) bem como a indugao de vacuolizagio, inchamento
da mitocdndria e alteragdes de membrana parasita, além de lesdes nas células cardiacas ao redor de parasitas
danificados (Andrade & Freitas, 1987).

A administragio de Bz a camundongos, em dose dnica (1 g/kg), sete dias pds-infecgo (cepa Y), levou a
uma queda progressiva na parasitemia, que se negativou ap6s dez dias (Richle, 1973; Polak & Richle, 1978).

Virios estudos foram também realizados comparando-se a sensibilidade de diferentes cepas frente ao Nif e

20 Bz em infecgdes experimentais:

* os percentuais de cura em infecgbes com a cepa Peru foram superiores aqueles com a cepa Colombiana,
observando-se desenvolvimento de resisténcia ao Nif e ao Bz (Andrade et al., 1975, 1977; Andrade &
Figueira, 1977);

* Brener et al. (1976), comparando as cepas Y e CL, e Andrade et al. (1985), analisando a susceptibilidade
de trinta cepas de diferentes regides, observaram uma boa correlagao entre as atividades das duas drogas
para uma dada cepa, indicando que os diferentes percentuais de cura estariam associados a fatores do
parasita;

* analisando 47 cepas isoladas de diferentes fontes, Filardi & Brener (1987) relataram uma larga faixa de
susceptibilidade ao Nif e ao Bz, correlacionada em vdrios casos com a regido geografica: as provenientes do
sul do Brasil e da Argentina eram mais sensiveis em rela¢do as de Minas Gerais. Essa diferenga poderia estar
associada a diferentes percentuais de cura de pacientes relatados na Argentina e no Brasil (Can¢ado &

Brener, 1979).

Infectando camundongos com parasitas isolados de quatro pacientes agudos (antes do tratamento com Bz),
Filardi & Brener (1987) observaram que animais que receberam parasitas provenientes dos dois pacientes tratados,
considerados curados, responderam bem ao tratamento, enquanto o contrdrio ocorreu com aqueles infectados com
parasitas dos pacientes nao curados, mostrando assim correlagao entre os resultados experimentais e clinicos.

Andrade et al. (1992) observaram uma correlagao de 81,8% entre o resultado do tratamento de pacientes
com Nif e 0 de camundongos recém-natos. No caso desta droga, a correlagao entre as dosagens para camundon-
gos foi baseada em Haberkorn & Gonnert (1972), que estabeleceram a equivaléncia entre doses de 15 ou 10 mg/
kg para homens adultos e doses de 180 ou 120 mg/kg para os animais (Andrade et al., 1992).

O mecanismo de agao de Nif foi intensamente estudado pelo grupo de Do Campo (revisto em Do Campo
& Moreno, 1986); a redugio metabdlica do grupo nitro por nitroredutases foi de fundamental importancia,
levando a geragdo de radical nitroanion. Sendo o 77 cruzi parcialmente deficiente nos mecanismos de

detoxicagdo, ele se torna mais susceptivel a produtos de redugao do oxigénio (Do Campo et al., 1976;
Boveris et al., 1980; Morello, 1988).

2 ArNO, + NADPH + H*---NR---> 2 ArNO,~ + NADP*+ 2H*
AINO," + O, > ArNO, + O~
O, + 0, +2H"--SOD-->H, 0O, + O,

2

0,” + HO, ----Fe’--> 0O, + OH + OH

Na presenca de Nif em 7. cruzi foram observados aumentos no consumo de O,, na liberagao de H,O,,
e na taxa de produgio de ion superéxido e de H,O,. Também foi detectado o radical nitroanion na
presenca de NADPH em concentragdes de Nif que causam efeito sobre a proliferagio do parasita. A
mesma estava na faixa de concentragdo sérica alcangada em adultos apds dose tnica de 15 mg/kg (=10

mM) (Do Campo & Stoppani, 1979).
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O dano oxidativo foi descartado como mecanismo de a¢io de Bz para T cruzi, pois em concentragdes
semelhantes as utilizadas em estudos com Nif, nas quais a droga mostrou atividade tripanocida, nio houve
estimulo da geragao de ion superéxido e de H O,. Somente foi detectado radical nitroanion quando o Nif
foi usado em concentra¢des muito superiores (10 mM) aquelas necessdrias para afetar o parasita. A agio de
Bz sobre 7. cruzi poderia envolver um efeito direto sobre a sintese de macromoléculas por ligagio covalente
ou outras interagdes dos intermedidrios de nitroredugio com componentes celulares (Polak & Richle, 1978;
Goijman et al., 1985; Do Campo & Moreno, 1986), ou uma agio inibitdria direta de Bz sobre a atividade
catenante da DNA topoisomerase do parasita (Riou et al., 1984). Foi observada por Diaz de Toranzo et al.
(1988) a ligagao de Bz a DNA, lipideos e proteinas de epimastigotas de 7. cruzi.

Nif e Bz apresentam efeitos colaterais sérios com danos, principalmente, ao sistema nervoso central e ao
trato gastrointestinal; em alguns casos o tratamento foi temporariamente suspenso ou mesmo abandonado.

Estudos em animais experimentais mostraram que potencialmente estas drogas podem produzir efeitos danosos
na fertilidade e no processo reprodutivo (Hoffman, 1972; Lorke, 1972; Navarro & Nagel, 1984; Bernacchi et al.,
1986; Vieira et al., 1989). O tratamento de camundongos com Nif levou a um aumento na formagio de
microndcleos na medula dssea, enquanto o Bz nio apresentou efeito (Gorla & Castro, 1985). Coelhos tratados
com Nif ou Bz (8mg/kg/dia/60 dias) apresentaram alta incidéncia de linfomas malignos e, no caso de Bz, em
20% dos animais foi observada atrofia testicular (Teixeira et al., 1990a,b). Por outro lado, em estudos com
camundongos tratados com Bz, ndo foi detectado aumento na incidéncia de linfomas (Lima Pereira et al., 1986).

No caso de criangas chagdsicas tratadas com Bz, Gorla et al. (1988) observaram um aumento nos danos
ao nivel de cromossomas em linfécitos periféricos. Em criangas tratadas com Nif o nivel de dano genético
espontineo foi treze vezes superior as chagdsicas ndo tratadas (Gorla et al., 1989).

E squemas e Acompanhamento do Efeito de Drogas em Animais
Experimentalmente Infectados

Como o T cruzi infecta um grande nimero de células in vitro, o "tratamento” de culturas infectadas

permite estudos quantitativos. Com quantidades pequenas de droga, ¢ possivel a detecgao da atividade sobre
formas intra e/ou extracelulares, bem como de sua toxicidade para a célula hospedeira. Este tipo de estudo
possibilita o controle das condigdes experimentais. Devemos estar alertas porém para o fato de que a simplifica-
¢ao introduzida pelo contato direto droga/célula infectada nio permite extrapolagio dos resultados para
situagdes 77 vivo, pois a influéncia do metabolismo e da resposta imune nao podem ser avaliadas.
Entre os sistemas in vitro para o estudo de drogas, diferentes tipos de cultura de tecidos ou células foram
utilizados (revisto em Brener, 1975, 1979 e De Castro, 1993). A abordagem in vitro facilita a elaboragio de
ensaios em animais experimentais e testes clinicos para desenvolvimento de quimoterdpicos mais eficazes e
menos téxicos. Naturalmente a simplificagdo oferecida por esta abordagem nio permite a extrapolagio dos
resultados para situagdes in vivo, pois, com o contato direto da droga a ser testada com a célula infectada, a
influéncia do metabolismo e da resposta imune do hospedeiro nio podem ser avaliadas.

Em experimentos com animais, a maioria dos tratamentos foi realizada com tempos muitos curtos e os
resultados expressos apenas como redugdes da parasitemia, mortalidade e duragdo da fase aguda. A introdugao
de esquemas de longa duragao (Brener, 1961a,b) e a padroniza¢ao de ensaios de acompanhamento representa-
ram um grande avango nessa drea.

Nio existe até hoje um modelo consensual claro e caracterizado no qual o efeito de um quimioterdpico
possa ser acompanhado nas fases aguda e cronica da infec¢io chagdsica. No modelo de camundongo infectado
por 1" cruzi a principal caracteristica é a existéncia de grandes diferengas no curso da infecgdo a depender
da cepa de camundongo utilizada e da origem (cepa ou clone) dos parasitas (ver Capitulo 9).
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O modelo cléssico de estudo de quimioterapia experimental é o de camundongo albino Swiss, nao isogénico,
infectado com 10* tripomastigotas sangiiineos da cepa Y. Nesse modelo hd alta parasitemia na segunda semana
e alta mortalidade em torno da terceira semana pés infecgio, claramente revertidas pelo tratamento especifico.

Para estudos das fases indeterminada e cronica, é essencial que o par hospedeiro-parasita escolhido
apresente as seguintes caracteristicas: (a) tenha parasitemia patente, porém baixa mortalidade na fase aguda
para acompanhamento nas fases indeterminada e cronica; (b) apresente curvas de parasitemia de intensidade
e cinética reprodutiveis, uma vez fixados a idade e o sexo do animal, o indculo e a via de inoculagio; (c)
mantenha, na fase, aguda as caracteristicas cldssicas bdsicas da infec¢do no camundongo: ativagio policlonal,
imunossupressio com apoptose, sorologia e resposta linfoproliferativa positiva para antigeno de 7 cruzi apds
trinta dias de infecgdo e miocardite detectdvel, embora nio necessariamente intensa. Os camundongos
devem ser acompanhados por quarenta dias (fase aguda), até seis a 48 meses (fases indeterminada e cronica).

Como ponto de partida nestes estudos temos principalmente os trabalhos do grupo de Brener (Brener,
1961a,b, 1962; Filardi & Brener, 1987) e de Andrade (Andrade & Figueira, 1977; Andrade et al., 1985,
1987). Brener (1962) observou que a atividade de drogas é mais rdpida e mais facilmente detectada se
administrada no dia da infec¢do ou no dia posterior. Este autor também recomenda, no caso de nova droga,
utilizar a dosagem correspondente a cerca de um quinto da LD, (dose que mata 50% dos animais)
administrada por dez dias consecutivos. De um modo geral o tempo de tratamento depende do modelo
escolhido e, assim, da cinética de parasitemia.

Estudos preliminares, 77 vivo, de drogas tripanocidas se concentram na fase aguda e analisam apenas
parasitemia e mortalidade, comparando-se animais infectados tratados e nio tratados e utilizando-se os métodos
descritos neste manual.

No caso de uma pré-selecio de drogas potencialmente ativas ¢ necessdrio analisar mais a fundo esta atividade,
utilizando além da mortalidade e da parasitemia, diferentes critérios de cura além dos acima mencionados:
subinoculagao de sangue em recém-nascidos, reinoculagio de sangue ou homogenatos de tecidos, xenodiagndstico,
hemocultura, histologia e detec¢do de anticorpos especificos anti 7 cruzi e PCR. Segundo Brener (1962), a
subinoculagio e o xenodiagndstico apresentam alta eficdcia e a reinoculagio pode prover resultados importantes
na medida que a persisténcia da infecgio estd associada com alta imunidade a superinfecgoes.

De um modo geral, a maioria dos estudos se apoia na cura de animais agudamente infectados, com parasitemia
patente, como indicador de sucesso. Porém em infecgdes humanas os perfis parasitolégicos, patolégicos e de
sensibilidade a drogas se alteram marcadamente com o progresso da infecgao. Desta forma o resultado de estudos
apenas com animais de fase aguda pode ser deficiente.

Mesmo em trabalhos de quimioterapia experimental utilizando os nitroheterociclicos Nif e Bz, pouca
atenc¢do tem sido dada a resposta imune. Desta forma seria interessante o desenvolvimento de um conjunto de
pardmetros indicativos do grau de ativagio da resposta inflamatéria, de lesdo tissular, de capacidade funcional
cardiovascular, de intensidade da resposta imune humoral e celular especifica e inespecifica, e de expansao de
células citotdxicas e/ou auto-reativas que melhor possam complementar os parimetros parasitolégicos que
monitoram a carga parasitdria de animais experimentalmente infectados e tratados.

Desenvolvimento de Novas Drogas

Como etapas cruciais no surgimento de novas drogas temos a descoberta de uma estrutura quimica
lider, com a atividade biolégica desejada, e o desenvolvimento dessa estrutura em uma forma segura e
terapeuticamente efetiva (transformag¢bes quimicas).

Em poucas ocasides drogas importantes foram descobertas sem um composto lider, sendo talvez a penicilina

uma das poucas excegdes. A descoberta deste composto lider pode ocorrer por vdrias vias:
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* triagem rand6mica: procurar atividade bioldgica em diferentes compostos, independentemente de sua
estrutura, que invariavelmente estd associada a um grande volume de triagens e com o acaso;

* triagem direcionada: realizar testes de atividade bioldgica, apds cuidadosa escolha do composto, baseada
em compostos que intuitivamente tém semelhan¢a com um outro que apresente sinais de atividade ou que
seja ativo sobre outros organismos, ou sobre enzimas ou receptores especificos;

* descoberta racional: identificar uma via metabdlica, chave tnica e vital para o parasita; obter estrutura
tridimensional do alvo ou, caso a seqiiéncia de aminodcidos seja suficientemente semelhante a de uma proteina
com estrutura conhecida, a modelagem por homologia; obter grandes quantidades de material, geralmente
por clonagem; e expressao do gene do alvo. A préxima etapa é o desenho ou procura (sintese ou colegao) de

inibidores especificos.

A identificagdo de um composto lider por qualquer abordagem leva a uma colaborag¢io entre quimicos e
bidlogos dentro de um processo continuo e iterativo envolvendo: (a) isolamento ou sintese de compostos; (b)
desenvolvimento de testes in vitro e in vivo adequados para andlise de atividade bioldgica; (c) identificacio de
diferengas entre parasita e hospedeiro; (d) correlagio de estrutura/atividade visando boa atividade bioldgica,
permeabilidade e minimiza¢ao da toxicidade para o hospedeiro; (e) expressio de alvos em quantidades que
permitam estudos estruturais; (f) geragdo de bibliotecas de compostos com as mais diferentes estruturas.

No desenvolvimento de novas drogas, alguns grupos opdem abordagem racional versus abordagem
empirica (Croft, 1994; Douglas, 1994; Hudson, 1994; Hunter, 1995). Ambas sio necessdrias mas nio
suficientes, uma permitindo a defini¢io precisa e expressao de alvos e a outra permitindo a geragdo dos mais
diversos compostos que ddo um novo significado a "triagem direcionada” e fornecem esperangas para o
futuro da quimioterapia parasitdria. O desafio ¢ usar ambas as abordagens para produzir drogas efetivas,
baratas, de baixa (ou sem) toxicidade, alta biodisponibilidade, ativas por via oral, em nimero e variedade
suficientes para desenvolver um arsenal que possa combater a resisténcia a drogas (combinagoes seqiienciais
ou simultidneas) e funcionar também em imunossuprimidos.

Perspectivas da Pesquisa de Drogas Tripanocidas

A quimioterapia da doen¢a de Chagas é uma drea de pesquisa muito intensa (revisto em De Castro, 1993;
Croft et al., 1997; Urbina, 1999). As industrias farmacéuticas tém pouco interesse no desenvolvimento de
quimioterdpicos contra esta doenga, por serem esses programas muito caros, especulativos e longos, nao sendo,
assim, justificados em uma base puramente comercial (Gutteridge, 1987). Cabe s institui¢oes de pesquisa e
aos governos, principalmente de paises contidos nas dreas endémicas, subsidiar este tipo de investigagao.

Avangos alcancados na drea de bioquimica sinalizam para enzimas glicoliticas presentes em glicosomas,
bem como para a tripanotiona redutase envolvida no metabolismo antioxidante (Fairlamb & Cerami, 1992)
como alvos promissores no desenvolvimento de novas drogas.

O composto alopurinol (4-hidroxipirazolo (3,4-d) pirimidina), andlogo da hipoxantina, apresenta um
mecanismo de agdo relacionado a competi¢ao com adenosina, nucleotideo essencial para o parasita, e ao
bloqueio da sintese de novo de nucleotideos purinicos (Hammond & Gutteridge, 1984; Marr, 1991). Este
composto apresentou resultados promissores em estudos in vitro (revisto por Marr & Berens, 1983), levan-
do a realizagio de ensaios clinicos na fase cronica da doenga; os percentuais de negativagio de xenodiagnéstico
foram semelhantes aos obtidos com Nif e Bz, porém com menos efeitos colaterais (Sosa & Gallerano, 1988;
Gallerano et al., 1990). Estudos recentes do grupo de Apt et al. (1998) demonstraram 44% de cura e
36,5% de normalizagdo em pacientes cardiopatas tratados com alopurinol. Esta droga foi utilizada em dois
casos de reativacio da doenga de Chagas devido a transplante cardfaco, levando a regressao de leses cutineas
(Tomimori-Yamashita et al., 1997).
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Grandes esforgos estao sendo empregados na investigagio do efeito de inibidores da biossintese de
ergosterol sobre 7 cruzi (Urbina et al., 1988a,b,c, 1991, 1993, 1996, 1998). Estes compostos sio usados
no tratamento de doencas causadas por fungos, com o mecanismo de agio baseado na deplegio de esterdis
enddgenos essenciais e/ou no acimulo de intermedidrios tdxicos (revisto por Sheehan et al., 1999).

Um dos primeiros compostos deste grupo testado foi o ketoconazol, que se mostrou ativo sobre 7.
cruzi em estudos iz vitro (McCabe et al., 1984; Urbina et al., 1988a). Foram observadas alteracées no
metabolismo de esteréis com acimulo de produtos intermedidrios, em especial de precursores metilados
(Urbina et al., 1988b; Goad et al., 1989). Em ensaios 77 vivo o tratamento na fase aguda levou a cura
parasitolégica (McCabe et al., 1983, 1987), porém na fase cronica nio foi efetivo (McCabe, 1988). A
combinagido de ketoconazol com outros inibidores da sintese de ergosterol, como por exemplo alilamina
SF-86327, lovastatina e terbinafina, mostrou um potente efeito sinergistico sobre a infecgio por 7.
cruzi in vitro e in vivo (Urbina et al., 1988¢, 1993; Maldonado et al., 1993). Em infec¢bes experimen-
tais, o ketoconazol nio foi capaz de erradicar o parasita em animais infectados ou em pacientes chagdsicos
(Brener et al., 1993).

Outro composto que atua no metabolismo de esterdis ¢ o triazol itraconazol, que se mostrou ativo em
experimentos 7 vitro e in vivo (McCabe et al., 1986; Goad et al., 1989). Recentemente, em estudos clinicos
com chagdsicos cronicos, foi observada cura parasitoldgica em 53% dos casos com 48,2% de normalizagio
de eletrocardiogramas (Apt et al., 1998).

Estudos com o fluconazol (ICI-195.739) mostraram sua atividade em experimentos com animais
(Ryley et al., 1988). Estudos bioquimicos e ultra-estruturais sugeriram um mecanismo duplo na agio
deste bistriazol sobre 7. cruzi, envolvendo inibigao da sintese de ergosterol ao nivel da C14-a-desmetilase
dependente de citocromo P450 e bloqueio da citocinese (Lazardi et al., 1991; Maldonado et al., 1993;
Urbina et al., 1993). Este composto foi também utilizado com sucesso no tratamento de encefalite cau-
sada por reativagao da doenca de Chagas em um caso de paciente com Aids (Solari et al., 1993). Estudo
subseqiiente com o isdbmero D(+) de fluconazol, D0870, mostrou potente atividade em pesquisas com
animais experimentais nas fases aguda e cronica da doenga de Chagas, sendo de trinta a cingiienta vezes
mais ativo que o ketoconazol e capaz de promover de 60 a 70% de cura parasitolégica (Urbina et al.,
1996; Liendo et al., 1998). Esta cura foi monitorada por hemocultura, xenodiagnéstico, inoculagio de
homogenatos de 6rgaos em camundongos, hemoinoculagio em camundongos jovens e PCR.

Um novo derivado triazélico, o SCH 56592 (Schering-Plouch), desenvolvido como antiftingico sistémico,
mostrou ser de trinta a cem vezes mais potente iz vitro do que o ketoconazol e o D0870 como agente
antiproliferativo e inibidor da sintese de ergosterol contra 7" cruzi. Em infecgdes experimentais, este composto
protegeu contra a morte, produzindo de 90 a 100% de cura (Urbina et al., 1998).

A indugio da resisténcia de 7 cruzi a azdis, como fluconazol, e também da resisténcia cruzada entre
ketoconazol, miconazol e itraconazol, observadas em experimentos in vitro, aponta para dificuldades da
utilizagdo destes compostos na clinica (Buckner et al., 1998).

Estudos com alquil-lisofosfolipideos tém revelado uma nova classe de compostos, promissora para
o tratamento de doengas causadas por tripanosomatideos. Na literatura temos vdrios relatos recentes
sobre o efeito destes compostos sobre 7. cruzi, T. brucei e diferentes espécies de Leishmania (Croft et al.,
1987, 1993, 1996; Kuhlencord et al., 1992; Bourass et al., 1996; Konstantinov et al., 1997; Le
Fichoux et al., 1998; Santa-Rita, 1999; Santa-Rita et al., 2000). Inclusive, a mitelfosina estd sendo
ensaiada no tratamento de leishmaniose visceral; 21/30 pacientes apresentaram cura, incluindo casos
resistentes a antiménio (Sundar et al., 1998). O desenvolvimento destes compostos como agentes
anticAncer assegura resultados sobre a farmacologia, a toxicologia e a tolerincia dos mesmos em huma-
nos, reduzindo os custos de desenvolvimento de drogas para o tratamento de doengas tropicais e, em

especial, da doenga de Chagas.

116



Quimigterapia Experimental

O Tratamento de Sangue Infectado

A pesquisa de drogas tripanocidas estd também dirigida para compostos que possam substituir o cristal
violeta como aditivo em sangue a ser transfundido. A importincia epidemiolégica da transmissao transfusional
¢ importante devido ao processo de urbaniza¢ao (Dias, 1992).

Devido a varia¢do, entre vdrios fabricantes, na composi¢io de violeta de genciana, este corante foi subs-
tituido por cristal violeta (seu principal componente) com forma quimicamente definida, portanto mais
seguro (125 mg/500 ml sangue). Vdrios grupos de compostos foram ensaiados (fenotizinas, AmB,
nafotquinonas, andlogos trifenilmetanicos, entre outros) mas nao foram capazes de substituir o cristal violeta.
Os mais ativos enfrentaram problemas de toxicidade, baixa solubilidade em dgua e ligacio a proteinas
plasmdticas. Devido 4 dificuldade de se encontrar drogas alternativas, foi recomendado pela OMS dar
continuidade 2 utilizagao de cristal violeta em servigos hemoterdpicos em dreas endémicas.

O cristal violeta ndo apresenta efeitos colaterais dignos de nota, porém hd preocupagdes sobre possivel
toxicidade/mutagenicidade e relatos de microaglutinagao de hemdcias. Sua principal desvantagem ¢ colorir
o0 sangue, e conseqiientemente os tecidos. Seu mecanismo de agio envolve radicais livres, e o alvo principal
¢ a mitocdndria (revisto em Gadelha et al., 1989; Do Campo, 1990).

Q (o
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Cristal violeta: cloreto de N-[4-[bis[4-(dimetilamino)-fenilmetileno]2,5-
cyclohexadien-1-ildeno]-N-methylmetaminio

/
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Normas de Segurancga para o Trabalho
com Trypanosoma cruzi

Tania C. Aratjo-Jorge & Claude Pirmez

Estas normas de seguranga foram extraidas e revisadas a partir do texto preparado pelo Grupo de Trabalho
Cientifico sobre Doenga de Chagas, TDR, OMS e do Manual de Biosseguranca (CTBio-Fiocruz, 1998). As
normas para o trabalho com microorganismos patogénicos e geneticamente modificados foram regulamentadas
pela Lei 8974, de 5 de janeiro de 1995. A Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) foi instituida
pelo decreto 1752, em 20 de dezembro de 1995.

O Trypanosoma cruzi é um microorganismo listado na classe de risco 2, definida pelas seguintes caracteristicas:

* ¢ capaz de causar doengas em seres humanos ou animais de laboratdrio sem apresentar risco grave aos trabalha-
dores, 2 comunidade ou ao ambiente;

* ndo ¢ transmissivel pelo ar;

* hd tratamento e medidas preventivas disponiveis.

Como recomendado, deve-se sempre introduzir as normas de seguranga para o trabalho com determinado
agente patogénico, com informagdes sobre a doenga e seu agente causal (ver abaixo). Além disso, ¢ essencial:

* distribuir uma cdpia das normas de seguranca a todas as pessoas que trabalhem no laboratério, mesmo aquelas que
nio trabalham diretamente com 7. cruzs;

* que todos estejam a par dos possivels perigos e evitem uma aproximagio casual;

* que nio tenham receio do parasita.

A Doenca de Chagas

O T cruzi é o protozodrio causador da doenga de Chagas, uma infec¢io que acomete entre dezesseis e dezoito
milhoes de pessoas, em dreas que vao desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina. O protozodrio ¢ transmitido
a0 homem por (1) formas tripomastigotas metaciclicas contidas nas fezes de insetos conhecidos popularmente
como “barbeiros” (devido ao hdbito de picar a face descoberta de pessoas adormecidas) ou “chupao” no Brasil, ou
“vinchuca” nos demais paises latino-americanos; e (2) por transfusao de sangue contendo formas tripomastigotas.
Outras formas de transmissao, menos freqiientes, sao a congénita, o leite materno ou os transplantes. A infecgao
laboratorial pode ocorrer acidentalmente quando hd lesdes de pele ou quando o parasita entra em contato com
mucosas (olho, nariz ou boca).

125



DOENCA DE CHAGAS: MANUAL DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Uma vez no hospedeiro vertebrado, o parasita pode causar uma forma aguda da doenca, que se manifesta por
miocardite. E a melhor oportunidade para se fazer o tratamento especifico contra o parasita. Mesmo que a fase aguda
passe assintomdtica, cerca de 30% dos individuos infectados podem vir a desenvolver a forma cronica, em geral mais
de dez anos apds o primeiro contato. Esta forma manifesta-se por miocardite, traduzida por cansago, arritmias e/ou
insuficiéncia cardiaca, e ainda pelas formas digestivas, caracterizadas pela m4d digestao, megacélon e/ou megaesofago.
Até o momento ndo hd tratamento eficaz para os efeitos da doenga nessa fase.

Biologia Resumida do 7. cruzi

O T cruzi apresenta-se sob trés estdgios diferentes: tripomastigota, epimastigota e amastigota, adaptados as
necessidades de seu desenvolvimento nos dois hospedeiros que utiliza em seu ciclo evolutivo, o invertebrado
(triatomineo hematdfago) e o vertebrado (mamiferos, incluindo 0 homem). O triatomineo se alimenta com sangue
infectado do hospedeiro vertebrado, ingerindo as formas tripomastigotas sangiiineas. Algumas horas apés sua ingestao,
inicia-se a diferenciagio destas formas para epimastigotas, que se desenvolvem na luz do intestino do vetor, multipli-
cando-se por divisao bindria. Na parte posterior do intestino do inseto ocorre novo processo de diferenciagio para
tripomastigotas metaciclicos que, no instante da picada, sao transmitidos junto com as fezes. Estas formas penetram
em células do local de inoculagio, transformando-se em amastigotas, que se multiplicam também por divisao
bindria no citoplasma da célula hospedeira. As amastigotas se diferenciam para tripomastigotas e a célula hospedeira
se rompe, liberando parasitas que atingem a circulagio sangiiinea, de onde podem ser sugadas pelo inseto triatomineo
e iniciar um novo ciclo. Formas amastigotas liberadas por células rotas antes da completa diferenciagio do parasita
também sdo infectantes.

Normas para o Trabalho com 7. cruzi: Regras Gerais

O Ntvel de Biosseguran¢a 2 (NB2) precisa ser implementado para o trabalho com 7. cruzi e as medidas
obrigatdrias a serem adotadas sdo as seguintes:

I. Quanto a drea fisica

1. Identificagdo do NB e do microorganismo nas portas de todas as salas e dreas de trabalho com 77 cruzi, que
devem ser bem demarcadas e adequadamente sinalizadas (ver modelos anexos, Capitulo 20);
2. O laboratério deve ser separado de passagens publicas;

o

O laboratério deve funcionar em sala prépria, sem superposi¢io com outras atividades;

4. O laboratério deve ter acesso restrito as pessoas autorizadas que manipulardo o parasita ou os animais infectados.
O acesso de criangas ¢ estritamente proibido; o acesso de mulheres grdvidas deve ser avaliado em razao dos
riscos a que estiver exposta no laboratério;

5. O laboratério deve ser separado por antecimara, com portas trancdveis interdependentes;

6. As janelas devem ser vedadas, inquebrdveis, ¢ com telas; as portas devem ter sistema de fechamento automd-
tico;

7. As paredes, teto e chdo devem ser lisos, integros, de fdcil limpeza, sem juntas e resistentes a desinfetantes.

Os ralos devem ser vedados. As portas s6 devem abrir no sentido da drea nio contaminada para a contami-

nada;
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Devem existir barreiras seguras para evitar a fuga de animais ou insetos infectados;
O laboratério deve ter um minimo de méveis e equipamentos, todos de ficil limpeza;

10. Deve existir drea, na antecAmara, para aventais de uso exclusivo no laboratério NB2.

II. Quanto as instalagoes

O laboratério deve estar ligado a sistema de emergéncia de energia elétrica;

Os dutos de fiagdo elétrica devem estar acessiveis para manutengao;

O laboratério deve ter iluminagao de emergéncia;

Deve haver pia no laboratério ou perto da saida;

Na antecAmara deve haver pia automdtica ou com pedais;

Deve haver lava-olhos no laboratério, que devem ser verificados diariamente, pois é comum o entupimento

ITI. Quanto aos equipamentos

Trabalhar obrigatoriamente em cAmara de fluxo laminar tipo II e, preferencialmente, em fluxo tipo III;
Agitagbes, homogeneizagbes e “sonicagens” devem ser feitas preferencialmente em cAmara de fluxo laminar;
A retirada de tubos de suporte de centrifuga deve ser feita, preferencialmente, em cAmara de fluxo laminar;
Modificar os equipamentos e procedimentos para reduzir os riscos;

Usar caixas de contengio para animais infectados;

Usar caixas de seguranga para homogeneizadores;

Usar tampas para suportes ¢ para tubos de centrifuga;

Manter material cirtirgico separado no laboratério;

Quando esterilizar vidraria sob calor seco, utilizar forno por 2 horas a 210°C.

IV. Quanto a manipulacgao

E indispensavel treinamento adequado antes do inicio do trabalho. Apenas pessoal treinado deve trabalhar com
T’ cruzi, seja in vivo ou in vitro, ou seja, pessoal bem treinado em procedimentos gerais de laboratério, que
conhega tanto as técnicas especiais necessdrias para o trabalho com o parasita como a sua biologia. O pessoal
que estiver comegando a trabalhar com 7. cruzi deve fazé-lo sob rigorosa supervisio. Deve-se evitar o envolvimento
de estudantes de iniciagio cientifica nas atividades onde a manipula¢io com 7 ¢ruzi ou animais infectados ¢
planejada. Estes estudantes sdo, em geral, muito jovens e encontram-se em fase ainda indeterminada de sua
escolha profissional e vocacional, devendo ser poupados do risco de uma infecgao acidental;

E obrigatério manter no laboratério cdpia de procedimentos de trabalho no laboratério, bem como de procedi-

E essencial ndo trabalhar sozinho; o trabalho com material patogénico deve ser feito sempre em equipe, para
evitar que, na eventualidade de um acidente, o individuo se veja sozinho e nio possa tomar as providéncias

L.
2.
3.
4.
5.
6.
por ferrugem ou desuso.
L.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
1.
2.
mentos para emergencia;
3.
necessdrias a situagao;
4.

E obrigatdrio usar equipamento individual de protegio; este equipamento deve estar acessivel a quem for traba-
lhar com animais ou com os parasitas:

* avental longo e de mangas compridas (deve estar disponivel na antecimara);

* sapatos fechados (nunca sanddlias ou sapatos abertos);

* luvas (se possivel, luva dupla) em todos os procedimentos que envolverem contato direto da pele com culturas,

sangue, extratos ou animais infectados. Anéis ou outros aderecos de mio que interferem com o uso da luva
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devem ser retirados. As luvas devem ser removidas com cuidado, para evitar a formacio de aerossdis, e
descontaminadas antes de ser descartadas;
* mdscara facial (ndo apenas Sculos);

5. E obrigatério o preparo adequado do ambiente e da bancada de trabalbo:

* expor o protocolo a ser seguido em caso de acidente;

* expor o protocolo de descarte de animais e insetos infectados: autoclavagem, incineragio ou tratamento quimico
(ver modelo anexo, Capitulo 20);

* expor claramente o protocolo para desinfeccdo de material recicldvel de vidro ou pldstico (ver modelo anexo,
Capitulo 20);

* colocar aviso de que se estd trabalhando com 7. cruzi; o local da bancada onde se estd trabalhando com o parasita
deve também ser claramente marcado com um aviso apropriado (ver modelo anexo, Capitulo 20);

* proteger o local de trabalho com papel absorvente;

* ter sempre & mao frascos lavadores com solugdes desinfetantes para T cruzi: dlcool 70%, hipoclorito de sédio a 5%
(ou 1:3, 1 volume de dgua sanitdria para 2 volumes de dgua) e solugdo desinfetante padrao (50 ml de extran ou
sabdo neutro ¢ 30 ml de dgua sanitdria para 1 litro de dgua corrente); observagio: o hipoclorito comercial
contém cerca de 10% de substincia ativa, e a dgua sanitdria apenas 2 a 3%; normalmente utiliza-se uma solugao
de hipoclorito a 1% para descontaminagio, sendo esta solugao preparada no mesmo dia de uso, devido a sua
instabilidade;

* ter sobre a bancada recipientes para descarte de:
= material recicldvel (vidraria) e descartdvel (pldsticos);

» capilares e agulhas contaminados (vidros transparentes e com tampa, com solugio desinfetante, para descarte
direto no lixo quando ficarem cheios);
= animais infectados (sacos pldsticos e formol a 4%);
* na safda do laboratério deve haver lixo para luvas usadas;
* na saida do laboratério deve estar disponivel um livro de ocorréncias;

6. Regras gerais de conduta

* considerar todo material biolégico infeccioso, e todo material humano como infectado;

* trabalhar com aten¢do e sem tensio;

* limpar e desinfetar sempre a drea de trabalho ao iniciar e ao terminar o trabalho, ou no minimo diariamente;

* ndo tocar com as luvas de trabalho no rosto, nos equipamentos ou em maganetas e interruptores;

* trocar de luvas ao trocar de material. Se for inevitdvel guardar luvas usadas e molhadas com desinfetantes, fazé-
lo com as luvas viradas para dentro; desvirar antes de reutilizar;

* nunca trabalhar sem ter & mao os recipientes apropriados para descarte, com as corretas solugdes desinfetantes;

® evitar recapear agulhas de seringa. Se isso for necessdrio, proceder colocando a capa da agulha sobre a bancada
(sem segurd-la) e “pescando-a” com a agulha;

* nunca usar vidraria quebrada ou trincada;

* lavar sempre as maos apds manipulagio e apds remogao das luvas, do avental ou do jaleco, e antes de sair do
laboratério;

* nido transitar pelos corredores com material patogénico e nio sair da drea de trabalho sem antes remover e
descartar as luvas de trabalho com 7. cruzs;

* ndo aplicar cosméticos e evitar usar jdias, bijuterias e lentes de contato;

* ndo retirar canetas ou quaisquer instrumentos do laboratério sem descontaminar antes;

* ndo mastigar l4pis ou caneta e nio roer as unhas;

* n3o fumar, beber ou comer no local de trabalho com 7. cruzi e no estocar comida ou bebida no laboratério;

* manter o laboratdrio limpo e arrumado, evitando o armazenamento de materiais ndo pertinentes ao trabalho do laboratério.
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V. Quanto ao trabalho com culturas

Embora as culturas axénicas sejam de menor risco, dado a forma predominante nio ser infectante

(epimastigotas), lembrar que geralmente cerca de 10% dos parasitas sao formas tripomastigotas metaciclicas e,

portanto, altamente infectantes. Por outro lado, as culturas feitas com células infectadas oferecem o mesmo risco

que um animal infectado, uma vez que contém tanto tripomastigotas quanto amastigotas, ambas infectantes. Por

isso:

1. Abrir cuidadosamente os tubos e frascos, evitando sacudi-los;

2. Identificar claramente todos os tubos e frascos;

3. Manipular os tubos, frascos, pipetas ou seringas com as extremidades em dire¢io oposta ao operador;

4. Evitar a formagio de aerossois desprezando sobrenadantes, decantando-os sobre material absorvente embebido
em desinfetante dentro de um recipiente (becher, por exemplo); esta prdtica evita a projecio de gotas;

5. Nunca pipetar suspensdes com parasitas com a boca; usar bulbos ou pipetadores automdticos;

6. As pipetas devem conter, na extremidade que entra em contato com o pipetador, um tampao de algodao
hidréfobo;

7. Os frascos de cultura, descartdveis ou nio, contendo células infectadas pelo 7. cruzi devem ser preenchidos

com formol 4% antes de serem descartados no lixo comum ou lavados para o reuso.

VI. Quanto ao trabalho com animais

O trabalho com animais é o que oferece maior risco, dado que os animais tém comportamento imprevisivel

e contém as formas tripomastigotas no sangue, potencialmente infectantes. Assim:

1.
2.

Seguir os padrdes, as leis e os regulamentos para cuidado e manutengao de animais de experimentagio;
Assegurar-se de que todos os que tém contato com os animais e seus descartes estejam familiarizados com os
procedimentos e cuidados necessdrios;
Verificar se as tampas das gaiolas impedem a fuga dos animais infectados; cuidado com frestas, pois animais de
baixo peso podem eventualmente escapar pelas grades da tampa;
Todas as gaiolas devem ter uma ficha de identificagio que contenha as seguintes informagdes:

* animal: espécie, niimero, cepa, sexo, idade e peso;

* infecgdo: data, cepa do parasita, via e dose de inoculagio do parasita;

* pesquisador/técnico responsdvel;

Qualquer animal encontrado fora de gaiolas deve ser sacrificado e o fato deve ser anotado num livro de
ocorréncias na sala de trabalho. Na eventualidade de um animal inoculado escapar das imediagoes do labora-
torio, as autoridades devem ser prontamente notificadas.

Coleta de sangue

qualquer sangramento do animal deve ser feito com o animal imobilizado, utilizando-se um frasco de
contengao;

apds colheita de sangue de animal infectado, NUNCA RETIRAR o ar da seringa sem colocar um chumago
de algoddo encharcado com solugio desinfetante na ponta da agulha;

os materiais utilizados para a sangria devem ser colocados em solugdo desinfetante apds o uso. Quando a
sangria ¢ feita na cauda, cauterizar com fésforos ou com pinga aquecida no fogo, ou com instrumento
cirdrgico adequado a cauterizagao;

quando utilizar sangue para microscopia, usar laminulas de tamanho inferior a limina. Desprezar liminas
em frasco contendo solugio desinfetante, observando se a laminula se desprendeu da lamina. Essas mesmas
regras devem ser aplicadas as cimaras de contagem. Apds o uso, limpar todas as partes do microscépio com
solugao desinfetante.
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Inéculo

ATENCAOQ: O acidente de laboratdrio mais freqiiente é a auto-inoculagio com seringas e agulbas contaminadas por T. cruzi.

s cuidado especial deve ser tomado com as inoculagbes subcutineas; a pele do animal pode ser transfixada pela
agulha que atinge entdo a mao do operador;

» a manipulagio de agulhas e seringas deve ser feita, sempre, com uma protegao na ponta da agulha (capa da
agulha, algoddo ou gase embebida em dlcool);

» as agulhas nunca sdo recapeadas; desprezd-las sempre em recipiente préprio, isto é, de pldstico firme, com
tampa que contenha um orificio que nao permita a saida do material para fora do recipiente. Apés a
manipulagio, aspirar solugdo desinfetante na seringa e manter todo o material utilizado imerso nesta solugio
por pelo menos 4 horas. Procure utilizar recipientes préprios para o descarte e a inutilizagio de agulhas
infectadas, que nunca devem ser reutilizadas.

VII. Quanto ao descarte e retirada de materiais biolégicos

—_

Desinfetar a superficie externa das embalagens antes de retirar os frascos do laboratério;
Descontaminar (em autoclave ou desinfetante) todo o material usado antes de retird-lo do laboratério, inclu-
sive antes de embalar material descartdvel para eliminagio;

N

Desinfetar as superficies de bancadas apds o término do trabalho;

Desinfetar equipamentos (centrifugas, microscépios, etc.) apSs o uso;

Desinfetar vidrarias e metais reutilizdveis de modo a inativar o 7. cruzi antes da lavagem;
Condicoes de autoclavagem: 30 min a 120°C (15 psi);

NN W W

Descarte de animais infectados:

* 0s animais mortos, infectados, NAO devem ser descartados no lixo comum;

* ap6s o sacrificio dos animais, colocd-los em sacos pldsticos bem vedados e incinerd-los;

* quando a incineragio ndo for possivel, fazer autoclavagem ou descontaminagio quimica: abrir os animais expon-
do todas as visceras e mergulhd-los em solugao de formol a 4% por pelo menos 12 horas, selar em saco pldstico
para, somente entdo, desprezd-los no lixo comum;

* apds a utilizagdo, as gaiolas que contiverem animais infectados devem ser mergulhadas em solugdo de
hipoclorito de sédio a 1% ou solu¢do desinfetante comercial fendlica, tipo ufenol ou creolina, por cerca de 4 horas
antes da limpeza com detergente;

* a maravalha utilizada deve ser ensacada cuidadosamente para ser autoclavada ou incinerada.

VIII. Quanto ao transporte de 7. cruzi

O transporte de microorganismos do grupo 2 ¢ regulamentado pela Instrugao Normativa n® 4 da CTNbio
e ¢ de responsabilidade do pesquisador principal do laboratério:

1. O transporte de 7. cruzi sé pode ocorrer com permissao, emitida pela CTNbio, por pedido da CTbio
da institui¢do, apés solicitagio do pesquisador principal, em formuldrio apropriado (ver anexo, Capi-
tulo 20);

2. DPara emissio da permissdo de transporte, tanto a entidade remetente como a destinatdria devem possuir o
certificado de qualidade em biosseguranca conferido pela CTNbio;

3. O pesquisador remetente informard 3 CTbio da sua entidade e aquela da entidade de destino, sobre o
contetido, o volume, o local e as condi¢oes de embalagem do material;

4. O pesquisador remetente informard & CTbio de sua entidade e ao transportador sobre os cuidados no
transporte e sobre os procedimentos de emergéncia no caso de escape ou acidente durante o mesmo;
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O pesquisador remetente deve assegurar que o 7. ¢cruzi a ser transportado estard contido em embalagens firme-
mente fechadas ou vedadas para prevenir o escape do mesmo. Serdo sempre utilizados dois recipientes, ambos
claramente identificados: um interno inquebrdvel (tubo de ensaio) que conterd o parasita a ser transportado, que
deve ser firmemente fechado de forma a evitar o escape do material, e que serd colocado dentro de um segundo
recipiente. O recipiente externo, inquebrdvel e resistente a impactos, deve ser cuidadosamente embalado para a
remessa em caixa de papelao, madeira ou outro material que ofereca resisténcia durante o transporte. Caso sejam
enviados vdrios tubos com amostras de 7. ¢ruzi, com um mesmo ou com diferentes volumes, a embalagem
externa deverd conter material absorvente, para absor¢ao de liquido que possa escapar do recipiente interno, e
protetores de impacto, dispostos entre os tubos com o parasita;

Cada recipiente interno nio poderd conter mais do que 1 litro de material, e o volume total da remessa nio
poderd ser superior a 4 litros;

Para transporte de espécime congelado em gelo seco, o recipiente externo contendo, também, gelo seco deverd
permitir escape de gis CO,;

Para transporte de espécime congelado em nitrogénio liquido, deverdo ser utilizados recipientes ou botijoes
apropriados para nitrogénio liquido e obedecidas as regras convencionais para seu transporte;

Todas as embalagens devem ser claramente identificadas com o simbolo de biosseguranca e de “frdgil” com a
mensagem: “Cuidado: Abertura autorizada apenas no interior de laboratério por técnico especializado”. A
embalagem externa deverd conter o nome, enderego completo e telefone, tanto do destinatdrio quanto do
remetente;

No caso de transporte para fora do pais, a CTbio da entidade remetente serd responsdvel pelo cumprimento
das exigéncias destas normas, inclusive o encaminhando 2 CTNbio da solicitagdo de autorizagdo para o
transporte;

Ap6s a chegada do material o destinatdrio deverd notificar o remetente sobre o recebimento e sobre as
condigdes do mesmo.

IX. Quanto as medidas de preveng¢ao de acidentes

Informar o pessoal de manutengio (de equipamentos, de limpeza de salas, brigada de incéndio, etc.) da natureza
do trabalho que ¢ ali realizado;

O pessoal de manutengio (instalagoes fisicas e equipamentos), deverd ser sempre acompanbado de um pesquisador
responsdvel, e usar equipamentos individuais de protegio;

Informar o pessoal médico da instituigao sobre a natureza do trabalho que estd sendo realizado, de modo que
procedimentos para monitoragdo e tratamento possam ser estabelecidos;

Todo o pessoal envolvido no trabalho com 7. cruzi deve ser monitorado sorologicamente a cada seis meses por
dosagem de igG anti 7. cruzi, nos servigos de diagndstico locais;

Drogas e doses recomendadas pela FNS/Brasil (*)

Droga Dose total diaria Doses ao dia Tempo de tratamento

Adultos Criangas

Benznidazol ® 5mg/kg 5-10 mg/kg 2a3 60 dias
Nifurtimox ® ** 8-10 mg/kg 15 mg/kg 3 60 a 90

* Luquetti (1997); ** ndo disponivel no Brasil.

RECOMENDACAO DA OMS: quando comprovadamente ocorrer um acidente, iniciar imediatamente o

tratamento especifico, mesmo antes de ter evidéncia parasitolégica ou soroldgica de infecgdo
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Procedimento em Caso de Acidente com Z7rypanosoma cruzi

1. E obrigatério conter o material contaminado por 7. cruzi: Bvitar que liquidos se espalhem, cobrindo com
material absorvente seco para em seguida colocar o desinfetante e depois descontaminar o material absorvente
(autoclave ou desinfetante); evitar que residuos s6lidos contaminados sejam carregados nas solas de sapato ou
roupas;

2. Atender o(s) individuo(s) exposto(s) aos riscos durante o acidente;

3. Quando aerossdis e/ou gotas forem projetados a distdncia, limpar o local com papel absorvente embebido em
dlcool a 70%; na roupa ou na pele saturar a drea com dlcool a 70%;

4. Limpar a pele imediatamente com dlcool ou outro desinfetante;

5. Se o contato for com os olhos ou mucosas, lavar exaustivamente com dgua corrente em lava-olhos (se nao tiver,
lavar com salina ou dgua boricada);

6. As feridas superficiais devem ser lavadas, exaustivamente, e cauterizadas com nitrato de prata;

N

As feridas punctuais (agulha) devem ser espremidas para obter o mdximo de sangue possivel e cauterizadas;
8. Informar o acidente ao responsdvel médico apropriado para que sejam tomadas as providéncias cabiveis (teste
soroldgico, tratamento, acompanhamento clinico-laboratorial);

\O

. Colher sangue para teste de parasitemia (pesquisa do parasita em gota espessa ¢ em capilar de microhematdcrito,
de trés em trés dias, durante os primeiros quinze dias apds o acidente);

10. Colher soro ou plasma para sorologia de fase aguda: IgM anti 7 cruzi nos dias zero, quinze e trinta apds o
acidente e, se possivel, dosar proteinas de fase aguda;

11. Se houver apenas um risco leve (suspeita) de infec¢ao, monitorar o sangue, por alguns meses mais, com
sorologia (igG anti 7. cruzi);

12. Se o risco de infec¢do for grande (certeza), tratar imediatamente com benznidazol (rochagan); nao aguardar
a evidéncia de infec¢ao;

13. Informar o acidente 2 autoridade de satide publica competente, preenchendo o formuldrio de notificagio de

acidentes da institui¢ao; notificar a chefia imediata e 2 Coordenagao de Satide do Trabalhador.
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O uso de modelos animais para o estudo da infecgao por Trypanosoma cruzi foi estabelecido desde o artigo
original no qual Carlos Chagas descreveu a doenca que leva seu nome (Chagas, 1909). Antes que a infecgao fosse
verificada nos humanos ou nos animais domésticos, Chagas enviou para Manguinhos os barbeiros infectados
coletados na drea endémica de Minas Gerais onde estava trabalhando e, no Rio de Janeiro, Oswaldo Cruz
alimentou esses hematéfagos em macacos Callitrhrix penicillata, observando parasitemia patente nos animais
vinte a trinta dias depois.  Escreveu Carlos Chagas em 1922:

a verificagio da doenga precedeu aqui a descoberta do parasita que a ocasiona, e quando no sangue periférico de uma crianca
febril, observamos o flagelado patogénico, de sua biologia jd possufamos nogao completa, adquirida em demorados estudos

anteriores.

Até as décadas de 30-40, cobaias, caes, coelhos, outros macacos ¢ também o camundongo branco, foram
utilizados para o estudo da infec¢do experimental, tanto pelo préprio Chagas e sua equipe do Instituto Oswaldo
Cruz, como por seus discipulos, em especial Emmanuel Dias. Ratos e camundongos foram também utilizados
por outros grupos como os de E. Brumpt em Sao Paulo, A. Robertson e C. A. Kofoid nos EUA, e Henri Galliard
na Franca. A partir da década de 60, provavelmente por influéncia do intenso uso do camundongo como modelo
bésico em estudos de imunologia geral, bem como pela facilidade e baixo custo da manuten¢do desses animais em
biotério, os trabalhos com infec¢io experimental por 77 cruzi acumularam-se cada vez mais no modelo do camun-
dongo. A revisio comparativa mais recente sobre modelos animais para a doenga de Chagas foi publicada por
Cabeza-Meckert & Laguens (1994).

Atualmente a maioria das instituigoes de pesquisa dispoe de Comissoes de Etica especificas para analisar os
projetos que envolvem o uso de animais, e aprovar seus procedimentos experimentais, indicando sua adequagio
ou nio, pendéncias e substitutos quando necessdrio. No Capitulo 20 (Anexos) sio encontrados os Principios
Eticos Bésicos para Pesquisa e Experimentagio com Animais, bem como os contatos com instituigdes que tem
contribuido para o aperfeicoamento continuo das normas deles decorrentes.
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Camundongo

Tania C. Aratjo-Jorge

Caracteristicas do Mus Domesticus Domesticus
(Camundongo) como Modelo para a Infecgao
por Trypanosoma cruzi

Os parimetros reprodutivos do camundongo sao:

* idade de acasalamento: cinqgiienta a sessenta dias;
* perfodo de gestagio: dezoito a 21 dias;

* filhotes por parto: trés a dez;

¢ idade de desmame: dezoito a 21 dias;

* peso ao nascimento: 1,5 g;

* peso ao desmame: 10 g;

* peso ao acasalamento: 25 g.

Hoje confirmadas e ampliadas por diversos autores, as seguintes caracteristicas bdsicas da infec¢io no camun-
dongo foram descritas por Chagas (1909) e por seu discipulo E. Dias (1934):

* existem diferengas no curso da infecgdo (cinética, intensidade e mortalidade) a depender da espécie hospedeira
utilizada e da origem dos parasitas;

* animais jovens apresentam maior susceptibilidade & infec¢dao experimental que animais adultos;

* qualquer que seja o material infectante utilizado (sangue de animal ou fezes de barbeiro infectado), a intensida-
de da infecgio depende do nimero de parasitos inoculados;

* tanto formas tripomastigotas metaciclicas como as sangiiineas sao infectivas para o camundongo, deflagrando a
forma aguda, e nos casos de sobrevivéncia a essa fase, também a forma cronica, apresenta as caracteristicas
histopatolégicas da doenga humana, ao menos em sua forma cardfaca;

* durante toda a fase inicial da infecgdo, seja qual for a via de inoculagdo utilizada, existe sempre parasitemia, ainda
que subpatente, pois com o sangue de animais inoculados por apenas 24 horas pode-se transferir a infecgao para
outro animal;

* formas metaciclicas do vetor apresentam maior capacidade de penetragao nas células do sitio de inoculagao e nao
aparecem rapidamente na circulagio, precisando de um periodo de proliferagao tecidual preliminar maior do
que tripomastigotas sangiiineos para se evidenciar a parasitemia;

* qualquer via de inocula¢do deflagra qualitativamente um curso similar de infec¢do, diferindo somente no tempo
necessdrio para observagao de parasitemia patente e para inicio do periodo de mortalidade;

* o principal local de multiplicagao inicial do 77 cruzi é ao nivel dos tecidos do ponto de inoculagio dos parasitas;

* 0 homem e os animais experimentais que sofreram infecgao pelo 7. cruzi adquirem certo grau de imunidade
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contra esse parasita, pois animais infectados reinoculados demonstram grande resisténcia 4 infecgo. No entanto
essa imunidade ¢ relativa, pois em certos casos pode haver “recidivas’.

As caracteristicas que se seguem foram descritas num vasto niimero de estudos que utilizaram o camundongo
como modelo experimental:

* heterogeneidade do curso da infecgao dependente da especificidade da cepa/clone de 77 cruzi e da linhagem exo
ou endocriada do camundongo;

* alta letalidade na fase aguda ante cepas patogénicas, com elevada parasitemia, presenca de amastigotas em
macréfagos de bago, figado e tecido adiposo, em cardiomidcitos, musculo esquelético e liso, em neurdnios e na
neuroglia;

* pan-infectividade tissular na fase aguda com intensidade elevada em alguns érgaos, a depender do par parasita-
hospedeiro (Lenzi et al., 1996);

* na fase cronica a pan-infectividade persiste, pois ¢ possivel recuperar parasitas de praticamente todos os 6rgaos
(McCabe et al., 1989);

* fase aguda com sinais de imunossupressao transitoria, ativagao policlonal e apoptose;

* fase cronica com soropositividade (convencional e litica) e parasitemia subpatente, miocardite e miosite, fibrose,
inflamagdo em camadas do intestino, alteragoes funcionais do coragdo e eletrocardiogréficas (bloqueios atrio-
ventriculares de primeiro e segundo graus, extra-sistoles, distirbios de condugio intraventricular com aumento
do complexo QRS) e encontro eventual de megavisceras;

* a miocardite induzida por 7. cruzi é um processo progressivo, e a intensidade das lesoes inflamatdrias estd
provavelmente relacionada a extensao dos danos miocdrdicos iniciados durante a fase aguda (Schlemper et al.,
1983; Marinho et al., 1999);

* reversdo de lesdes histopatoldgicas pelo tratamento com agentes tripanocidas tanto na fase aguda como na fase
cronica;

* apesar da pan-infectividade, pode ser observado um marcado histotropismo de certas cepas para certos 6rgaos
(Melo & Brener, 1978). Recentemente esse tropismo tem sido atribuido a caracteristicas das préprias cepas,
pois comparando-se quinze isolados dos trés principais clones genotipicos do 7. cruzi (Diego et al., 1998), foi
observado que todos induzem a formagao de infiltrados inflamatdrios no miocdrdio, mas que a formagio de
pseudocistos (ninhos de amastigotas) varia com a cepa, ocorrendo em 20% dos isolados do genotipo 20, 50%
do gendtipo 19 e 83% do genotipo 39, caracterizando claramente um potencial replicativo diferente destes
genotipos no tecido cardfaco. Outro achado interessante nesse sentido foi a descoberta de que animais infectados
simultaneamente por dois isolados de 77 cruzi (cepa JG e clone Coll.7G2), que podiam ser identificadas por
técnicas moleculares especificas (LSSP-PCR), mostraram distribuigo tissular claramente diferente entre elas,
indicando uma influéncia do polimorfismo genético das populacdes de 7. cruzi infectantes na patogénese da

cardiopatia chagdsica cronica (Andrade et al., 1999).

Aplicagoes do Modelo Camundongo

As fases aguda e cronica da doenga de Chagas, com suas caracteristicas parasitolégicas, imunoldgicas e
histopatolégicas (ver Capitulo 4) jé foram reproduzidas no modelo camundongo, em diferentes graus de severi-
dade a depender do par parasita-hospedeiro (cepa de 77 cruzi-linhagem de camundongo) utilizado (ver a seguir).
Também a infec¢ao congénita jd foi reproduzida, apresentando caracteristicas similares 2 doenga de Chagas
congénita humana (Cabeza-Meckert & Laguens, 1980; Carlier et al., 1987), com uma incidéncia de até 4%.

Tém sido muito vastas as aplicacoes de diferentes cepas de camundongo no estudo da infecgao experimental.
Em especial destacam-se estudos sobre:
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* isolamento de cepas patogénicas, quando se utilizam, geralmente, camundongos bastante susceptiveis;

* 0 curso da infec¢ao em diferentes situagbes experimentais: cepas/clones de 7. cruzi, indculos, vias de infecgao,
constitui¢ao genética do hospedeiro (cepas de camundongo e diferentes tipos de cruzamentos), idade, tempe-
ratura, sexo, etc.;

® quimioterapia;

* a caracterizagdo das respostas inflamatdria e imune inata;

® a caracterizagdo da resposta imune global e especifica ao parasita e de aspectos auto-imunes;

® a caracteriza¢do da evolugao das lesoes histopatolégicas e funcionais dos diversos érgaos e sistemas afetados no
curso da infeccio e da doenca.

Heterogeneidade no Modelo Camundongo

Uma caracteristica importante do modelo camundongo ¢ a heterogeneidade do curso e intensidade da
infecgdo, bem como das lesdes em diferentes populacoes (ragas, cepas), que se expressa na distingao entre modelos
resistentes e susceptiveis a condi¢oes similares de infec¢do. Essa caracteristica, j4 apontada na década de 40
(Hauschka, 1947; Pizzi et al., 1948), foi explorada quanto ao mapeamento genético da resisténcia durante as
décadas de 70 e 80 (Trischmann et al., 1978; Trischmann & Bloom, 1982; Wrightsman et al., 1982, 1984;
Trischmann, 1983; Juri et al., 1990; Eksi et al., 1996), e até hoje ¢ utilizada para facilitar estudos sobre as
caracteristicas da resposta imune inata e adquirida (Silva J.S. et al., 1995). Os padiries de resisténcia e susceptibilida-
de & infecgdo, medidos através de taxas de mortalidade, tempo de sobrevida e niveis de parasitemia, dependem da
conjungio das cepas do camundongo e do parasita, o que implica em que qualquer estudo tenha que ser interpretado
A luz do modelo usado (Andrade et al., 1985a).

A linhagem CBA foi caracterizada quanto ao curso da infec¢ao por 7. cruzi pelo grupo de E Kierszenbaum
(Hayes & Kierszenbaum, 1981; Kierszenbaum & Budzko, 1982), mas nao ¢ um modelo de uso mais genera-
lizado. Camundongos C3H e C57BL/6 sao classicamente referidos, respectivamente, como resistentes e sus-
ceptiveis a infec¢do por 77 cruzi (Trischmann et al., 1978; Starobinas et al., 1991), contudo, eles apresentam
respostas inversas as usualmente descritas quando infectados com o clone SylvioX10 (Postan et al., 1983,
1984); os camundongos C57BL/6 s3o extremamente suscetiveis a infec¢ao pela cepa Tulahuen de 77 cruzi
(Silva et al., 1992). Como disse Tarleton (1995) “ndo ¢é possivel fazer-se qualquer generalizagio de um achado
em modelo experimental sem que seja no contexto estrito do par hospedeiro-parasita usado como modelo”.

No entanto, como a doenga humana também varia desde formas assintomdticas e muito brandas até as
muito severas e letais, o fato de o camundongo apresentar fendtipos heterogéneos quanto a resisténcia a infecgao
o torna um modelo adequado. As diferentes combinagoes de cepa de camundongo com cepa/clone de parasita
tendem a se distribuir nesse espectro quando analisados diversos parimetros, sejam eles parasitolégicos,
imunoldgicos, histopatoldgicos, eletrofisiolégicos ou bioquimicos. E para ndo fugir a regra da heterogeneidade
no modelo de camundongo, até o dogma de que todos os camundongos j4 ensaiados se infectam com 7. cruzi e
contraem a doenga foi recentemente contestado, com a descrigio de um modelo experimental (Balb/C infectado
com clone CL14 de 7. cruzi) no qual nao se conseguiu observar infecgao, mas apenas desenvolvimento de imuni-
dade (Lima et al., 1991).

Em fun¢io dessa heterogeneidade, desde os primeiros estudos com animais experimentais, e especialmente
com camundongos, uma questao emerge: o que torna um animal susceptivel ou resistente a infec¢io?

Essa questdo foi explorada tanto sob a dtica do parasita como pela dtica do hospedeiro. Assim, foi estudado o
curso da infecgio experimental com formas metaciclicas ou sangiiineas, introduzidas por diferentes vias de inoculagzo;
com isolados (cepas) de diferentes regioes geogrficas ou provenientes de diferentes hospedeiros (isolados de vetores,
de reservatdrios naturais, de pacientes com diferentes formas clinicas da doenga, etc.); com parasitas submetidos a
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atenuagio ou aumento da viruléncia por passagens repetidas em cultura ou em animais, ou ainda pré-incubados
com diferentes drogas ou com diferentes componentes do soro ou plasma de hospedeiros imunes ou nao imunes;
entre outras. Hoje sabemos que isso varia com o modelo animal utilizado, com a cepa de 7. cruzi inoculada e com o
tamanho do inéculo, e que s3o determinadas em grande extensao pelo balango funcional de diferentes citocinas
produzidas no curso da infecgao (ver Capitulo 4).

As vias intraperitoneal (IP) e subcutinea (SC) sdo as mais amplamente utilizadas para inoculagio do 7. cruzi
em camundongos e os animais jovens sao mais susceptiveis que os adultos. A via conjuntival, utilizada em outros
modelos (Ramirez & Brener, 1987), foi menos explorada com camundongos. A via oral foi demonstrada como
eficaz apenas em camundongos de até vinte dias de idade, enquanto a IP promove infecgdo em qualquer faixa
etdria (Culbertson & Kessler, 1942). Mais recentemente, foi demostrado que a infecgdo via oral ocorre através da
mucosa gdstrica e ndo da mucosa de qualquer outra parte superior do tubo digestivo (Hoft et al., 1996). Apenas
tripomastigotas metaciclicos sdo competentes para a infecgao via oral; com tripomastigotas sangiiineos a infecgao
nio foi obtida (Hoft, 1996).

Diferengas na resisténcia entre machos e fémeas sao observadas em alguns modelos e nao em outros (Hauschka,
1947; Aratjo-Jorge et al., 1992). Até hoje no estdo esclarecidos os mecanismos que interferem na resisténcia dos
animais com relacio 2 idade e ao sexo.

A reprodugio da fase cronica da infec¢io por 77 cruzi em camundongos jd foi obtida por quatro estratégias: (1)
infecgio de linhagens de camundongos susceptiveis com cepas de 7. cruzi patogénicas numa combinagio de inéculo,
idade dos animais e via de inoculagio que permita a sobrevida a fase aguda de uma propor¢io significativa dos
animais infectados (Federici et al., 1964; Laguens et al., 1980); (2) infecgao de camundongos com uma dose letal
de parasitas seguida de tratamento com drogas tripanocidas que assegurem a sobrevida na fase aguda sem cura
parasitoldgica (Andrade et al., 1970; Marinho et al., 1999); (3) infecgao de linhagens de camundongos resistentes
ou susceptiveis com cepas de parasitas de baixa patogenicidade, especialmente a cepa CAl e os clones CL-Brener e
Dm28c, com inéculos subletais (Gonzdlez-Cappa et al., 1981; Aratjo & Chiari, 1989; Lopes et al., 1995); (4)
infec¢io com cepas patogénicas em animais imunizados com cepas atenuadas (Johnson et al., 1963; Hudson, 1984;
McCormick & Rowland, 1989; Milei et al., 1991; Gomez et al., 1996).

Modelos mais Amplamente Utilizados

Um dos maiores problemas para o entendimento e sistematizagio dos dados existentes sobre a imunobiologia e
imunopatologia na doenca de Chagas experimental ¢ o fato de nao haver um modelo comum, de eleigio, usado pela
maioria dos grupos que trabalham na drea. Certos grupos se concentram num tinico modelo e caracterizam-no sob
vdrios parimetros. Isso é il do ponto de vista da biologia geral da infec¢do, delineando um quadro mais completo da
resposta do hospedeiro ao parasita, mas deixa a desejar quanto a possibilidade de extrapolagio dos dados para outros
modelos ¢ mesmo para humanos. Outros laboratérios buscam analisar um mesmo fendmeno em diferentes modelos
para firmar conceitos que possam ser generalizados com relagio 2 infecgio.

9.1.4.1 Camundongos exocriados Swiss, nao isogénicos

Desde os primeiros experimentos com o camundongo branco, até hoje, o camundongo albino Swiss, nao
isogénico, tem sido um modelo amplamente utilizado. Os animais sao extremamente sensiveis as diversas cepas
do parasita (Andrade et al., 1985a) e ndo apresentam diferenca na resisténcia quanto ao sexo (Luz et al., 1995).
No entanto, isolados de 7. cruzi provenientes de animais silvestres podem apresentar parasitemia baixa e 100%
de sobrevivéncia (ver Capitulo 3). Pelo seu baixo custo, os camundongos Swiss s3o muito utilizados em estudos
de quimioterapia experimental (ver Capitulo 7), que implicam no estudo de grande nimero de animais e avali-
acao de sobrevida (Gutteridge et al., 1978). A reversibilidade de lesdes musculares em animais crénicos apds

137



DOENCA DE CHAGAS: MANUAL DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL

quimioterapia tripanocida foi demonstrada nesse modelo (Andrade et al., 1991; Segura et al., 1994). Os primei-
ros estudos eletrocardiogréficos em camundongos infectados também foram feitos nesse modelo (Packchanian &
Robinson, 1958) e mostraram claramente que existem diferengas significativas nos tracados de animais cronicos
em relagio aos normais. Alteracoes eletrocardiograficas e correlagdo destas com lesdes histopatoldgicas no sistema
de condugdo também foram descritas em camundongos Swiss (Andrade & Sadigursky, 1987). A descri¢ao das
cepas Y e CL como polares em relagio a curvas parasitémicas e ao tropismo tissular foi feita nesse modelo (Melo
& Brener, 1978), assim como a caracterizagdo bioldgica do clone Dm28c (Contreras et al., 1988). A influéncia
da cepa de parasita na resisténcia do hospedeiro também foi confirmada no modelo Swiss (Andrade et al., 1985b).
Algumas podem ser extremamente virulentas, como a cepa Y (Silva & Nussensweig, 1953), enquanto outras nao,
como a Tulahuen (Cardoni et al., 1986). Com indculos baixos de cepas pouco virulentas foram obtidas cronicidade
(Laguens et al., 1980) e reprodugio da miocardiopatia chagdsica humana crénica, com fibrose, poucos parasitas
intracelulares, alteragoes eletrocardiogrdficas, sorologia positiva, parasitemia subpatente evidenciada por xenodiagnéstico
ou inoculagio em camundongos recém-natos, ¢ associagio eventual com megavisceras (Laguens et al., 1981; Milei
et al., 1984; Molina et al., 1988). Um estudo com setenta animais crénicos demonstrou que mesmo em animais
com testes parasitoldgicos persistentemente negativos, a infecgo ativa pode ser evidenciada quando se submetem
os animais & imunossupressao com ciclofosfamida (Magalhdes & Andrade, 1994).

9.1.4.2 Camundongos endocriados, isogénicos

O uso de camundongos isogénicos com diferengas no complexo maior de histocompatibilidade (locus H-2)
e back-grounds genéticos foi revisto por De Titto (1994). Estudos cldssicos mostraram, no entanto, que diferente
de certos microorganismos como Mycobacterium leprae, Listeria monocitogenes ou Leishmania donovani, cuja resis-
téncia é governada por um gene ou grupo de genes relacionados, a resisténcia a 7. cruzi ¢é regulada por controle
multigénico (Trischmann & Bloom, 1982; Wrightsman et al., 1982, 1984). Nio existem linhagens polares,
resistentes ou susceptiveis, mas um gradiente continuo entre esses dois fenétipos. Além disso, como a resisténcia
estd mais ligada as caracteristicas da cepa de 77 cruzi infectante (Andrade et al., 1985b), um hospedeiro pode ser
resistente e controlar a infecgio com algumas cepas, mas nao com todas.

9.4.1.3 Camundongo Balb/C

De longe os camundongos Balb/C se configuram na linhagem mais utilizada em estudos experimentais (282 referén-
cias na base de dados MedLine com as palavras-chave Balb e Chagas disease, em julho de 1999). Descrito como um dos
modelos mais susceptiveis, e portanto bom para a triagem inicial de drogas e de agentes imunomoduladores que aumen-
tem a resisténcia, essa cepa ¢ muito utilizada por vérios grupos. O modelo Balb/C-cepas Y ou CL foi muito estudado por
grupos no Brasil e na Franga (Rossi et al., 1984, 1986; Silva et al., 1985; Minoprio et al., 1986, 1988; D’Império-Lima
et al., 1986; Russo et al., 1989). Como controle para o modelo Xid (ver Capitulo 4), a imunologia do camundongo
Balb/C infectado por 7. cruzi tem sido amplamente investigada (Minoprio et al., 1991, 1993). O modelo Balb/C-cepa
Colombiana ¢ o preferido e ¢ largamente caracterizado pelo grupo de Ribeiro dos Santos & Pirmez, no Brasil (Ribeiro-
dos-Santos et al., 1992; Silva-Barbosa et al., 1997). O modelo Balb/C-cepa Tulahuen tem sido intensamente utilizado
e caracterizado pelo grupo argentino de Cardoni & De Titto (Cardoni et al., 1986; Rottenberg et al., 1991; Antunes
et al., 1997). O modelo Balb/C-cepa Tehuantepec foi o escolhido e amplamente caracterizado por Carlier et al. (1987). Os
modelos Balb/C-clone Dm28¢ (Lopes et al., 1995) e Balb/C-cepa CL e clone CL14 (Lima et al., 1991) vém sendo
utilizados e caracterizados no Brasil.

9.4.1.4 Camundongo C3H

O conjunto de trabalhos realizados por Pizzi et al. (1948, 1953) nas décadas de 40 e 50 introduziram o uso
da linhagem C3H nos estudos de infecgio experimental com 7 cruzi, em conjungao com a cepa Tulahuen, que ¢é
reticulotrépica e bastante virulenta. Os camundongos C3H sio hoje a segunda linhagem mais utilizada (197
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referéncias encontradas na base de dados MedLine com as palavras-chave C3H e Chagas disease, em julho de
1999). O modelo C3H-cepa Colombiana (10* IP) cronifica, e mostrou-se interessante quanto a reproducio de
caracteristicas fisiopatoldgicas e hemodinimicas observadas em humanos chagdsicos cronicos (Federici et al.,
1964; Abelman, 1969). Muitos outros grupos tém usado a cepa C3H para estudos da resposta inflamatéria e
imune, ante diferentes cepas e clones de parasitas (Postan et al., 1983; Minoprio et al., 1989; Russo et al., 1989;
Pakianathan & Kuhn, 1994). O modelo C3H-cepa Tulahuen foi caracterizado por Morales et al. (1987), com
relagao & miocardiopatia, comparativamente a outras linhagens de camundongo. Recentemente os camundongos
C3H vém sendo utilizados para estudos da infec¢ao e patologia do sistema nervoso central no Instituto Oswaldo

Cruz (Silva, A. A. et al., 1995).

9.4.1.5 Camundongos C57BL (6 € 10)

Descrita como uma das cepas de camundongos mais resistentes (Pizzi et al., 1948), as linhagens C57BL/6 ¢
C57BL/10 vém sendo utilizadas ante diferentes cepas e clones do 7. cruzi, por muitos grupos (Reed et al., 1984;
Silva J.S. et al., 1995; Tarleton, 1995). Exatamente por isso ¢ um modelo em que a cronificagiao pode ser obtida
com certa facilidade, especialmente quando se utilizam indculos baixos (Postan et al., 1984, 1987a). Muitas
vezes sao usados comparativamente com camundongos C3H ou Balb/C. Em todos os casos, no entanto, hd que
se referir sempre a4 cepa do parasita utilizada, pois algumas sdo extremamente virulentas, inclusive para esse

hospedeiro (Luz et al., 1994).

9.4.1.6 Camundongos geneticamente transformados:
mutantes e knock-outs

O interesse no uso de animais geneticamente deficientes em certa fungio ou molécula para estudo da
implica¢ao direta ou indireta desta na resisténcia a infecio jd ¢ antiga. Os primeiros animais usados para essa
finalidade foram os camundongos “Biozzi” selecionados quanto a capacidade de produgio de anticorpos (alta ou
baixa) por cruzamentos e retrocruzamentos (Kierszenbaum & Howard, 1976). Posteriormente animais B10.D2/
old, geneticamente deficientes no componente C5 do sistema complemento, foram usados para demonstrar que
a lise mediada por complemento nao ¢ decisiva na sobrevida nem na parasitemia dos animais na fase aguda
(Dalmasso & Jarvinen, 1980). Os animais “nude”, que nao possuem timo, também foram usados como instru-
mentos para a compreensio do papel de células T na infecgdo (Gongalves da Costa et al., 1984; Trischmann,
1984), bem como os animais Xid, que ndo possuem células BCD5 (Minoprio et al., 1991, 1993). Linhagens
com fenétipos auto-imunes (tais como linhagens com o gene lpr, linhagens NZB e BXSB) também tendem a ser
mais susceptiveis a infec¢do por 7. cruzi (Nickell et al., 1985). Mais recentemente uma série de animais, geneti-
camente deficientes em certas moléculas, tém sido utilizados para estudos experimentais com diversos agentes
infecciosos, tais como animais knock-out, para os genes de moléculas de histocompatibilidade classe I, sem células
T CD8 maduras (Tarleton et al., 1992), de classe II, sem células T CD4 maduras (Rottenberg et al., 1993), para
os genes RAG e de IL-10 (Abrahamsohn & Coffman, 1996; Hunter et al., 1997), para a cadeia d do TCR
(Santos-Lima & Minoprio, 1996), entre outros. Do mesmo modo, animais deficientes em receptor de IFN-y,
bem como em 6xido nitrico sintetase (Holscher et al., 1998) mostraram um fendtipo extremamente susceptivel
a infecgdo por 7. cruzi e permitiram evidenciar o papel crucial que estes mecanismos exercem na resisténcia dos
animais, como discutido no Capitulo 4. Recentemente foi estudado o curso da infecgdo por 7 cruzi em animais
deficientes em vias de citotoxicidade, como a via Fas (animais gld) e a via perforina (Henriques-Pons et al., 1998;
Lopes et al., 1999). No primeiro caso os animais apresentaram maior susceptibilidade, associada ao desenvolvi-
mento precoce de uma potente resposta Th2, e no segundo maior mortalidade, associada a um descontrole do
grau de inflamagio tissular. A perspectiva para os préximos anos ¢ que mais modelos com deficiéncias génicas
naturais ou induzidas por recombina¢io homdloga (knock-outs) venham a ser aplicados para o estudo da
imunopatologia da infecgao por 7. cruzi.
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Rato

Luis Eduardo Ramirez, Valdo D. Silva, Eliane Lages-Silva & Edmundo Chapadeiro

O rato ¢ outro modelo animal utilizado no estudo da infecgio chagdsica. Contudo, tem-se observado que ele
oferece certa resisténcia ao Irypanosoma cruzi, desenvolvendo uma infeccao lenta e pouco evidente, mesmo em
animais recentemente desmamados. Na maioria das vezes, torna-se necessdria a utilizagio de grandes indculos do
parasita, para se obter parasitemia patente na fase aguda e uma fase cronica com manifestagoes clinico-patoldgicas
evidentes. Porém alguns estudos histopatolégicos do coragao, do trato digestivo e do sistema nervoso central identi-
ficaram leses similares as encontradas na doenca de Chagas humana, contradizendo, portanto, aqueles que nio
consideram o rato como um bom modelo experimental para a pesquisa da infecgao chagdsica. Além disso, um estudo
com ratos isogénicos mostrou que, dependendo do background genético, esse modelo também pode apresentar
variabilidade no grau de resisténcia (Rivera-Vanderpas et al., 1983).

Brand et al. (1949) observaram que a infecgdo nos animais inoculados com diferentes cepas tem evolugio de
aproximadamente trés semanas e que, dependendo da sua patogenicidade, os animais podem cronificar ou morrer.
Pizzi et al. (1953) estudaram, comparativamente, a infecgdo em camundongos isogénicos C3H e ratos infectados
com cepa Tulahuen do 7 cruzi e observaram uma menor parasitemia e mortalidade em ratos. Brener (1971) inocu-
lou ratos com 200.000 formas sangiiineas das cepas Y, Berenice, CL e MR e observou, com as duas primeiras, apenas
uma pequena e transitdria parasitemia, ao passo que com as outras duas a parasitemia foi elevada e persistente,
sugerindo que essas diferengas poderiam estar relacionadas com a morfologia das referidas cepas. Revelli et al. (1980)
infectaram ratos de poucos dias de idade e adultos jovens com elevadas doses de tripomastigotas sangiiineos de 7.
cruzi, pela via subcutdnea, e observaram uma fase aguda onde a parasitemia dos animais recentemente desmamados
era maior que a dos animais adultos jovens, nio se registrando nenhuma morte. Além disso, observaram uma
resposta imunoldgica humoral especifica e uma miocardite cronica focal com alteragoes leves do eletrocardiograma.
Beraldo (1987) caracterizou a curva de parasitemia em ratos infectados com diferentes inéculos de formas sangiiineas
por grama de peso corporal e observou que, independentemente da cepa ou do grau do indculo, havia uma elevagao
progressiva da parasitemia até a segunda ou terceira semanas apds a infecgdo. A partir de entdo, a parasitemia
declinava, tornando-se desprezivel ou desaparecendo por completo na quarta semana. O nivel mdximo de parasitemia
observado nao pareceu guardar qualquer correlagio com o grau de inéculo administrado. Com base nas curvas de
parasitemia e mortalidade espontinea, definiu a fase aguda da infecgao como aquela que se inicia apés a inoculagao
do T cruzi até a sexta semana subseqiiente. Segundo esse autor, depois desta fase comega a fase cronica, onde a
parasitemia ¢ inaparente ¢ a mortalidade espontinea ¢é baixa. Postan et al. (1987b) infectaram ratos com quatro clones
diferentes de 7 cruzi e verificaram padrdes distintos de parasitemia, mortalidade e comportamento histopatolégico. Um
dos clones desenvolveu fibrose cardiaca mais acentuada e precoce que os demais, levando-os a discutir a influéncia genética
do parasita e do hospedeiro no curso da infecgao. De outro lado, Revelli et al. (1990) demonstraram que, quando os
ratos eram reinoculados com parasitas da mesma cepa, nao reproduziam o quadro agudo inicial e nao modificavam
o tipo e grau de lesdo cardfaca. Esse modelo tem sido utilizado para estudo da rede de citocinas (Revelli et al., 1998),
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confirmando que também no rato a citocina decisiva para a resisténcia é o IFN-y.

Estudando as manifestagbes viscerais na fase cronica em ratos inoculados com a cepa Y, AlcAntara (1964) observou
que a cardiopatia era a forma mais freqiiente, embora também tenha encontrado a formagio de megas, principalmente
no célon, bexiga, vesicula seminal e ttero. Alcintara & Oliveira (1964) demonstraram, durante a fase cronica da
infec¢do, redugio dos neurdnios do plexo de Meissner, principalmente da regiao secretora do estdmago e nos cSlons
transverso e descendente, assim como também no plexo de Auerbach, desde o estdmago até o reto. Scorza & Scorza
(1972) estudaram o miocdrdio de ratos infectados com a cepa Y e verificaram que grande ndmero de animais morria
entre o décimo e o 25° dias pés-inoculagao, apresentando miocardite, ganglionite e periganglionite intensas. Chapadeiro
et al. (1988) estudaram a evolugio da cardiopatia em ratos infectados com diferentes indculos das cepas Y, Colombiana
e 12SF de 7 cruzi ao longo das fases aguda e cronica, observando que a miocardite progredia com o tempo, associando-
se 4 fibrose em 15% dos animais.

Alcantara (1961) encontrou um reduzido ndmero de neurdnios pés-ganglionares cardiacos em ratos infectados
pela cepa Y do 77 cruzi, a semelhanga do observado por Amorim et al. (1973) em pacientes chagdsicos cronicos.
Entretanto, esses resultados nao foram confirmados por Chapadeiro et al. (1991) em animais cronicamente
infectados, nos quais a contagem de neur6nios cardiacos em cortes seriados nao apresentou redugdo numérica
significativa, comparada aos animais controles. Embora as lesdes encontradas no tenham sido quantitativamente
significativas, ganglionite e neurite foram mais intensas nos ginglios intracardfacos dos animais infectados, o que
pode explicar a alteragao da resposta bradicdrdica barorreflexa observada nestes mesmos animais, caracterizando,
portanto, uma disfun¢do autondémica parassimpdtica cardfaca no rato chagdsico crénico (Chapadeiro et al., 1991;
Junqueira Jr. et al., 1992).

Bestetti et al. (1987) avaliaram o eletrocardiograma de ratos de seis meses de idade infectados com a cepa Colom-
biana do 7. cruzi e observaram alteragdes similares as encontradas em pacientes chagdsicos cronicos. Junqueira Jr. (1991),
num estudo seqiienciado do eletrocardiograma em ratos infectados com as cepas Y, Colombiana e 12SF pareados com
animais controles, ndo encontrou alteragdes durante oito meses de infeccio, porém verificou que certas arritmias (extra-
sistoles supraventriculares e ventriculares) eram mais freqiientes nos infectados que nos controles, concluindo que este
modelo parece ser adequado para o estudo da disfuncao cardfaca.

Em estudo empregando a monitorizagio holter do eletrocardiograma em ratos chagdsicos cronicos acordados,
observamos (dados ndo publicados) uma alta prevaléncia de arritmias cardfacas, caracterizadas principalmente por
extra-sistoles supraventriculares com ou sem condugio aberrante e com freqiiéncia média significativamente maior
nos animais chagdsicos. Estes dados, aliados aos resultados obtidos nos estudos eletrocardiogrificos convencionais,
permitem concluir que o rato parece ser um modelo adequado para o conhecimento da patogénese e da terapéutica
da disfungao elétrica cardiaca induzida pela infecgao pelo 77 cruzi. Entretanto, as possiveis causas destas alteragdes
eletrocardiogréficas e das arritmias na infecgao chagdsica cronica neste modelo permanecem obscuras e, provavel-
mente, estdo associadas & miocardite focal, 2 fibrose miocdrdica (Chapadeiro et al., 1988) e/ou a disfun¢ao autondmica
parassimpdtica (Chapadeiro et al., 1991; Junqueira Jr. et al., 1992). As Figuras 1 a 8 mostram aspectos da histopatologia
de ratos infectados com 7. cruzi.

A falta de estudos imunoldgicos adequados e a auséncia de pesquisas que demonstrem uma progressiva
redugio da fungio contrdtil miocdrdica que leve ao desenvolvimento de uma sindrome de insuficiéncia cardfaca
congestiva, como acontece na doenca de Chagas humana, parecem explicar porque o rato nao ¢ considerado,
ainda, um modelo utl no estudo da infecgio chagdsica experimental.
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Figura 1 —Inflamagio aguda intensa do epicdrdio e miocdrdio em rato infectado com cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi (visao
panorimica) - HEx 100

Figura 2 — Detalhe da figura anterior mostrando infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear, no endomisio; fenomenos
degenerativos de necrose de grandes ndmeros de fibras miocdrdicas. Ninhos de amastigotas no interior das fibras - HE x 200

Figura 3 — Outro detalhe da mesma figura mostrando formas amastigotas no endomisio, circundadas por mononucleares; intenso
edema do intersticio e fendmenos degenerativos com ruptura de fibras miocdrdicas - HE x 400

Figura 4 — Ganglionite atrial aguda em rato infectado com cepa Sao Felipe. Observa-se infiltrado inflamatério mononuclear com
intensos fendmenos degenerativos e destrutivos de vdrios neurdnios - HE x 400

Figura 5 — Mesmo caso da figura anterior. Observa-se ninho de amastigota ¢ infiltrado inflamatério mononuclear no tecido de
condugio (feixe dtrio- ventricular) situado nos 2/3 superiores a direita da fotomicrografia - HE x 200

Figura 6 — Miocardite cronica focal em rato infectado com a cepa Colombiana. Nota-se pequeno foco de infiltrado inflamatério
mononuclear ao lado de ninho de amastigotas (seta) - HE x 400

Figura 7 — Miocardite cronica em rato infectado com a cepa Y. Observa-se intensa fibrose difusa endomisial com discreto infiltrado
mononuclear; hipertrofia acentuada da maioria das fibro-células; atrofia, degenera¢io e necrose de outras. HE x 200

Figura 8 — Ganglionite atrial crénica em rato infectado com a cepa Colombiana. Observa-se intenso infiltrado inflamatério e destruicao
da maioria dos neurdnios - HE x 200

142



Calomys Callosus

Sonia G. Andrade

O Calomys callosus callosus (Rodentia, Cricetidae) ¢ um reservatério natural do Trypanosoma cruzi (Ribeiro,
1973; Mello e Teixeira, 1977). A biologia do C. callosus ¢ a sua manutengio em laboratério foram descritos por
Mello (1984) e tém fornecido importantes subsidios para estudos posteriores. Além disso, diversos trabalhos
foram desenvolvidos utilizando este animal como modelo da doenga de Chagas experimental (Mello et al., 1979;
Mello & Borges, 1981; Borges et al., 1982).

Este modelo oferece muito interesse, pois sendo um reservatdrio silvestre poderd estar albergando cepas do 77
cruzi sem desenvolver doenga aparente e, deste modo, contribuindo para a manuten¢io das fontes de contami-
nagio dos vetores nos seus ecotopos silvestres. Por outro lado ¢ de interesse verificar como se comporta este animal
quando infectado por cepas do 7. cruzi mantidas em laboratério, comparando com o comportamento biolégico
no camundongo. Com este objetivo, foi feito o estudo da infecgio do C. callosus com diferentes cepas do 7. cruzi
em comparagio com o camundongo, no sé quanto ao desenvolvimento de lesdes histopatoldgicas, como em
relagao 2 ativagiao dos macréfagos peritoneais destes animais ante a infecgao (Borges et al., 1992). As cepas do 7.
cruzi  utilizadas neste estudo foram as Y, E M226 (isolada de C. callosus naturalmente infectado) e Costalimai
(isolada de Triatoma costalimai).

Os principais resultados obtidos foram (Borges et al., 1992, 1995):

* o C. callosus mostrou niveis parasitémicos superponiveis aos do camundongo, com as cepas Y e F; porém,
enquanto os camundongos tiveram alta mortalidade, todos os C. callosus sobreviveram a infecgao, mostrando
regressao das lesdes histopatoldgicas entre quarenta e sessenta dias;

* com as duas cepas do 7. cruzi de origem silvestre (M226 e Costalimai) os camundongos nao desenvolveram
parasitemias patentes, porém apresentaram intensas lesoes tissulares enquanto os C. callosus desenvolveram
baixas parasitemias e auséncia de lesdes, indicando uma adaptagdo e maior resisténcia as cepas silvestres;

* a ativagao de macrdfagos peritoneais foi idéntica em camundongos e C. callosus infectados com a cepa Y. Na infeccao
com a cepa F a liberagio de H,0, foi idéntica nas duas espécies porém variou no zming, pois continuava elevada em
camundongos apds os sessenta dias quando as lesdes estavam presentes e era muito baixa nos C. callosus entre quarenta
e sessenta dias, correspondendo a regressao das lesoes, observada nesta espécie;

* as maiores diferengas na liberagdo de H,O, de macréfagos peritoneais foram vistas com as duas cepas silvestres
(Costalimai e M226). A cepa Costalimai determinou no camundongo altos niveis de ativagio dos macréfagos,
que corresponderam 2 intensa agressao tissular determinada por esta cepa, enquanto o C. callosus apresentou
apenas discreta ativagio de macréfagos e auséncia de lesdes. Os mesmos achados foram obtidos com a cepa
M226;

* 0 estudo dos niveis de y-interferon (IFN-y) no C. callosus demonstrou que as diferentes cepas induzem a
produgio desta interleucina, sendo os niveis mais altos observado no soro dos animais infectados com a cepa E
a qual se caracteriza por determinar no C. callosus lesdes de grande intensidade no miocdrdio e no musculo
esquelético na fase aguda da infec¢do com regressao total aos sessenta dias;
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* o C. callosus infectado pela cepa F se constitui, desta maneira, em um excelente modelo para o estudo da
resisténcia nesta espécie e a sua correlagio com os aspectos peculiares da sua patologia.

De fato, embora considerado “resistente” devido a auséncia de mortalidade e negativagio parasitémica, o C.
callosus desenvolve intensas lesoes inflamatdrias no musculo esquelético e no miocdrdio, com predominancia de
macréfagos (que assumem aspecto epitelidde), linfécitos e fibroblastos (Figuras 9 e 10). Simultaneamente se
desenvolve intenso processo fibrogénico, que se inicia precocemente (26 a 30 dias), com acentuada proliferagao
fibrobldstica e espessamento da matriz intercelular com depdésito de coldgeno (Figura 11). Dos cinqiienta aos
sessenta dias de infecgdo observa-se regressio da inflamacio e da fibrose, restando apenas infiltrados focais residu-
ais (Figura 12). Desenvolve-se nestes animais um equilibrio parasito/hospedeiro, uma vez que, embora o exame
direto revele parasitemias negativas, os testes parasitoldgicos mais acurados (xenodiagndstico, hemocultura e
subinoculagdo do sangue em camundongos) permitem revelar a persisténcia da infecgdo (Andrade et al., 1994).
As peculiaridades apresentadas por este modelo o recomendam para pequisas sobre o controle imunolégico da
infecgio, o processo de fibrogénese e de regressio espontinea da fibrose. Além disso é um animal de pequeno
porte e de fdcil manuseio. A dificuldade estd apenas na obtengdo e manutengao de colonias destes animais para a

sua fdcil utilizagdo, como ocorre com o camundongo.

Figura 9 — Miocardite difusa; necrose de
fibras cardfacas que estdo substituidas por
infiltrado mononuclear (macréfagos e
linfécitos); proliferagao de fibroblastos e
depésito matricial intersticial (26 dias de
infec¢ao) - HE x 400

Figura 10 — Musculo esquelético: acentua-
da miosite com infiltado intersticial
mononudlear de linfécitos e macréfagos.
Numerosas formas amastigotas do
Trypanosoma cruziem célulamuscular (se-
tas) (26 dias de infeccao) - HE x 400
Figura 11 — Musculo esquelético, trinta
dias pés-infec¢o: espessamento da matriz
intersticial com depésito de coldgeno em
torno de midcitos e de vasos sangiiineos,
mostrando birrefringéncia a luz polarizada
em secgdes coradas pelo método do Picro-
Sirius - x400

Figura 12— Musculo esquelético, 56 diasde
infeccio: regressio da fibrose, com depdsitos
colagénicos intersticiais residuais. Picro-Sirius

1 12wz polarizada) - x400
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Hamster

Luis Eduardo Ramirez, Eliane Lages-Silva & Edmundo Chapadeiro

Embora a susceptibilidade do hamster ao Trypanosoma cruzi seja conhecida, este animal no tem sido utilizado
como modelo no estudo da doenca de Chagas. Existem alguns trabalhos mostrando parasitismo em todos os 6rgaos,
acompanhado de intensa reagio inflamatéria, fendmenos degenerativos, elevada hiperplasia do sistema macrofdgico e
alta mortalidade quando os animais eram inoculados com a cepa Tulahuen (Cariola et al., 1950). A comparagio da
infeccio deste animal com o camundongo, infectado com diferentes cepas e procedéncias distintas, mostrou que o
camundongo ¢ mais susceptivel que o hamster (Ossimani & Gurri 1954).

Trabalhos sistematizados, realizados em nossos laboratdrios através de métodos parasitoldgicos, soroldgicos,
clinicos (radiolégicos e eletrocardiograficos) e histopatoldgicos, tanto na fase aguda, como na fase cronica confir-
mam que o hamster ¢ susceptivel 2 infecgao pelo 7. cruzi quando inoculado com diferentes cepas (Y, Vicentina,
Benedito) e pelas vias intraperitoneal, conjuntival, endovenosa e subcutinea (Ramirez et al., 1991, 1993, 1994).
Comparativamente com camundongos, infectados por via intraperitoneal com o mesmo inéculo da cepa Y,
observou-se durante a fase aguda (quinze dias) que o hamster controla mais eficientemente a infecgio, apresen-
tando uma parasitemia e parasitismo tissular, respectivamente, 5,9 e 1,9 vezes menor (Ramirez et al., 1996).

Nos dois modelos experimentais, o perfodo prepatente foi similar, com duragio de trés a quatro dias, porém
o perfil das curvas de parasitemia mostrou algumas diferengas: nos camundongos foi progressivamente ascenden-
te até o oitavo dia da infecgdo, a partir do qual comegou a declinar até se tornar subpatente, confirmando as
observa¢oes de outros autores (Melo & Brener 1978; Sousa & Alencar 1984). No hamster, a curva de parasitemia
foi baixa e irregular com o pico mdximo no 15°dia, confirmando os achados de Ossimani & Gurri (1954). O
parasitismo tissular no hamster mostrou maior nimero de ninhos de amastigotas nas células macrofégicas, quan-
do inoculado com a cepa Y, enquanto no camundongo foi maior nas miocélulas da musculatura lisa, o que parece
demonstrar que a cepa Y, durante a fase aguda, ¢ mais macrofagotrépica no hamster e mais miotrépica no
camundongo. Em relagao ao tecido gorduroso, nao foi possivel estabelecer, com certeza, a localizagao dos parasi-
tas, se nos macréfagos ou nos adipécitos, como demonstrado por Andrade & Rocha Silva (1996). Por outro lado,
nossas observagdes nao confirmam os achados do parasitismo em relagio ao tecido gorduroso marrom (Shoemaker
& Hoffman, 1974).

Quanto 2 fase aguda, ndo foram observados sinais clinicos importantes. O estudo eletrocardiogrifico mos-
trou em 60% dos hamsters alteragoes sugestivas de miocardite. A necrépsia dos animais revelou aumento e
congestao do coragdo, do bago e do figado. Lesoes microscépicas foram comuns e progressivas desde as primeiras
24 horas na maioria dos tecidos e 6rgaos, sendo mais graves no tecido gorduroso e conjuntivo frouxo (celulite) e
no miusculo liso (miosite). Posteriormente, foi encontrada miocardite, de inicio nos 4trios e, em seguida, nos
ventriculos, caracterizada por infiltrado endomisial de mono e polimorfonucleares. Igualmente, este infiltrado foi
observado no sistema de condugio: né de Hiss, feixe e ramos. Os ganglios e filetes nervosos do plexo autondmico
cardfaco revelaram ganglionite, periganglionite, neurite e perineurite, acompanhadas de sinais de destrui¢ao
neuronal. No trato digestivo, as lesdes (miosite e ganglionite) mostraram sinais de degeneragao e necrose. O bago,
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o timo, os linfonodos e a médula dssea apresentaram, desde o comego da infecgio, um estado reacional de varidvel
intensidade com parasitismo nos macréfagos.

Lesoes inflamatdrias agudas também foram observadas nos 6rgaos e tecidos genitais e perigenitais internos
(miocélulas, conjuntivo frouxo e plexo nervoso hipogdstrico), acompanhadas de intenso parasitismo. Nas adrenais
foi observado parasitismo de intensidade varidvel nos macréfagos da parede dos sinusdides, mas nao na parede da
veia central. Nos demais érgaos, especialmente na musculatura esquelética e sistema nervoso central, as lesoes
foram menos freqiientes ou ausentes.

Na fase cronica, alguns animais apresentaram mau estado geral, caracterizado por apatia, perda de peso e
pélos, gengivite ulcerada, palidez das mucosas, dispnéia ¢ edema generalizado; alguns morreram espontaneamen-
te e de modo stbito. O tragado eletrocardiogrifico dos animais nesta fase mostrou, a partir do segundo e terceiro
meses, aumento transitério da freqiiéncia cardfaca e, entre o quarto e quinto meses, redugio da mesma. O exame
radioldgico do trato digestivo, apés dieta baritada, revelou aumento do volume do estémago e do calibre do
intestino grosso, especialmente ceco (dados nao publicados).

Apesar de nio ter sido realizado um estudo da cinética dos anticorpos no transcurso da infecgdo, foi demons-
trado, através da técnica da lise mediada pelo complemento (Krettli & Brener, 1982), que estes animais produ-
zem anticorpos liticos, a partir do terceiro ou quarto més pds-infecgio.

A autépsia dos animais mortos espontaneamente e/ou sacrificados, apds anestesia pelo éter, revelou edema do
tecido subcutineo e derrame liquido, claro e transparente, nas cavidades pericdrdica, pleural e abdominal (ascite).
A presenca de formas tripomastigotas do 7. cruzi foi detectada nesses liquidos, apés concentragio pelo
microhematdcrito e pela hemocultura.

O coragdo da maioria dos hamsters mostrou-se aumentado de volume e congesto e, aos cortes, as cavidades
dtrio-ventriculares apresentaram-se dilatadas e com ocasionais trombos parietais. Microscopicamente, os coragoes
exibiram infiltrado inflamatério predominantemente de mononucleares de intensidade varidvel, ora focal, ora
zonal, raramente difuso, entre as fibras cardiacas dos dtrios, ventriculos e septos. Fibrose, de extensio também
varidvel, substitufa dreas de miocdrdio destruido. O tecido especifico de condugio mostrou, fundamentalmente,
porém em grau menor, as mesmas lesdes do miocdrdio funcional. Ninhos de amastigotas no miocdrdio foram
encontrados em 50% dos coracoes. Também o epicdrdio exibiu infiltrados focais de mononucleares (epicardite),
assim como os ganglios e filetes nervosos do plexo intracardfaco (ganglionite, periganglionite e neurite) com
significativa destrui¢ao neuronal. Neste modelo, a redugao neuronal, ao contrdrio do que ocorre em outros
modelos de animais infectados pelo 7. cruzi, como ratos (Chapadeiro et al., 1988), camundongos, C. callosus
(Ferraz de Carvalho et al., 1993) e cdes (Lana et al., 1992) ¢ altamente significativa, sendo, portanto, até agora, o
tinico animal no qual se comprovou, de fato, redu¢ao neuronal significativa (dados nao publicados). Dilatagao e
alongamento do intestino grosso, especialmente do ceco, constituiu achado freqiiente nesta fase, confirmando os
achados radioldgicos. Microscopicamente, o tubo gastrointestinal apresentou infiltrado de mononucleares na
muscular prépria (miosite) e nos ganglios (ganglionite) dos plexos misentérico e submucoso com sinais evidentes
de destruigao neuronal.

O figado, em alguns animais, mostrou macro e microscopicamente as caracteristicas do érgao cardiaco, isto
¢, congestdo e degeneragdo dos hepatdcitos. Além disso, acimulos nodulares de macréfagos e infiltrados de
linfécitos intralobulares podiam ser observados; mais raramente material amiléide (vermelho Congo positivo)
podia ser evidenciado nas trabéculas hepdticas. Pancreatite cronica com fibrose e atrofia da parte exdcrina consti-
tuiu achado freqiiente, entretanto, as ilhotas pareciam integras. Os linfonodos, bago e médula ssea mostraram
discreta hiperplasia reacional, enquanto o timo era geralmente atréfico.

A musculatura esquelética exibiu miosite focal, caracterizada por infilerado mononuclear endomisial e, oca-
sionalmente, necrose das fibrocélulas e raros ninhos parasitdrios.

Os 6rgaos genitais internos mostraram infiltrado de mononucleares no epididimo (epididimite), vesicula
seminal (vesiculite), préstata (prostatite) nos machos, e nos ovérios (ooforite) e ttero (metrite) nas fémeas, acom-
panhadas de atrofia em grau varidvel desses érgaos; o parénquima testicular, entretanto, mostrou-se preservado
em todos os animais. O trato urindrio exibiu 0 mesmo infiltrado mononuclear focal na musculatura lisa da bexiga
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(cistite), do ureter (ureterite) e uretra (uretrite). Os ganglios e filetes nervosos no plexo hipogistrico exibiam
discreta reagao inflamatéria. No sistema nervoso central observaram-se, ocasionalmente, nédulos gliais esparsos
na substincia branca e infiltrados mononucleares na leptomeninge (leptomeningite focal). Nas adrenais nao foi
encontrado parasitismo e/ou sinais inflamatdrios nas veias da medular, como tem sido observado no homem
(Teixeira et al., 1991). As Figuras 13 a 24 mostram as caracteristicas histopatoldgicas encontradas no modelo
hamster durante a fase cronica da infec¢io experimental por 7. cruzi.

Concluindo, o hamster infectado com 77 cruzi pode constituir mais um modelo Uil para o estudo da
doenga de Chagas, visto que reproduz muitas das caracteristicas observadas na infecgdo chagdsica humana; no
entanto, torna-se necessdrio o prosseguimento das pesquisas, principalmente em nivel imunoldgico, para que este
animal seja caracterizado como tal.

Figura 13 — Bago (infecgio cronica): deposico intensa de material ameldide amorfo na
polpa vermelha e discreta na polpa branca com deplecio de ambas as polpas - HE x
200

Figura 14 — Figado (infecgio cronica): congestao sangiiinea intensa e dreas extensas de
infarto vermelho (figado cardiaco) — HE x 100

Figura 15 — Coragdo (infecg@o cronica): processo inflamatério cronico focal em torno
de ninho de amastigotas - PAP x 400

Figura 16 — Coragio: miocardite cronica difusa com intensa destrui¢ao de miofibras -
HE x 200
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Figura 17 Coragdo: miocardite cronica fibrosante fo-
cal -Tricromico de Masson x 200

Figura 18 — Corago: ganglionite e periganglionite
moderadas no 4trio direito - HE x 200

Figura 19 — Ceco: miosite e ganglionite discretas com fend-
menos degenerativos de alguns neurdnios - HE x 400
Figura 20 — Estdmago: miosite crénica multifocal -
HE x 200

Figura 21 — Intestino delgado: miosite discreta e ganglionite
intensa cronicas com destruigio neuronal - HE x 400
Figura 22 — Musculo esquelético: miosite multifocal
moderada com degeneragdo e destrui¢do das fibras
musculares - HE x 200

Figura 23 — Testiculo: orquite cronica intensa com
extensas dreas de destruicao dos tdbulos seminiferos e
infiltrado predominantemente mononuclear,
azoospermia - HE x 200

Figura 24 —Testiculo: orquite cronica moderada mos-
trando abundantes ninhos de amastigotas corados em
castanho através do método imunohistoquimico
peroxidase anti peroxidase - HE x 200



Coelho

Luis Eduardo Ramirez, Eliane Lages-Silva & Edmundo Chapadeiro

O coelho vem sendo utilizado para o estudo da infec¢dao chagdsica desde a descoberta da doenga (Chagas,
1909; Agosin & Badinez, 1949). Entretanto, Teixeira et al. (1975) foram, praticamente, os primeiros a realizar
um estudo sistematizado da infecgio neste animal, tratando de avalid-lo como modelo experimental. Segundo
estes autores, o curso natural da infecgdo chagdsica experimental no coelho parece estar associado 2 baixa morta-
lidade na fase aguda e elevada na fase cronica. Histopatologicamente, na fase cronica observaram no coragio e
intestinos lesdes similares as encontradas em humanos, nao tendo sido detectado parasitismo tissular em ne-
nhum dos animais inoculados. Além disso, durante esta fase, observaram diferentes graus de neurélise e perda de
células ganglionares. Por outro lado, Figueiredo et al. (1979), inoculando coelhos jovens com tripomastigotas da
cepa Ernestina, provenientes de cultivos de células de coragio ou de células Vero, observaram parasitemia pelo
xenodiagndéstico, anticorpos IgM especificos, até o terceiro més, e IgG pelo resto da vida do animal; foram
também observados transtornos eletrocardiogrificos na fase aguda manifestados por alteragoes da repolarizagao
ventricular e bloqueio incompleto do ramo direito do feixe de Hiss e, na fase cronica, bloqueio completo do ramo
direito, hemibloqueio anterior esquerdo e intervalo PR longo. Macroscopicamente, foram observados aumento
do coragio com dtrios e ventriculos dilatados, sinais de insuficiéncia cardfaca, tromboembolismo e megacélon.
Esses mesmos animais mostraram, no intestino, infiltrados linfocitdrios com destrui¢ao das células da musculatu-
ra prépria e células ganglionares parassimpdticas, com conseqiientes seqiielas fibrosas e despopula¢ao neuronal
(Rezende Filho et al., 1979).

Santos-Buch & Teixeira (1974) demonstraram que linfécitos provenientes de coelhos infectados com 7. cruzi, ou
imunizados com fragdes subcelulares do mesmo parasita, destrufam células singénicas de coelhos infectados ou nao
infectados, demonstrando a existéncia de determinantes antigénicos comuns entre o parasita e as fibras musculares
cardfacas. Segundo os mesmos autores, isto configuraria um mecanismo de auto-imunidade ou fundamento da patogénese
da lesdo cardiaca. Por outro lado, Andrade & Andrade (1979) observaram que o coelho oferece elevada resisténcia a
indugdo da infecgio experimental pelo 77 cruzi quando infectado com diferentes indculos e cepas (Y, Colombiana e
12SF); durante a fase aguda, a maioria dos animais apresentou parasitemia muito baixa ou negativa, ndo ocorrendo
mortalidade nesta fase. Do ponto de vista histopatolégico apenas alguns animais sacrificados mostraram pequenos focos
esparsos de infiltragio mononuclear no miocdrdio na auséncia de ninhos de amastigotas. Em animais que morreram
entre o quarto ¢ o 24° meses ap6s inoculagio, nao foram observados parasitas nem lesdes difusas no coragao, mas
somente pequenos e escassos focos de células mononucleares e fibrose intersticial. Contudo, Chiari et al. (1980)
inoculando coelhos com diferentes doses, vias e cepas (Y, CL e MR), nio recuperaram o parasita através de hemoculturas
(LIT) realizadas entre os quinze e sessenta dias ap6s inoculagio. Além disso, nenhum dos animais, nas fases aguda e
cronica, apresentou lesdes histopatoldgicas significativas e as alteragbes encontradas foram muito discretas, as quais, de
acordo com os autores, nao foram induzidas pelos parasitas. Os autores concluem que esses animais s3o pouco suscep-
tiveis & infecgdo pelo 77 cruzi e, por conseguinte, nao seriam um bom modelo experimental para o estudo da doenca de

Chagas.
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A validade do coelho como modelo para o estudo da fase cronica da infecgao foi reafirmada por Teixeira et
al. (1983), os quais demonstraram que este animal apresentava, com grande freqiiéncia, aumento da drea
cardfaca, insuficiéncia cardiaca congestiva, fendmenos tromboembdlicos, manifestacbes eletrocardiogréficas e
megacdlon.

Ramirez & Brener (1987), em pesquisa sistematizada realizada através de estudos parasitoldgicos,
imunoldgicos, clinicos e histopatolégicos em coelhos infectados por diferentes cepas (Y, CL e Ernane), inéculos
(2-4.10° e 107), vias (intraperitoneal e conjuntival) e procedéncia de tripomastigotas (fezes de barbeiros,
sangue de camundongos e cultura de células Vero), constataram alguns achados interessantes: na fase aguda da
infecgdo, 95,6% dos animais inoculados apresentaram parasitemia patente; os demais foram positivos através
do xenodiagndstico ou da pesquisa de anticorpos pela imunofluorescéncia indireta. Algumas das caracteristicas
desta fase, perfodo prepatente e curvas de parasitemia, foram fortemente influenciadas pela cepa e origem do
parasita, indculo e via de inoculagzo.

A sorologia realizada pelos métodos da imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinago indireta
(HAI) e lise mediada pelo complemento (LMC) mostrou a presenga de anticorpos especificos desde os
primeiros dias da infecgdo, variando de acordo com a via de inoculagio e natureza do indculo. Os titulos
de IgM foram detectados na maioria dos coelhos até a 192 semana, enquanto a IgG foi observada, ao
longo de toda a infecgdo, com titulos elevados. Os anticorpos hemaglutinantes foram coincidentes com o
aparecimento da IgG e atingiram também elevados titulos durante a fase cronica. Estas observagoes
confirmam as de outros pesquisadores em coelhos (Katzin et al., 1977; Figueiredo et al., 1979; Teixeira
et al., 1983), assim como em humanos (Vattuone et al., 1973; Cerisola, 1977; Hanson, 1977). Os
anticorpos liticos foram detectados em todos os animais infectados, aparecendo entre a segunda e a oitava
semanas pds-inoculagao, com elevadas percentagens de lise no transcurso da infec¢do, independente da
cepa utilizada, demonstrando a implantagio de um processo ativo de infec¢ao pelo 77 cruzi (Ramirez,
1984).

O estudo eletrocardiogrifico na fase aguda mostrou que 62,5% dos coelhos infectados apresentavam
mutabilidade do tragado, sendo as alteragdes mais freqiientes a bradicardia e o longo intervalo entre as ondas P e
R. A mortalidade nZo foi observada durante a fase aguda, confirmando os achados de outros autores (Andrade &
Andrade 1979; Chiari et al., 1980).

Nos animais sacrificados durante a fase aguda, a autépsia nao revelou altera¢bes macroscépicas significativas.
Microscopicamente, o coragio de alguns animais apresentou miocardite aguda de intensidade e extensao varid-
vels, caracterizada por focos de infiltrados endomisiais de células mononucleares aderidas ao sarcolema das fibrocélulas
e, ocasionalmente, polimorfonucleares neutréfilos e eosinéfilos. O exsudato estava associado a degenerago e a
destrui¢do de miocélulas, observando-se discreta fibrose intersticial em poucos animais. Ninhos de amastigotas
nas células musculares cardfacas foram encontrados em 35% dos coelhos. No trato digestivo observaram-se
infiltrados focais discretos na muscular prépria (miosite) e nos plexos entéricos (ganglionite); na musculatura
estriada foram encontrados, ocasionalmente, focos de infiltrados mononucleares, na auséncia de parasitas (Moreira-
Silva et al., 1996).

Na fase cronica, a partir do terceiro més até o 22° més, a parasitemia foi detectada em 38% dos animais
através do xenodiagndstico, em 14,8% através da hemocultura (LIT), como demonstraram também as pesquisas
de Teixeira et al. (1983) e Figueiredo (1984).

Durante a mesma fase, 71,7% dos coelhos apresentaram alteracoes eletrocardiogréficas, sendo as mais
freqiientes: bradicardia sinusal, bloqueio dtrio-ventricular de primeiro grau, fibrilagao auricular, extra-sistoles
ventriculares e distdrbios de conducio intraventricular. Nos coelhos controles nio foram observadas altera-
¢oes que chamassem a aten¢io. Entretanto, cumpre observar que a falta de estudos bdsicos do tragado
eletrocardiogrdfico no coelho, as dificuldades de obtengao do mesmo e a falta de estudos andtomo-clinicos,
envolvendo inclusive o sistema de condugdo, dificultaram a exata interpretagio desses achados.
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A necropsia, poucos animais apresentaram sinais de insuficiéncia cardfaca congestiva, como presenga de
hidroperitoneo, figado em noz moscada e hidropericdrdio. A morte stibita foi rara, nio tendo sido possivel
estabelecer uma correlagio desta com os achados clinicos.

Do ponto de vista histopatolégico, a fase cronica foi subdividida em cronica recente (trés a seis meses) e
cronica tardia (depois de seis meses), a fim de detectar possiveis leses evolutivas entre as fases aguda e cronica e,
desta maneira, estabelecer a morfogénese do processo patoldgico. Na fase cronica recente, a miocardite foi pouco
freqiiente, porém a fibrose (discreta) mostrou-se mais comum que na fase cronica, levando-nos a supor que no
coelho esta fibrose inicial representaria um fenémeno reparativo que se segue a destrui¢io miocdrdica que ocorre
na fase aguda (Moreira-Silva et al., 1996).

Segundo nossas observagoes, o coelho nio reproduziu o megacélon encontrado por outros autores, nem as
graves leses microscGpicas observadas no trato digestivo humano (Teixeira et al., 1975; Rezende Filho et al.,
1979; Figueiredo, 1984). As lesdes na musculatura esquelética, especialmente a miosite, foram discretas. As
Figuras 25 a 56 mostram aspectos histopatoldgicos encontrados no modelo coelho, fases aguda e cronica.

Apesar da positividade do xenodiagnéstico e da hemocultura, nenhum dos 6rgaos e tecidos examinados na
fase cronica apresentou ninhos de amastigotas.

Em conclusdo, embora o coelho infectado pelo 77 cruzi nao preencha, até o momento, todos os requisitos para
um bom modelo experimental, em vista de nao reproduzir as leses observadas nos humanos, poderd, entretanto, ser
bastante il para os estudos imunopatogenéticos, como foi sugerido por Teixeira et al. (1983).

Figura 25 — Miocdrdio (C92 -fase aguda
- 25 dias de infec¢do pela cepa Ernane):
miocardite focal moderada. Focos de
infiltrado leucocitdrio no endomisio (se-
tas) - HEx 107,5

Figura 26 — Miocdrdio (C92 - fase aguda
- 25 dias de infec¢do pela cepa Ernane):
miocardite focal moderada. Pormenor da
figura anterior, mostrando infiltrado
mononuclear (provavelmente consti-tuido
por pequenos linfdcitos) no endomisio. Os
linfécitos acham-se aderidos ao sarcolema
das fibrocélulas - HE x 430

Figura 27 — Miocdrdio (C85 - fase aguda
- quarenta dias de infeccio pela cepa
Ernane): miocardite focal moderada. Foco
de infiltrado inflamatério (seta) - HE x
107,5

Figura 28 — Miocdrdio (C85 - fase aguda
- quarenta dias de infec¢io pela cepa
Ernane): miocardite focal moderada. Por-
menor da figura anterior mostrando o
infiltrado leucocitdrio constituido por
mononucleares (grandes e pequenos),
granuldcitos, neutréfilos e eosindfilos, as-
sociados a fendmenos degenerativos e
necréticos de fibrocélulas - HE x 430
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Figura 29 — Miocdrdio (C75 - fase aguda - 23 dias de infec¢ao pela cepa Ernane): miocardite multifocal confluente (zonal). Multiplos
focos confluentes (setas) de infiltrado leucocitdrio endomisial - HEx 107,5

Figura 30 — Miocdrdio (C75 - fase aguda - 23 dias de infecgio pela cepa Ernane): miocardite multifocal confluente (zonal). Pormenor
da figura anterior mostrando infiltrado mononuclear endomisial, associado & destrui¢ao de fibrocélulas cardfacas- HEx 213

Figura 31 — Miocdrdio (C76 - fase aguda - 23 dias de infeccao pela cepa Ernane): miocardite focal moderada com fibrose inicial
levissima. Focos de fibrose inicial endomisial e perimisial (setas) - Tricromico de Gomorix 107,5

Figura 32 — Miocdrdio (C76 - fase aguda - 23 dias de infec¢do pela cepa Ernane): miocardite focal moderada com fibrose inicial
levissima, endomisial e perimisial. Pormenor da figura anterior mostrando um foco de miocardite caracterizado por infiltrado mononuclear,
destruigao de midcitos e proliferagio de células fusiformes compativeis com fibroblastos, com discreta deposicao de coldgeno (corado
levemente em azul) - Tricrdmico de Gomori x 430

Figura 33a— Miocdrdio (C7 - fase aguda - 22 dias de infeccio pela cepa CL): ninho de amastigotas do 7rypanosoma cruzs, aparentemen-
te {ntegro sem reagdo inflamatdria - H&E x 1.075 [ checar com autor se nao é 107,5]

Figura 33b — Miocdrdio (C2 - fase aguda - 23 dias de infecgo pela cepa Y): ninho de amastigotas de 7rypanosoma cruzi, aparentemente
roto, com rea¢ao inflamatéria em torno - H&E x 1.075 [idem]

Figura 34 — Miocdrdio (C91 - fase aguda - 25dias de infecgio pela cepa Ernane): ninho de amastigotas do 7rypanosoma cruzi,
aparentemente roto, com reagio inflamatdria em torno (mononucleares apontados por setas) - PAP x 1.075 [idem]
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Figura 35 — Epicdrdio (C91 - fase aguda - 25 dias de infecgdo pela cepa Ernane): epicardite focal. Infiltrado mononuclear, neutrofilico
e eosinofilico no tecido adiposo epicdrdico - HE x215

Figura 36 — Endocdrdio e miocdrdio (C92 - fase aguda - 25 dias de infec¢do pela cepa Ernane): endocardite focal. Infiltrado
mononuclear focal, discreto no endocirdio. No miocardrdio também se observam focos de infiltrado mononuclear- HEx 215
Figura 37 — Miocdrdio (C84 - fase cronica recente - trés meses de infecgio pela cepa Y): miocardite focal leve, endomisial e perimisial.
Foco de infiltrado leucocitdrio no miocirdio (seta) - HE x 107,5

Figura 38 — Miocdrdio (C84 - fase cronica recente - trés meses de infecgio pela cepa Y): miocardite focal leve, endomisial e perimisial.
Pormenor da figura anterior, mostrando exsudato de mononucleares (grandes e pequenos) e granuldcitos neutréfilos, associado a
fendmenos degenerativos e necrose de fibrocélulas - HE x 430

Figura 39 — Miocdrdio (C64 - fase cronica recente - quatro meses de infec¢ao pela cepa Ernane): miocardite multifocal confluente
(zonal) predominantemente endomisial. Focos confluentes de infiltrados leucocitdrios endomisiais (setas) - HE x 43.

Figura 40 — Miocdrdio (C64 - fase cronica recente - quatro meses de infec¢o pela cepa Ernane): miocardite multifocal confluente
(zonal) predominantemente endomisial. Pormenor da figura anterior mostrando focos de infiltrado mononuclear, endomisiais, com
alteragbes degenerativas e necrose de fibrocélulas - HEx 107,5
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Figura 41 — Miocdrdio (C52 - fase cronica recente - quatro meses de infecgo pela cepa Y): miocardite multifocal confluente (zonal),
fibrosante. Multiplos focos confluentes de infiltrado leucocitdrio associados & destrui¢ao de fibrocélulas e fibrose inicial, em leve tom azul
(setas), de distribuigio endomisial e perimisial - Tricroémico de Gomori x 43

Figura 42 — Miocdrdio (C52 - fase cronica recente - quatro meses de infecgao pela cepa Y): miocardite multifocal confluente (zonal),
fibrosante. Pormenor da figura anterior mostrando 4reas confluentes de destruigio de fibrocélulas, substituidas pela fibrose. A
hipercelularidade e a discreta deposigao de coldgeno, indicada pela leve tonalidade azul, caracteriza a fibrose como inicial - Tricromico de
Gomorix 107,5

Figura 43 — Miocdrdio (C52 - fase cronica recente - quatro meses de infecgo pela cepa Y): miocardite multifocal confluente (zonal),
fibrosante. Pormenor da figura anterior mostrando a proliferagao de células fusiformes, compativeis com fibroblastos, com discreta
deposicio de coldgeno (coloragio azulada), em substituicdo as fibrocélulas destruidas - Tricrémico de Gomori x 430

Figura 44 — Tinica muscular de parede gdstrica (C81 - fase cronica recente - trés meses de infecgio pela cepa Y): miosite focal. Infiltrado
inflamatério mononuclear e neutrofilico na ttinica muscular do estdmago - HE x 430

Figura 45 — Miocdrdio (C9 - fase cronica tardia - dezesseis meses de infecgio pela cepa CL): miocardite focal leve. Focos de infiltrado
leucocitdrio (setas). Em B, pormenor de um dos focos mostrando o infiltrado constituido por mononucleares, pequenos e grandes, no
endomisio - H&E x107,5 (Figura 45 A), H&E x 430 (Figura 45 B)

Figura 46 — Miocdrdio (C47 - fase cronica tardia - seis meses de infec¢ao pela cepa Y): miocardite multifocal confluente (zonal),
fibrosante. Foco de miocardite mostrando infiltrado mononuclear, acentuada miocitdlise e proliferagio de células fusiformes compati-
veis com fibroblastos - H&E x 215
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Figura 47 — Miocdrdio (C47 - fase cronica tardia - seis meses de infecgdo pela cepa Y): miocardite multifocal confluente (zonal),
fibrosante. Multiplos focos confluentes de infiltrado leucocitdrio miocdrdico, com destruigio de fibrocélulas e fibrose inicial (setas) -
Tricrémico de Gomori x 43

Figura 48 — Miocdrdio (C47 - fase cronica tardia - seis meses de infecgdo pela cepa Y): miocardite multifocal confluente (zonal),
fibrosante. Pormenor da figura anterior mostrando dreas perimisiais e endomisiais de destrui¢ao de midcitos e proliferagio de células
fusiformes, compativeis com fibroblatos, com discreta deposi¢io de coldgeno (fibrose inicial) - Tricrémico de Gomorix 215

Figura 49 — Miocdrdio (C25 - fase cronica tardia - treze meses de infecgao pela cepa Y): miocardite focal moderada, fibrosante. Sao vistos
trés focos de fibrose miocdrdica (setas), predominantemente endomisial, com discreto infiltrado mononuclear. A fibrose caracteriza-se
por intensa deposigao de coldgeno, corado em azul (fibrose avangada) - Tricrémico de Gomorix 215

Figura 50 — Miocdrdio (C47 - fase cronica tardia - seis meses de infec¢do pela cepa Y): miocardite multifocal confluente (zonal),
fibrosante, perimisial e endomisial. Pormenor de uma 4rea de fibrose miocdrdica perimisial e endomisial, caracterizada por acentuada
deposicio de coldgeno, corado em azul (fibrose avangada) - Tricrémico de Gomorix 215

Figura 51 — Miocdrdio (C4 - fase cronica tardia - doze meses de infecgdo pela cepa Y): miocardite multifocal confluente (zonal),
fibrosante, perimisial e endomisial. Multiplos focos confluentes de destrui¢o de fibrocélulas e substitui¢ao por fibrose avancada -
Tricromico de Gomorix 107,5

Figura 52 — Epicdrdio (C9 - fase cronica tardia - dezesseis meses de infecgio pela cepa CL): epicardite focal. Infiltrado mononuclear no
tecido adiposo epicdrdico, com presenga de células epitelidides e de células gigantes do tipo Langhans - HEx 215
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Figura 53 — Miocdrdio da ponta do ventriculo direito, em 4rea de ruptura (C57 - fase cronica tardia - doze meses de
infec¢do pela cepa Y): hemorragia e intensa miocardite, com exsudato mononuclear e neutrofilico, formando
microabscessos (setas) - HEx 215

Figura 54 — Parede do ceco (C44 - fase cronica tardia - dezoito meses de infecio pela cepa Y): fibrose difusa
demonstrada pela coloragio azul, da tinica muscular externa - Tricrémico de Gomorix 107,5

Figura 55 —Tecido muscular esquelético (C16 - fase cronica tardia - 22 meses de infecgio pela cepa CL): miosite focal. Foco
de infiltrado mononudlear perimisial e proliferagao de células fusiformes compativeis com fibroblastos - HE x 430

Figura 56 —Tecido hepdtico (C47 - fase cronica tardia - seis meses de infecgio pela cepa Y): figado cardiaco de segundo
grau. Congestao hepdtica centrolobular com fendmenos degenerativos (degeneragio hidrdpica e esteatose) e necrose
de hepatdcitos perivenulares - HE x 215
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Cao

Sonia G. Andrade

O cao tem sido utilizado por diversos pesquisadores no estudo experimental da doenca de Chagas. Este
modelo é de grande interesse porque é o tinico, entre os diversos modelos experimentais, que desenvolve as diversas
formas clinico-patoldgicas da doenca de Chagas, como sdo vistas no homem.

A fase aguda da doenca em cides jovens, inoculados com cepas virulentas do Trypanosoma cruzi evolui em um
perfodo de quinze a 25 dias pés-inéculo, cursando em geral como uma forma aguda grave no homem, com
envolvimento cardiaco proeminente (Andrade & Andrade, 1980). Os animais que sobrevivem a esta fase aguda
passam a uma fase latente da infeccio, sem sinais de doenca, com eletrocardiogramas normais, caracterizando a fase
indeterminada (Andrade et al., 1981; Andrade, 1984). Apenas uma pequena percentagem dos casos desenvolve a
forma cronica cardfaca, com cardiomegalia, arritmias, edema periférico, ascite e derrame pericardico e um quadro
de miocardite cronica progressiva (Laranja & Andrade, 1980).

A fase aguda da infec¢iio ¢ facilmente obtida em cies jovens (dois a trés meses de idade). Utilizando as cepas do
T eruzgy, classificadas como do Tipo I (Y ou Peruana), a infecgio se caractetiza por um curso rapido, levando ao ébito
em no maximo vinte dias e, a depender do indculo, os cies ndo sobrevivem a fase aguda. Por este motivo as cepas
que tém sido usadas, objetivando um acompanhamento mais prolongado, sio as cepas 12 SF (Tipo II) proveniente
de Sao Felipe, Bahia, e a cepa Colombiana (Tipo I1I).

Os indculos, constituidos de formas sanguicolas obtidas de sangue citratado de camundongos, sdo injetados
intraperitonealmente variando entre 4.10° e 6.10°. Os caes jovens desenvolvem parasitemias pouco elevadas a partir
do sétimo dia pés-infecgio, nao havendo paralelismo entre o numero de parasitos no sangue periférico e o intenso
parasitismo cardfaco desenvolvido por estes animais.

As lesoes histopatoldgicas da fase aguda se caracterizam por intenso parasitismo do miocardio, com rotura das
células parasitadas, determinando acentuado infiltrado focal com mononucleares e polimorfonucleares. Ha também
necrose de midcitos ndo parasitados e intensa miocardite (Figura 57).

As lesdes na fase aguda podem ser monitorizadas pelo estudo eletrocardiografico e comparadas com o
quadro anatomo-patolégico (Andrade, 1984) pelo estudo do sistema de condugido do coragdo que mostra lesdes
inflamatérias acentuadas. Em geral as alterages eletrocardiograficas aparecem entre quinze e trinta dias pos-
infec¢do e se caracterizam por altera¢des de onda T e do segmento ST, evoluindo posteriormente para alteragSes
indicativas do envolvimento dos atrios do coracio, principalmente a fibrilacdo atrial. A reversao das alteracoes
eletrocardiograficas foi vista em cies tratados com quimioterapico especifico (nifurtimox), principalmente quan-
do associado com corticéide (Andrade et al., 1980) e correspondeu a regressdo das intensas lesdes histopatologicas
apresentadas pelos animais antes do tratamento. A possibilidade de acompanhamento eletrocardiografico permi-
te avaliar a produgdo e conducio do estimulo elétrico e a instalacdo das arritmias cardiacas, bem como estabele-
cer a sua correlacio com as lesdes do sistema excito-condutor do coracio.

O modelo do cio, pelas suas caracteristicas, permite a investigacdo dos mecanismos patogenéticos envolvidos
no estabelecimento das lesdes através de estudos histopatoldgico, ultra-estrutural e imunopatolégico.
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O estudo ultra-estrutural do miocardio na fase aguda mostrou, ao lado de células parasitadas, a presenca de
alteraces degenerativas ¢ necréticas em mibcitos ndo parasitados (Andrade et al., 1996). Linfécitos e macréfagos
estavam aderentes as células cardiacas e determinavam alteracoes da membrana basal, miocitolise e separacao das
juncdes intercelulares. Estas alteracdes sugerem um mecanismo citotéxico e citolitico mediado por células imunes
efetoras, na necrose de células cardfacas nio parasitadas, na fase aguda da infec¢ao pelo 1. ruzi (Andrade et al., 1996).

A forma indeterminada no cao, como no homem, cursa sem sintomatologia e sem alteragdes eletrocardiograficas.
Os animais acompanhados desde a fase aguda até trés anos ap6s a infecgdo tiveram bom desenvolvimento, com
saude apatente e ativos. O estudo histopatologico do coragao nestes animais mostrou auséncia de lesdes ou presenca
de lesGes inflamatdrias focais discretas constituidas por macréfagos e linfocitos. Diferentemente do que foi observa-
do na fase aguda, ndo mostram tendéncia a aderirem ao midcito, ndo determinam alteragoes citotoxicas sobre os
mesmos quando examinados ao microscopio eletrdnico e mostram tendéncia ao desaparecimento por apoptose,
com condensagao citoplasmatica e alteragGes caracteristicas da cromatina nuclear (Andrade et al., 1996). Este proces-
so visto na forma indeterminada do cdo pode ser responsavel pela falta de progressio das lesdes nesta forma, que
estariam sujeitas a2 um mecanismo de controle que levatia a apoptose das células inflamatérias. Uma acentuagio da
miocatdite da fase indeterminada foi obtida em cies pelo uso de ciclofosfamida em baixas doses (50 mg/m? 4rea
corporal, trés vezes por semana, durante trés semanas). Estes animais desenvolveram uma miocardite difusa com
necrose de fibras cardiacas e acentuado infiltrado inflamatério mononuclear, na auséncia de parasitos.

Estes achados vieram a demonstrar que uma interferéncia na rede imunolégica de supressao de hipersensibilidade
tardia, que mantinha os animais na forma indeterminada, é capaz de desencadear uma miocardite evolutiva nos
mesmos (Andrade et al., 1987).

A forma cronica cardfaca raramente se desenvolve no cio, pelo menos no intervalo de tempo de trés anos entre
a inoculagdo e o sacrificio. Tém sido descritos casos com cardiomegalia, arritmia e insuficiéncia cardiaca congestiva,
porém sem estudo andtomo-patolégico. Esta correlacdo clinico-patolégica foi observada por Laranja & Andrade
(1980), que descreveram a forma cronica cardfaca em um cdo com dezesseis meses de infeccdo com caracteristicas
semelhantes as observadas na cardiopatia humana, com miocardite difusa, fibrose focal e intersticial e degeneragio
focal de fibras cardiacas em relacdo com o processo inflamatério (Figura 58). Também na fase cronica o estudo do
sistema excito-condutor do coragido permite reconhecer topograficamente as lesGes fibrético-inflamatérias nos
diversos segmentos do sistema (Figuras 59 e 60), possibilitando a correlacio eletrocardiografica.

Os aspectos apresentados mostram que o co tem como principal vantagem reproduzir as diversas fases da
doenga de Chagas, permitindo o monitoramento eletrocardiografico e correlagdo com lesées do sistema excito-
condutor do coracdo. Além disto, o cdo tem sido muito utilizado pelos fisiologistas para o estudo eletrofisiologico
do coragio, o que permite uma solida base para interpretagido dos achados na doencga de Chagas.

Como desvantagem, existe o fato de necessitar de um longo periodo de acompanhamento para que
possa surpreender a fase cronica cardiaca, permanecendo os cies na fase indeterminada em alta percentagem
dos casos.
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Figura 57 — Miocardite difusa e focal em cio no 23° dia de infeccio pelo Trypanosoma cruzs: presenca de midcitos parasitados (setas);
necrose focal de células miocardicas com intenso infiltrado inflamatério; infiltrado intersticial mononuclear difuso — HE x 250
Figura 58 — Sec¢Ges do miocardio em cio cronicamente infectado pelo Trypanosona cruzs: miocardite cronica, observando-se septos
fibrosos que dissociam as fibras cardfacas e difuso infiltrado mononuclear - Tricromico de Masson x 100

Figura 59 — Secgio do sistema excito-condutor do coracio de um cio cronicamente infectado pelo Trypanosoma cruzi, observando-
seo feixe de His (FH) e sua bifurcacio: RD (ramo direito) e RE (ramo esquerdo); infiltrado mononuclear difuso com dissociagio
das fibras por fino dep6sito colagénico, predominante no ramo direito - Tricrémico de Masson x 100

Figura 60 — Coragao de cdo cronicamente infectado: sec¢do do sistema excito-condutor observando-se substitui¢io dos miécitos
no feixe de His por adipdcitos e presenca de infiltrado mononuclear difuso - Trictomico de Masson x 100
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Macaco

Maria da Goria Bonecini-Almeida

Virios animais tém sido utilizados como modelos expetimentais com o propésito de se obter um modelo que
reproduza satisfatoriamente a doenga de Chagas humana, como discutido por outros autores neste capitulo.

Evidéncias acumuladas durante as ultimas décadas tém indicado que primatas ndo humanos siao modelos
expetimentais adequados para o estudo de aspectos imunopatogénicos da doenca de Chagas. Os géneros Callitrix;
Saimiri, Cebus e Macaca tém sido estudados empregando-se diferentes cepas de Trypanosoma cruzz, formas evolutivas
do parasito, bem como diversas vias de inoculagio.

Descreveremos brevemente alguns modelos experimentais em primatas nao humanos, utilizados na tentativa de
reprodugio da doenga de Chagas humana, e nos deteremos na descri¢ao minuciosa da infec¢do em macacos rhesus
(Macaca mulatta).

Género Callitrix

O género Callitrix (penicillata) foi a primeira espécie de primatas nao humanos utilizada como modelo experi-
mental para a doenca de Chagas, por Carlos Chagas em 1909. Estes animais desenvolveram satisfatoriamente a
infecgdo aguda, entre vinte e trinta dias ap6s o contato com triatomineos infectados.

Género Cebus

Entre os primatas mais utilizados, até o momento, como modelo para a doen¢a de Chagas humana, estdo os
animais do género Cebus, pela sua capacidade de reproduzirem as fases aguda e cronica da doenga humana, além da
facilidade de domesticagio e manuseio. Os primeiros trabalhos a utilizarem estes animais tinham por objetivo avaliar sua
susceptibilidade a infecgdo. Assim, Dorland (1943) demonstrou a presenga de sinal de Romafia em animais infectados
pela conjuntiva ocular por cepas de T. erugi provenientes de isolados clinicos do Panama, Venezuela e Estados Unidos
(Texas e Califérnia), além da presenca de miocardite discreta e difusa. Estudos posteriores realizados por Torres &
Tavares (1958) ndo demonstraram um aumento progressivo nas lesdes do miocardio em animais submetidos a repeti-
das inoculagoes por cepas de T. auzi (Y, Nilma e Jovina).

Estudos comparativos foram realizados por Falasca et al. (1986), utilizando um unico in6culo ou repetidas
inocula¢bes, com diferentes cepas do parasita — CA1, Colombiana e Tulahuen — (incluindo duas vias de inoculagio,
conjuntiva e intrapetitoneal, e diferentes cargas parasititias, 4 x 10* e 1 x 10, na tentativa de determinar a susceptibi-
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lidade do macaco Cebus a infeccdo pelo T. cruzi. Estes autores deteminaram assim que sete dos dez animais infectados
pela cepa CA1 pela conjuntiva apresentaram parasitemia positiva e, independentemente da carga parasitiria a que
foram infectados, estes animais apresentaram alteracoes eletrocardiograficas (ECG) e dilatagdo do colo variaveis.
Todos os animais infectados pelas cepas Colombiana e Tulahuen apresentaram parasitemia positiva, persistentes
alteracoes de ECG, mas nenhum animal apresentou dilatacio no colo. As alteracoes cardiacas e histopatolégicas
foram detectadas mais precocemente nos animais infectados pela cepa Colombiana.

O acompanhamento cinético da infec¢do chagasica em macacos C. apella foi realizado por Rosner et al. (1988)
durante as 26 ptimeiras semanas de infeccio, usando a cepa Y por via subcutinea. Estes autores notaram o apareci-
mento de sintomatologia compativel a fase aguda, como a presenca de febre, perda de peso, parasitemia direta
positiva, alteragoes eletrocardiograficas e radiologicas compativeis com a doenga humana. Contudo, nenhum animal
apresentou chagoma de inoculagao durante a fase aguda da infec¢ao. A caracterizacio da miocardite cronica chagasica
foi realizada ap6s um periodo de doze e 48 meses de infecgdo, onde somente trés animais apresentaram aumento
cardfaco e a analise histopatologica mostrou uma miocardite difusa ou focal com infiltrado linfoplasmocitico (Rosner
etal., 1989).

Género Saimairz

Estes pequenos primatas (5. sciurens) sio encontrados infectados na natureza tanto por Lesshmania como por T.
¢eruzi. Na tentativa de caracterizar a evolugdo da infec¢io chagasica nestes animais, Pung et al. (1988a) os infectaram
por via subcutanea utilizando formas tripomastigotas metacliclicos da cepa Brasil. O acompanhamento da fase
aguda revelou a presenca de parasitemia positiva, alteragoes prolongadas no eletrocardiograma, anticorpos especifi-
cos contra o 1. eruzi, alteracoes hematoldgicas e resposta linfoproliferativa elevada contra antigenos do parasita.
Pensando na possivel interacdo na natureza entre o 1. auzi e Leishmania b. braziliensis, os mesmos autores (Pung et al.,
1988b) estudaram o desenvolvimento da dupla infeccdo nestes animais. A prévia infec¢ao pelo T. eruzi ou L. b
bragiliensis ndo protege os animais contra a infecgdo heteréloga. Os animais desenvolveram quadro clinico semelhante
a infec¢do primaria.

Género Macaca

Quanto a sua homologia a0 homem, o macaco rthesus (Macaca mulatta) esta classificado na escala filogenética
abaixo dos grandes primatas: gorilas, orangotangos e chimpanzés (de dificil utilizagdo como modelo expetimental,
aquisicdo pelo alto custo financeiro e dificuldades no manuseio), e acima dos primatas do Novo Mundo (Cebus,
Saimiris e Callitrix), como descrito por Martin & Leslie (1977), Finkelman & Scher (1979), Cossini et al. (1981),
Neubauer et al. (1982) e Levtin et al. (1983). Por ser animal de médio porte, o que facilita seu manuseio, e por
apresentar quadros clinicos que reproduzem as patologias humanas, o macaco rhesus tem sido considerado o
modelo de escolha entre os primatas nio humanos para se estudar diversas patologias como leishmaniose (Amaral
etal.,, 1996) e HIV/Aids (Reimann et al., 1996; Dunn et al,, 1996), o que facilita a extrapolagio dos tesultados obtidos
nestes animais para moléstias humanas (Ostrow et al., 1990; Li et al., 1994).

Diversos autores tém estudado a infec¢do chagasica experimental em macacos rhesus. A fase aguda tem se
mostrado semelhante a forma humana, relatando-se desenvolvimento de lesio de porta de entrada, parasitemia
direta positiva, alteragSes hematoldgicas, sorologia especifica positiva e alteracdes de ECG (Marsden et al., 1970,
1976; Seah, 1974; Miles et al., 1979).
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Com os conhecimentos adquitidos pelo acompanhamento longitudinal da infec¢do em C. apella por Rosner et
al. (1988), e pelo resultados obtidos pelos autores acima citados durante a fase aguda da infec¢do chagasica em
macacos rhesus, nos propusemos a estudar a imunopatologia e a cinética da infecgdo chagasica experimental neste
modelo. A proximidade filogenética aos seres humanos nos proporcionaria a utilizagio de reagentes contra antigenos
celulares de supetficie (CD4, CD8, CD14, CD19) (Reimann et al., 1994) e componentes da imunidade humoral,
como fragbes do sistema complemento e anticorpos, para caracterizar as fases aguda e cronica da doenga de Chagas
humana.

A fase aguda em macacos rhesus tem se mostrado semelhante a forma humana, como mencionado anterior-
mente; assim, descreveremos brevemente os resultados obtidos por nés em macacos rhesus infectados subcutanea-
mente com formas tripomastigotas metaciclicas do T. ¢ruzi (cepa Colombiana). A presenca de chagomas de inoculagdo
foi observada em nove dos treze animais infectados entre o terceiro e o 13° dia pés-infeccao (p.i). A lesdo cutinea foi
caracterizada como um etitema/papula. Os linfonodos axilares estavam aumentados (palpaveis) em todos os animais
infectados, sem a presenca de hepatoesplenomegalia (Bonecini-Almeida et al., 1990). Andlises histopatoldgicas demonstra-
ram ectasia vasculat, edema e infiltrado inflamatétio histio-linfocitario difuso na derme papilar, enquanto que na derme
reticular observou-se intenso infiltrado petivascular e petianexial com a presenca de ninhos de amastigotas no musculo
eretor do pélo (Bonecini-Almeida et al., 1990). Fragmentos da lesao cutinea foram estudados por microscopia eletronica
de transmissdo e observamos desorganizagio nas fibras de mielina e retracio dos axénios nos nervos petiféricos (Meirelles
et al, 1990). Os mondcitos/macrdfagos presentes na lesao apresentavam granulos de peroxidase, indicativo de ativagio
celular.

Nas primeiras cinco semanas pés-infec¢io os animais apresentavam-se apaticos, com perda de apetite e discreta
perda de peso, sendo mais acentuada na terceira semana p.i. (em média 5,5 %o de perda do peso corporal), retornando
a normalidade a partir da nona semana p.i. A parasitemia direta foi detectada em todos os animais entre o 132 e 0 22°
dia p.i.; os niveis maximos de parasitemia foram detectados entre a quarta e a sétima semana, negativando em todos
os animais na décima semana p.i. Os parasitos foram isolados por hemocultura e/ou xenodiagnéstico por até quatro
anos p.., contudo em animais infectados com cepas isoladas de pacientes foi possivel detectar parasitas circulantes
por até vinte anos p.i. (dados ndo publicados, Dr. Francisco Laranja). Durante a fase aguda todos os animais apresen-
taram anemia caracterizada pela diminuigao dos valores de hematimetria, hematdcrito e hemoglobina entre a quinta
e a sétima semana p.., indicativa de anemia normocitica e normocrémica. Os numeros absolutos de leucécitos e
linfécitos encontravam-se elevados (p < 0,05) entre a quinta e a 16* semana p.i.

As alteragdes eletrocardiograficas e radiologicas foram caracterizadas como distirbio de condugao atrio-ventricular
(7/9), anormalidade de repolatizacio da onda T (3/9), baixa voltagem de QRS (3/9) e bloqueio incompleto de
ramo diteito (2/9). Estes achados foram transitérios e desapareceram ap6s a 20* semana p.i. Na Figura 61, podemos
verificar uma estreita correlagio entre os picos de parasitemia direta e a presen¢a das anomalias cardfacas nesses
animais.

O esclarecimento dos mecanismos envolvidos na resposta imune ao 1. oruzi tem sido a meta de investigacao de diversos
autores. Hoje, os resultados acumulados ao longo de varias décadas tornam evidente a participagio de diferentes
mecanismos, quer na defesa, ou na agressao, atuando direta ou indiretamente na interacdo parasito-hospedeiro.
Anticorpos IgM anti 1. ¢z atingiram nivels maximos na sétima semana p.i., e os anticorpos IgG na 12* semana p.i.
Estes tltimos permaneceram presentes até o sexto ano de infecgao, enquanto os anticorpos IgM ja nao eram mais
detectaveis em quatro dos seis animais infectados na 28* semana, como demonstrado na Figura 62. Observou-se
uma elevacio na concentragio sérica de anticorpos IgG e IgM com niveis maximos atingidos entre a sexta e a oitava
semana p.i., o que correspondeu a trés vezes os valores observados nos animais controles nao infectados (Figura 62).
O desaparecimento de anticorpos especificos IgM e o aparecimento e persisténcia daqueles pertencentes a classe
IeG é comportamento idéntico ao desctito na doenga experimental e humana (Camargo & Amato Neto, 1974;
WHO, 1974; Miles et al., 1979; Braun & Titto, 1985; Falasca et al., 1986). De modo interessante, também neste
modelo experimental, altos niveis de anticorpos anti 1. ¢ruz7 encontrados estio relacionados ao controle e diminui¢ao
do nimero de parasitas circulantes, como observado no modelo murino, sugerindo um papel protetor para estes
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anticorpos (Krettli & Brener, 1982). Contudo, o aumento de IgM e IgG totais nio ¢ devido somente a sintese de
anticorpos especificos para o T. eruzi, tendo sido detectados anticorpos antihemaceas de carneiro (heterlogos) e anti
DNA (auto-anticorpos). Os primeiros mostraram ndo s6 cinética de produgio similar a IgM total, como também
revelaram sensibilidade ao tratamento pelo B-mercapto-etanol. Os auto-anticorpos, por sua vez, mostraram cinética
que se assemelhou a de IgG total e, uma vez positivos, nio se negativaram.

A detecgdo de anticorpos liticos no soro de animais infectados torna-se importante por ser considerada como
evidéncia da persisténcia do parasito no organismo, constituindo evidéncia adicional da similaridade com a infec¢ao humana
(Krettli et al., 1979). Vetificou-se durante a infeccio expetimental que todos os animais apresentavam anticorpos liticos
detectaveis por perfodos superiores a trés anos de infecgdao. Um outro dado interessante foi observado durante o pico
destes anticorpos (entre a quinta e a oitava semana), € a simultanea diminuicao nos niveis de C3 e C4. Assim, parece bastante
provavel que os anticorpos liticos estejam colaborando com o consumo de complemento durante este petiodo (Figura 63)
e posterior eliminagao da parasitemia circulante.

A acentuada leucocitose evidenciada, descrita também em seres humanos (Baruffa, 1975; Baruffa & Alcantara,
1983), correspondeu a aumento tanto de células B, T e mondcitos (Figura 64); foram observados niveis maximos
entre a quintae a nona semanas p.i., coincidindo com outras alteragdes descritas anteriormente, como o aumento do
namero de parasitas circulantes, alteracées no ECG e hipergamaimunoglobulinemia. O aumento no nimero abso-
luto de mondcitos circulantes nio apresentou associagio significativa com qualquer outra alteracio imunolégica
durante o curso da infecgdo chagasica nestes animais.

A linfocitose observada nestes animais foi devida tanto ao aumento do nimero de linfécitos T CD4" quanto T
CD8, elevados até seis e onze vezes, respectivamente, em comparagio aos animais nio infectados, atingindo os
valores maximos entre a segunda e a oitava semana p.i. (Figura 65). Associado a hipergamaimunoglobulinemia e ao
aumento do numero total de leucdcitos, o aumento do nimero de células CD4" e CD8" em sangue periférico de
animais infectados pode ser considerado como evidéncia da existéncia de ativacdo policlonal de células B e T neste
modelo experimental como demonstrado no modelo murino (Minoprio et al., 1986) e mais recentemente na
doenca de Chagas humana (Grauert et al., 1993). O aumento das subpopulacdes de linfocitos T CD4" e CD8*
acompanhou o aumento e o pico de parasitemia circulante em animais sactificados neste periodo. Foi possivel
observar a presen¢a de macico infiltrado mononuclear nas fibras cardfacas e a presenca de numerosos ninhos de
amastigotas, como descrito na fase aguda da doenca de Chagas humana.

A capacidade dos linfécitos T periféricos de macacos rhesus infectados responderem 7z vitro a antigenos do T.
¢crugi foi demonstrada como sendo similar aos estudos realizados por Cetron et al. (1993). Observamos uma intensa
imunossupressao tanto aos antigenos especificos como na resposta inespecifica a PHA, como pode ser observado
na Figura 66.

A imunidade mediada por células na infeccao chagasica experimental esta relacionada a ativagio de linfécitos T
CD4" (Younes-Chennoufi et al., 1988), embora alguns autores citem a participagdo de células T CD8" na lesao
cardfaca experimental (Tartelon, 1991) e humana (Reis et al., 1993).

Podemos entio, concluir que primatas nado humanos sao susceptiveis a infec¢ao pelo 1. aruzi e desenvolvem a doenca
diferentemente, dependendo da cepa do parasito, indculo e via de inoculagio a que foram submetidos durante a experi-
mentagio. Contudo, apresentam grande reprodutividade em relacio ao desenvolvimento de alteracoes eletrocardiograficas
e radiolbgicas, parasitemia patente, alteragdes hematologicas com anemia normocitica e normacromica e leucocitose,
alteracGes histopatologicas decorrente da presenca do parasito em fibras cardfacas e finalmente imunossupressao. Assim, 0s
primatas ndo humanos e em especial os macacos thesus, devido a sua proximidade filogenética a0 homem, poderdo nos
auxiliar a entender os mecanismos imunopatogénicos ocottidos durante a evolugao da doenga de Chagas humana, tanto na
fase aguda como na fase cronica da infeccao.

Agradecimentos — A Dra. Joseli Lannes Vieira pela revisio e discussio no preparo deste manuscrito.
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Figura 61— Acompanhamento dos niveis de parasitemia direta (linha) e alteracdes eletrocardiograficas (batras) durante o curso da
infecgio chagasica aguda em macacos rhesus infectados pela cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi

Figura 62 — Acompanhamento dos niveis anticorpos IgM e 1gG anti Trypanosoma cruzi (A) e totais (B) durante o curso da infecgdo
chagdsica aguda em macacos rhesus infectados pela cepa Colombiana do Trypanosoma crugi

Figura 63 — Acompanhamento dos niveis de anticorpos liticos e fragdes do complemento (C3 e C4) durante o curso da infec¢io
chagasica aguda em macacos rhesus infectados pela cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi

Figura 64 — Acompanhamento do nimero de linfécitos T, B e mondcitos circulantes durante o curso da infeccio chagasica aguda
em macacos rthesus infectados pela cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi

Figura 65 — Acompanhamento do nimeto de linfécitos T CD4* e T CD8" circulantes durante o curso da infecio chagasica aguda
em macacos rthesus infectados pela cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi

Figura 66 — Acompanhamento da resposta linfoproliferativa perante antigenos do Trypanosoma cruzi e mitégeno durante o curso
da infeccio chagasica aguda em macacos rhesus infectados pela cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi
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Critério de Escolha para o Modelo de
Hospedeiro Animal e da Cepa do Parasita

Solange L. de Castro & Tania C. Aratjo-Jorge

A existéncia de vdrios modelos experimentais aplicados ao estudo do curso da infec¢ao por Trypanosoma
cruzi nos indica, claramente, que no hd um tnico modelo de escolha, nem um modelo consensual e nem
mesmo um modelo que possa ser definido como o mais vantajoso (ver Capitulo 9). A escolha do modelo a
ser utilizado deve ser feita apés andlise de vdrios pontos, em especial a pergunta que se quer abordar no
estudo. A depender do fenémeno em foco, existem modelos animais que o reproduzem de modo melhor ou
pior. Além disso, a identificacdo de grupos de cepas de parasita circulantes exclusivamente no ciclo de
transmisso silvestre e no ciclo domiciliar/peridomiciliar humano (Tibayrenc, 1995; Zingales et al., 1998)
levanta a questdo da relevincia de se proceder a estudos de processos fisiopatoldgicos representativos da
doenga de Chagas humana, predominantemente com cepas circulantes no ciclo doméstico de contamina-
¢3o humana, correlacionando, sob um ponto de vista antropocéntrico, a utilizagio de cepas do ciclo silves-
tre.

Em todos os casos, as vantagens ou desvantagens do uso de determinado modelo referem-se & morbidade
(génese de doenga) e a mortalidade (grau de viruléncia apresentado pelo parasita naquele modelo), compa-
rativamente 2 infec¢io humana. Nesse sentido, a principal desvantagem do modelo camundongo, que ¢ a
alta taxa de mortalidade na fase aguda, com lesdes que sdo incomuns na infecgio humana aguda, pode ser
contornada com a combinagao de uma linhagem mais resistente, um menor inéculo, uma cepa de parasita
caracteristica do ciclo doméstico isolada de paciente, ou de triatomineo/reservatério no peridomicilio. Na
realidade este raciocinio, que estd bem comprovado no modelo do camundongo, ¢ vdlido para qualquer
espécie de mamifero que venha a ser utilizada. Foi o extenso estudo no modelo do camundongo, por um
grande nimero de grupos de pesquisa e utilizando as mais variadas combina¢bes de cepas de parasita e de
linhagens hospedeiras, que permitiu a conclusio consensual de que cada par é um par (Tarleton, 1995),
confirmado também no modelo do rato (Rivera-Vanderpas et al., 1983). Pontos de controvérsia quanto a
validade de certo modelo para reproduzir determinados aspectos da doenga humana devem ser analisados
sob a mesma dtica que permitiu esse consenso para o caso do camundongo. Assim, o fato de alguns autores
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reportarem o encontro, ou nao, de megacélon ou de freqiiéncia maior ou menor de miocardite em coelhos
infectados estudados por diversos grupos pode se relacionar com o uso de diferentes cepas do 7. cruzi (ver
Capitulo 9), ou de coelhos com diferentes back-grounds genéticos.

Dois pontos importantes a ressaltar sio a existéncia de determinado fendmeno na espécie que se quer
ter como modelo e a fase da doenga que se quer reproduzir. Alguns aspectos da doenca humana, como por
exemplo, a presenca de anticorpos naturais antigalactose e sua associagao com a forma clinica “indeterminada”
da doenga de Chagas, sé ocorrem em primatas, e nao podem, portanto, ser estudados em nenhum outro
modelo (ver Capitulo 4). Quanto a fase da infecgdo, a grande maioria dos estudos com experimenta¢io
animal se deteve apenas na fase aguda, mas é muito pequeno o nimero de trabalhos sobre esta fase na
infecgao humana, até mesmo pelo processo de controle da transmissao vetorial. O desafio de encontrar
modelos animais adequados para o estudo da fase crénica, incluindo a forma indeterminada, permanece
atual. Nesse sentido, o trabalho com animais de pequeno porte, especialmente roedores com vida curta
(camundongo e rato), traz um facilitador, pois a freqiiéncia de obten¢io de animais em fase cronica pode ser
maior. Recentemente demonstrou-se que o hamster reproduz, do ponto de vista histopatolégico, algumas
das caracteristicas mais importantes da doenga de Chagas cronica, como miocardite com despopulagio
neuronal acompanhada de transtornos eletrocardiogréficos, miosite, ganglionite e dilatagado ou alongamen-
to do cecum com distdrbios de motilidade. Por outro lado, a forma indeterminada parece ser a mais
freqiientemente observada no coelho infectado experimentalmente com 7 cruzi.

E importante mencionar que aspectos da infeccao por 7. cruzi em mamiferos silvestres, como Calomys callosus,
gambds e cuicas (ver Capitulos 3 e 9), podem ser de grande valia para a compreensio de mecanismos fisiolégicos
da manutengio do parasita em reservatérios silvestres, da evolugdo do equilibrio parasita-hospedeiro, bem como
de aspectos comparativos da patogénese e da susceptibilidade a quimioterdpicos de cepas circulantes nos ciclos
silvestre e doméstico.

A Tabela 1 busca tragar um quadro comparativo dos diferentes modelos descritos neste manual, indicando se
o pardmetro j4 foi (+) ou ndo foi (-) descrito no modelo em questdo. Na maioria dos casos todos os resultados
podem ser correlacionados, com variagoes de freqiiéncia e de intensidade de ocorréncia do fen6meno, a depender
da cepa de parasita utilizada, da via e intensidade do indculo.

A mensagem final que nos parece essencial a destacar ¢ a de que ao iniciar o estudo da infecgao por 7
cruzi em um determinado modelo experimental, independente dos fatores que concorreram para a esco-
lha daquele modelo, deve ser feita uma profunda revisao bibliogrdfica com a identificagiao de todos os
trabalhos que j4 utilizaram aquela espécie e o levantamento dos resultados obtidos com diferentes cepas
do parasita. E importante também o conhecimento mais completo possivel do comportamento biolégico
e dos marcadores moleculares da cepa de parasita escolhida (ver Capitulo 10.2, cepas de eleigdo), saber
em qual biodema e zimodema a cepa se insere (Andrade & Magalhaes, 1996), qual a linhagem, e se estd
agrupada em 7. cruzi 1 ou 1. cruzi 11 (ver Capitulo 10.2, e Anexo referente 2 nomina de 7 cruzi). Na
tentativa de aumentar a massa de conhecimentos produzidos por diversos grupos de pesquisa com uma
mesma cepa, a OMS escolheu o clone CL-Brener como clone de referéncia para o Projeto Genoma de 77
cruzi. Provavelmente essa escolha vai gerar um certo volume de trabalho com este clone, mas a investiga-
¢ao sobre a heterogeneidade intra-especifica que ¢é caracteristica deste microorganismo, certamente exigi-
rd a confirmag¢do de dados com cepas de caracteristicas diferentes.
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Tabela 1 — Quadro comparativo da reprodutibilidade de aspectos da doenga de Chagas humana em diferentes
modelos experimentais e de suas condigdes operacionais

Modelo animal cdg rat coe ham cal céo mac
Aspecto da doenga humana reproduzida

Fase aguda

Chagoma de inoculagcéo + + + + + + +
Parasitemia (v) + + + + + + +
Sorologia anti T. cruzi positiva + + + + + + +
Tendéncia a mortalidade (v) a b b b b B b
Alteragdes eletrocardiograficas (v) + + + + ? + +
Miocardite a histopatologia (v) + + + + + + +
Miosite a histopatologia (v) + + + + +

Pan-infectividade + + + +

Fibrose + + + + + +
Esplenomegalia e linfoadenomegalia + + +
Fase crbnica - forma indeterminada

Duragéo c c ? ? ? |

Fase crdnica cardiaca e/ou digestiva

Cinética de desenvolvimento da fase cronica r r d d - d d
Encontro de ninhos de amastigotas (v) + + - + - + ?
Alteracbes eletrocardiograficas (v) + + + + ? + +
Cardiopatia (v) + + + + + +
Formacédo de megas (v) + + + + - - -
Megaesoéfago + + - - - 2 .
Alteragdes neuroldgicas + ? - - - - 2
Fibrose miocérdica + + + + - ? ?
Facilidade de manuseio a a m m m m b
Facilidade de manutengédo de col6nias a a a a m n n
Custo operacional b b m b ? a a

+: ocorre em algum par parasita-hospedeiro; -: negativo; v: varidvel com a cepa de Trypanosoma cruzi e/ou com a linhagem genética do
animal e/ou com a intensidade do inéculo; r: rdpida (seis a doze meses); d: demorada (> dois anos); s: sim; n: nio; a: alta; b: baixa; m:
média; c: curta (dois a seis meses); I: longa (anos).

Finalmente, fatores que podem nio ser decisivos, mas que certamente sio importantes, referem-se as
condi¢bes operacionais. Estas vAo desde a experiéncia prévia do grupo no uso de determinado modelo e a
necessidade de incorporagio de pessoal com experiéncia de manejo do animal a ser usado, até o custo, a
disponibilidade de fornecimento e as condigoes laboratoriais e de infectério para manejo dos animais nor-
mais e infectados que comporio os grupos experimentais. As condi¢des ambientais para a experimentacio
também podem ser limitantes ou decisivas para a escolha do modelo a ser empregado. Por exemplo, o
trabalho com fémeas requer a existéncia de salas especiais isoladas apenas para este género, pois a presenca
de machos na sala pode gerar sensagbes olfatdrias que levem a alteragdes no ciclo estral das fémeas, que por
sua vez podem potencialmente interferir na sua imunidade inata. J4 o trabalho com cdes ou macacos impli-
ca condi¢bes laboratoriais e de infectdrio especificas para estes casos. As condigdes psicoldgicas da equipe
para lidar com os animais também sio fatores importantes, pois podem influir quando o pesquisador ou
técnico precisar sacrificar fémeas grdvidas, cdes ou macacos submetidos a longos perfodos de observagao.
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Trypanosoma cruzi: Cepas de Elei¢ao

Octavio Fernandes & David A. Campbell

Tradicionalmente o 7rypanosoma cruzi apresenta como caracteristica uma grande diversidade genética intra-
especifica, demonstrada por diferentes técnicas bioquimicas e moleculares, se tratando na realidade de um com-
plexo heterogéneo de subpopulages. As andlises realizadas por distintos métodos sempre procuraram correlacionar
caracteristicas genéticas com propriedades biomédicas do parasito.

Uma das primeiras metodologias aplicadas em diversos isolados, clones e cepas de 7. cruzi foi o perfil de
restricio do kDNA. Esta técnica agrupou determinadas populagoes dos parasitos através dos padroes apresenta-
dos pelos fragmentos de restricido do DNA mitocondrial, em grupos denominados esquizodemas (Morel et al.,
1980; Morel & Simpson, 1980). O potencial desta metodologia foi explorado em diferentes contextos e conse-
guiu atestar que o hospedeiro vertebrado se encontra parasitado por uma populagio de 7. cruzi, que pode ser
selecionada por distintos filtros como hemocultura, xenodiagndstico, cultura 77 vitro e mesmo a prépria interagao
parasito-hospedeiro (Deane et al., 1984; Morel et al., 1986).

De forma consistente com os achados de heterogeneidade obtidos com os padroes de restricio do kDNA,
Morel et al. (1984), Macina et al. (1987) e Solari et al. (1991), ao utilizarem a rede de DNA mitocondrial como
sonda para tipagem, obtiveram resultados que discriminavam distintos grupos de isolados. Com o desenvolvi-
mento das técnicas de DNA recombinante, regides de hipervariabilidade puderam ser clonadas e utilizadas como
sondas moleculares. Assim, as regioes varidveis dos minicirculos mostraram o seu relégio molecular veloz e conse-
qiiente poder discriminatério (Macina et al., 1987).

A téenica de PCR veio contribuir para o estudo da heterogeneidade populacional de 7. cruzi, principalmente
por dispensar o cultivo prévio do parasito, que seleciona 7z vitro subpopulagdes do protozodrio (Morel et al.,
1986). Dessa forma, Sturm et al. (1989) amplificaram a regiao varidvel dos minicirculos (330 pb) e utilizaram os
amplicons como substrato para digestao com endonucleases de restrigao, produzindo um experimento esquizodema-
like e obtendo padroes de bandas complexo. Avila et al. (1990), Breniére et al. (1992) e Britto et al. (1995), apds
amplificarem regides varidveis de isolados de 7. cruzi, realizaram experimentos de hibridizagao cruzada entre os
amplicons, demonstrando que este segmento da molécula de minicirculo possui alta especificidade, revelando
uma grande heterogeneidade entre os distintos isolados utilizados.

Macedo et al. (1992) descreveram o uso da técnica de fingerprint do DNA total do parasito, mostrando a sua
capacidade de desvendar também a heterogeneidade presente dentro do #axon, possuindo uma boa correlagao
com a andlise por esquizodemas.

Um dos alvos sempre procurados foi a tentativa de se correlacionar marcadores genéticos com propriedades
bioldgicas e ou determinantes de patogenicidade ou formas clinicas.

Algumas destas abordagens de tipagem e agrupamento apresentam resultados tio heterogéneos que a sua
aplicabilidade passou a ser questionada. Por exemplo, podemos citar a plasticidade existente entre os cari6tipos
moleculares de 7. cruzi. Os resultados destes experimentos sao varidveis e muitos fatores podem determinar diferen-
tes padroes de migragio de cromossomos ou localizagio de genes especificos. Relatos de amplificagao génica,
expansdo e contragao teloméricas, elementos transponiveis (transposons) e aneuploidias poderiam eventualmente
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justificar a extensa heterogeneidade encontrada ao utilizar-se esta metodologia, mesmo entre subclones de um
mesmo ancestral clonal ou cepas isoladas de um tnico paciente (Gibson & Miles, 1986; Engman et al., 1987;
lovannisci & Beverley, 1989; Wagner & So, 1990; McDaniel & Dvorak, 1993).

Em estudos iniciais, a andlise dos padroes eletroforéticos de enzimas pareceu ser muito promissora, no que
diz respeito a associar distintos zimodemas com padrdes de transmissao doméstico e silvestre. Assim, Miles et al.
(1977), ao investigarem dezessete isolados do protozodrio provenientes do municipio de Sao Felipe, Bahia,
determinaram dois grupos distintos de zimodemas: o primeiro, composto por isolados de gambd e triatomineos
silvestres e o segundo formado pelos isolados humanos e de animais domésticos, como gatos, ratos e camundon-
gos.

Este mesmo grupo de autores ampliou a classificagio dos grupos isoenzimdticos, apds estudar seis isolados
humanos da regido amazénica (Miles et al., 1978) e cerca de 250 isolados de diversas localidades brasileiras
(Miles et al., 1980), definindo trés grupos caracteristicos: o primeiro e o segundo, como descrito em Sio Felipe,
que passaram a denominar de Z1 e Z2, e o terceiro (Z3) também relacionado ao ciclo silvestre. Confirmando as
correlagoes bioldgicas dos zimodemas com os padrdes de transmissao, Ready & Miles (1979) mostraram, através
de andlise de taxonomia numérica, que Z1 é mais relacionado com Z3 que com Z2. Ainda respeitando esta tripla
classificagao, Flint et al. (1984) conseguiram definir anticorpos monoclonais que reagiam especificamente com
71, 72 ou Z3.

Acostumados com a tradicional polaridade de 7. cruzi, formas finas ou grossas, fase aguda ou cronica, forma
cardfaca ou digestiva, cepa Y ou CL, ciclo silvestre ou doméstico, era de se esperar que ficdssemos com a classifi-
cagdo isoenzimdtica e imunoldgica de Z1+Z3 e Z2 (Brener & Andrade, 1979; Miles & Cibulski, 1986). Entre-
tanto, poucos anos depois de estabelecido este padrio, alguns pontos discordantes comegaram a aparecer. Tibayrenc
et al. (1986) analisaram o padrio eletroforético de quinze enzimas em 121 isolados provenientes dos mais
diferentes sitios, englobando as Américas do Norte, Central e do Sul. Neste estudo, os autores estabeleceram 43
zimodemas diferentes, e apesar de atestarem uma grande heterogeneidade intragrupo, se aventuram em aglutinar
os isolados em dois clusters distintos, exibindo um alto grau de polimorfismo genético interno.

O uso da técnica de PCR com iniciadores randémicos para gerar RAPDs (random amplified polymorphic
DNAs), trouxe a possibilidade de se estudar vdrios /oci em um tnico experimento. Assim, Tibayrenc et al. (1993)
demonstraram uma grande correlagao entre os ensaios de RAPD e os perfis eletroforéticos das enzimas, definindo
igualmente os dois clusters supracitados.

Henriksson et al. (1996) relatam também uma certa correlagio entre os padroes de cariétipo molecular
e localizagao de distintos genes e os zimodemas de 77 cruzi: Z1 e Z2. Pontuam que os isolados Z2 apresen-
tam cromossomos maiores que cepas Z1 e afirmam que esta caracteristica suporta a distncia genética entre
os dois grupos isoenzimdticos, podendo refletir um fenémeno de especiagao dentro do raxon 1. cruzi.

Fugindo um pouco do tradicional polimorfismo, Souto & Zingales (1993) estudaram o gene codificante
para o rRNA 248a (subunidade maior) em vdrios isolados de 7. cruzi. Utilizando a técnica de PCR como aborda-
gem experimental, clonaram e seqiienciaram dois produtos distintos provenientes de diferentes isolados, conse-
guindo definir dois grupos dentro da espécie 1. cruzi: grupo 1 (rDNAI) e grupo 2 (rDNA2). Apés um estudo
pormenorizado das seqiiéncias dos genes de miniexon de diferentes isolados de 7. cruzi (Fernandes et al., 1998),
constataram-se dois grupos distintos que possufam concordincia com os grupos descritos por Souto & Zingales
(1993). Andlise por RAPD dos distintos isolados tipados, tanto através da seqiiéncia codificante para o rRNA
248a como para o gene de miniexon, definiu duas linhagens principais em 7. cruzi, ambas polimérficas e subdi-
vididas em pequenos grupos: linhagem 1 e linhagem 2 (Souto et al., 1996), como mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Tipagem de diversos estoques de Trypanosoma cruzi através da dicotomia presente nos genes de
miniexon e rRNA

Isolado (pais) Origem Linhagem Isolado (pais) Origem Linhagem
Ana /BR Homem 1 Cuicacll/BR Roedor 2
Basileu /BR Homem 1 Cutiacll/BR Roedor 2
C1/BR Homem 2 Esquilo cl1/BR Roedor 2
Esmeraldo cI3 BR Homem 1 F/BR Roedor 2
JM/BR Homem 1 M226 /BR Roedor 2
MAS cll1 /BR Homem 1 G/BR Gamba 2
MC/BR Homem 1 Gambacll/BR Gamba 2
Tatiana /BR Homem 1 Dm28/VEN Gamba 2
Sylvio X10 /BR Homem 2 CL/BR Triatom. 1
Y /BR Homem 1 CL Brener /BR Triatom. 1
CBBcI3/CH Homem 1 YuYu /BR Triatom. 2
MN cl2/CH Homem 1 Tulahuen /CH Triatom. 2
NR cI3/CH Homem 1 OPS 22 /VEN Triatom. 2
CA1/ARG Homem 1

Ao tiparmos amostras de 7. cruzi recém-isoladas de hospedeiros humanos e de triatomineos de distintas
localidades brasileiras (Amazonas, Minas Gerais, Paraiba e Piaui), observarmos que os isolados da Amazénia
correspondem & linhagem 2, condizentes com o ciclo de transmissao silvestre, enquanto todos os outros isolados
humanos do restante do pais sao linhagem 1 (ciclo doméstico). A nossa impressao é de estarmos tendo a oportu-
nidade de presenciar um fendmeno impar, que seria a interagio do hospedeiro humano com o ciclo silvestre,
peculiar da Amazonia (Fernandes et al., 1998).

Partindo-se do conceito de heterogeneidade populacional de 7. cruzi, até atingirmos, pelo conceito dicotdémico
trazido pela caracterizagdo pelo gene ribossdmico 24Sa ou de miniexon, quais serdo as cepas de eleigio para se estudar
1" cruzi2 A resposta desta questao permeard o ponto especifico de futuras investigagdes. O que pode ficar estabelecido
¢ que a atual visio de dicotomia das distintas populagdes de 7. cruzi nos indica a existéncia de duas unidades
taxondmicas distintas dentro do zzxon. Somente futuras correlagoes biomédicas e epidemiolégicas poderao dar o aval
a uma eventual separagio de 7. ¢ruzi em mais de uma espécie. Em simpdsio internacional recente (ver Anexos,
Capitulo 20) foram adotadas recomendagoes para padronizar e uniformizar a denominagao do isolado de 7 cruzi, de
modo a facilitar informagdes sobre sua origem (hospedeiro do qual foi isolado, ano de isolamento), a designagio e
numeragio dada pelo laboratério que o isolou e o grupo de 7 cruzi ao qual pertence. Assim, foi proposta a designa-
o operacional, 7" cruzi 1 e T cruzi 11, para isolados de parasitas com as caracteristicas da Tabela 3. 7. cruzi # estd
recomendado para a designacgio de qualquer isolado que ndo puder ser enquadrado completamente em I ou II, por
auséncia de uma caracterizagio completa, ou por se enquadrar em cepas aparentemente hibridas, como Zimodema
2b ou 3 (Miles et al., 1980, 1981), Zimodema B (Romanha et al., 1979), Tipo I (Andrade, 1974), Locus 1/2
(tipadas por rDNA 24Sa (Souto et al., 1996), clonadas como 39 (Tibayrenc et al., 1993), que aguardam estudos
mais aprofundados. De um modo geral o 7 cruzi 1 circula no ciclo silvestre € o 77 cruzi 11 no ciclo doméstico de
transmissao do 7. cruzi.

Tabela 3 — Nomenclatura operacional para os isolados de Zrypanosoma cruzi em dois grandes grupos proposta
em abril de 1999 (ver Anexo, Capitulo 20)

Parametro T. cruzi | T. cruzi ll
Zimodemalou2® 1 2
ZimodemaA @ A
Biodemallou lll ® 1] Il
Ribodemal, llou 11 @ 1 |
Grupo 1ou2® 1 2
Linhagem 1 ou2 ® 2 1

1. Miles et al., 1978; 2. Romanha et al., 1979; 3. Andrade, 1974;
4. Clark & Pung, 1994; 5. Tibayrenc et al.,1993; 6. Souto et al.,1996
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Tabela 4 — Exemplo de nomenclatura dos isolados de 7rypanosoma cruzi usados muito freqiientemente em

estudos de infecgao experimental

Isolado (designacdo corrente)

Designacao proposta (1999)

Y

Tulahuen
Colombiana
Sylvio —X10
Dm28c
Peru

21-SF
Esmeraldo
Berenice

MHOM/BR/00/Y (T.cruzill)
TINF/CH/00/Tulahen (T.cruzil)
MHOM/CO/00/Colombia (T-cruzil)
MHOM/BR/78/Sylvio - X10 (T.cruzil)
MDID/BR/82/Dm-28c (T.cruzil)
MHOM/PE/00/Peru (T.cruzi#)
MHOM/BR/00/12-SF (T.cruzi #)
MHOM/BR/77/Esmeraldo (T.cruzill)
MHOM/BR/62/Berenice (T.cruzi Il)

No Projeto Genoma de 7. cruzi foi escolhido o clone CL-Brener, tipado como linhagem 1, representativo do

parasita circulante no ciclo doméstico, e capaz de reproduzir em animais experimentais o comportamento biolé-

gico majoritdrio do 7. cruzi em pacientes chagdsicos. Na Tabela 5 estao sumarizados dados bdsicos sobre a cepa CL

e o clone CL-Brener, tal como descrito na referéncia do Projeto Genoma. Os experimentos comparativos entre a

cepa parental e o clone CL-Brener conduziram a resultados semelhantes, exceto quanto as curvas de parasitemia

de camundongos Balb/C com formas tripomastigotas metaciclicas, quando a parasitemia com a cepa parental

indica niveis significativamente mais altos que o clone.

Tabela 5 — Caracteristicas do clone CL Brener, adotado no Projeto Genoma

Parametro Caracteristica/Referéncia

Nome CLONE F11F5, denominado CL-BRENER em homenagem ao Dr. Zigman Brener, na reunido deabril de 1994 para
planejamento do Projeto Genoma de Trypanosoma cruzi (WHO/TDR, Rio de Janeiro, Brazil, 1994) (Zingales et al., 1997)

Deposito Formas sangtiineas criopreservadas e depositadas no criobanco do Lab. de Doenga de Chagas, C.Pq. René Rachou, Fiocruz

Cepa original

CL, isolada de Triatoma infestans coletado no Rio Grande do Sul, Encruzilhada, 1963 (Brener & Chiari,1963 a,b)

Circulagéo Ciclo doméstico natural

Clonagem O clone CL-Brener foi isolado de um camundongo cronicamente infectado com a cepa CL, em 3/07/1987, e
reclonado em 14/09/1987

Morfologia Predominio de formas largas apés duas semanas de infeccdo, com formas finas na primeira semana (Brener, 1965)

Infectividade
in vivo

Aumento gradual e constante da parasitemia na fase aguda, persisténcia de parasitemia baixa mas positiva na
fase cronica (Brener, 1965, 1977; Araujo & Chiari, 1989)

Histotropismo

Pan-infectivitdade (Lenzi et al., 1996) com parasitismo preferencial por células musculares cardiacas e esqueléticas
(Melo & Brener, 1978)

Resisténcia do
hospedeiro

Agentes imunossupressores (irradiacéo, ciclofosfamida) induzem a reagudizagdo em animais crénicos (Brener &
Chiari, 1971)

Sensibilidade a
complemento

Formas sangiiineas resistentes a lise direta, exceto quando opsonizadas por anticorpo especifico (Krettli & Brener,
1976; Schotellius, 1926; Umekita e al., 1997)

Infecgdo e ciclo
celular in vitro

Baixo nivel de invasdo em macréfagos; cinética lenta de invas@o em células musculares cardiacas e esqueléticas (Alcantara
& Brener, 1978; Meirelles et al., 1980, 1982, 1986; Bertelli & Brener, 1980, Aradjo-Jorge & De Souza, 1984)

Sensibilidade a
temperatura

Diferenciagéo intracelular de amastigotas para tripomastigotas ocorre a 33°C e € inibida a 37°C (Brener et al., 1976)

Crescimento em
meio de cultivo

Crescimento facil e rapido em meios monofésicos ou bifasicos, com diferenciagdo epimastigota-tripomastigota
ocorrendo nos dois meios, tanto para a cepa quanto para o clone (Brener & Chiari, 1965)

Sensibilidade a
quimioterapia

Muito susceptivel a drogas usadas clinicamente na doenca de Chagas (Filardi & Brener, 1987)

Perfil de ligagao
de lectinas

Sobretudo ConA e RCA (Aradjo et al., 1980)

Zimodema

B (Romanha et al., 1979; Goldberg & Silva Pereira, 1983)

Esquizodema

Determinados tanto para a cepa quanto para o clone (Morel, 1980; Morel & Simpson, 1980)

Perfil protéico
(extratos solUveis)

Eletroforese e Western blot indicaram perfil semelhante entre a cepa e o clone (Teixeira & Yoshida 1986;
Zingales et al., 1997)

Perfil de PCR

Semelhanca entre cepa e clone (Macedo et al.,, 1992; Vago et al., 1996; Brisse et al., 1998)
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Planejamento de um Experimento com
Infec¢ao In Vivo pelo Trypanosoma cruzi

Tania C. Aradjo-Jorge

Um experimento iz vivo, no qual vao ser sacrificados animais, estd sujeito aos principios éticos preconizados

pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal, Cobea (ver Anexo, Capitulo 20), precisa ser muito bem

planejado. Para isso, sugerimos que seja seguido o roteiro de questdes abaixo.

Qual o objetivo do experimento? A defini¢do clara da pergunta que o experimento visa responder, ¢ o que se quer
testar, vai definir os grupos a serem comparados. Quantos grupos experimentais serdo formados?

Qual o modelo experimental (animal e parasita) que melhor permite responder a pergunta formulada? Animal
susceptivel ou resistente? De que linhagem genética? Macho ou fémea? Recém-nato, jovem ou adulto? Agrupa-
dos por idade, peso ou ambos? Que cepa de parasita se adequa a pergunta experimental? De baixa ou alta
viruléncia? Com mortalidade na fase aguda ou crénica? Que estdgio do 7 cruzi serd utilizado para o inéculo:
epimastigota, tripomastigota metaciclico, tripomastigota sangiiineo, de cultura de células, ou amastigota? Que
inéculo serd utlizado? Por que via serd administrado? Recomendamos a leitura do Capitulo 9 como subsidio
para a escolha do modelo experimental.

Qual o niimero de animais necessdrios? Quantos animais serdo analisados por grupo? Os animais serdo estudados
individualmente durante todo o experimento ou serdo sacrificados num certo niimero por dia pés-infecgio?
Sangue ou células serao obtidos e agrupados, ou nao, em um pool Nesse caso, qual o nidmero ideal para compor
o0 pool? Em que dia serd coletado o material? Quantos animais por dia? Se forem utilizados animais isogénicos,
para andlises individuais cujos resultados serdo avaliados em médias ou medianas, recomendamos no minimo
quatro animais por ponto. Para andlises em pool, recomendamos no minimo trés animais por ponto. Para andlise
de animais ndo isogénicos, onde se espera maior variagao individual, sio necessdrios de oito a dez animais por
ponto.

H4 espago e gaiolas no biotério? Quantas gaiolas precisardo ser utilizadas? H4 espago no biotério para essas gaiolas? Por
quanto tempo estd previsto o acompanhamento desses animais e a conseqiiente ocupago do espago?

Algum tratamento experimental serd feito? Para o estudo da administragio de drogas ou de anticorpos precisam
ser feitos controles especificos referentes ao veiculo de dissolucio da droga, ou ao isotipo do anticorpo, respecti-
vamente. As datas e as vias de administragio do tratamento experimental precisam ser previamente definidas,
em fungdo de critérios objetivos como a farmacocinética do produto (velocidade de absor¢io, concentragao
ativa, velocidade de inativagao ou remogao do produto da circulagio e do érgio alvo, etc.). Todos esses detalhes
devem ser previamente conhecidos, seja por revisao bibliogrifica ou por ensaios experimentais preliminares ao
experimento propriamente dito. No caso do teste de efeito de nifurtimox, Haberkorn & Gonnert (1972)
estabeleceram que doses de 15 ou 10 mg/kg para homens adultos equivalem a doses de 180 or 120 mg/kg para
camundongos ou ratos.
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* Quais as caracteristicas detalhadas do pedido de animaist Em razio da data prevista para a infec¢ao e da idade ideal
do animal quando da infecgdo, ¢ preciso calcular a data ideal de nascimento, a data para chegada ao biotério de
experimenta¢do (pelo menos dez dias antes do inicio do experimento), e especificar no pedido a linhagem, o
numero, o sexo e a data de nascimento dos animais.

* Quais as providéncias necessdrias para a obtengio do indculo na data prevista para a infecgao? Se for ser utilizado
tripomastigota sangiiineo, hd que se prever o nimero de animais a ser sacrificados no dia do inéculo, para que
estejam no dia de pico da parasitemia. Se o indculo serd feito com tripomastigota metaciclico ou de cultura de
células, os procedimentos de cultura deverdo ser tomados com a antecedéncia correta para a obtengao dos
parasitas no niimero e no estdgio desejado.

* Qual o cddigo do experimento? Sugerimos que seja dado um cédigo global do projeto (de até quatro digitos) e
que os experimentos sejam numerados seqiiencialmente. Desse modo pode-se montar um diretério do projeto
e arquivos ou planilhas que levem o nome dos diferentes experimentos para digitagio dos dados obtidos (ver
Anexo, Capitulo 20).

Na Tabela 6 esto listadas algumas das linhagens de camundongos mais utilizadas para estudos da doenga de
Chagas experimental e suas principais caracteristicas genéticas. Na Tabela 2 sao apresentados alguns dos isolados
de 7" cruzi mais utilizados, com sua origem e padrio de linhagem, segundo tipagem dos genes de miniexon e

rRNA.

Tabela 6 — Algumas linhagens de camundongos utilizadas para estudos da doenca de Chagas experimental

Linhagem Haplotipo Complexo H-2 Outros loci genéticos
K Ab  Aa Eb Ea D Thy-1 CD5 CD8 CD45

Linhagens comuns

C57BL/6 b b b b b - b 2 2 2 2
C56BL/10 b b b b b - b 2 2 2 2
BALB/c d d d d d d d 2 2 2 2
C3H/HeJ k k k k k k k 2 1 1 2
CBA/J k k k k k k k 2 1 2 2
DBA/2 d d d d d d d 2 1 1 2
AKR/J k k k k k k k 1 2 1 2
ASW/Sn s s s s s - s 2 2 2 nd
C57BR k k k k k k k 2 2 2 2
Linhagens congénicas

BALB.B b b b b b - b 2 2 2 nd
BALB.K k k k k k k k 2 2 2 nd
B10.BR k k k k k k k 2 2 2 nd
B10.D2 d d d d d d d 2 2 2 nd
B10.Q q q q q q - q 2 2 2 nd
B10.S s s s s s - s 2 2 2 nd
C3H.SW b b b b b - b 2 1 1 nd

Adaptado de Klein (1986) e de Klein et al. (1990)
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Manuteng¢ao e Obtenc¢ao dos Diferentes
Estdgios Evolutivos em Laboratério

Helene Santos Barbosa

O Tiypanosoma cruzi é um flagelado da Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, caracterizado por
ter um tnico flagelo e uma dnica mitocondria, na qual se situa o cinetoplasto, uma organela especializada que
contém DNA. E de ficil identificagio e deve ser apenas diferenciado de Trypanosoma rangeli, um flagelado nio-
patogénico que circula em humanos nas Américas Central e do Sul, transmitido por alguns vetores que também
transmitem 7. cruzi. Para uma revisao detalhada da biologia celular do parasita, que foge ao perfil desta publica-
¢ao, referimos De Souza (1984, 1989).

Como discutido acima, 7. cruzi ndao é uma populagio homogénea mas composta de um poo/ de cepas que
circulam nos ciclos doméstico e silvestre. Essa variagao se reflete na morfologia, na viruléncia, nas curvas de parasitemia
e mortalidade e na sensibilidade a drogas. A composi¢ao antigénica jd foi bem estudada para vdrias cepas por
abordagens bioquimicas e imunoquimicas. Reagbes cruzadas e antigenos cepa-especificos jd foram detectados. Son-
das moleculares para seqiiéncias conservadas tanto do DNA do cinetoplasto como do nuclear sao usadas para a
detecgao do parasita por PCR e também vém sendo aplicadas para a tipagem de cepas.

Todo o ciclo do 7’ cruzi pode ser estudado 77 vitro, pois ¢, entre os tripanosomas patogénicos, um dos mais féceis de ser
mantido em laboratério. J4 foram descritos diversos métodos para a obtengao dos diferentes estdgios do parasita e estes
podem ser cultivados em meios artificiais acelulares nao definidos, meios acelulares definidos e em vdrios tipos celulares.
O estudo da ultra-estrutural entre as vdrias formas ou estdgios evolutivos do parasita, aponta diferengas morfoldgicas a
semelhanga das observagdes em microscopia Gptica (para revisao De Souza, 1984). A Figura 1 mostra aspectos morfol6gicos
das diferentes formas do ciclo evolutivo do 7 cruzi ao nivel de microscopia dptica e eletronica. Estas formas sao identificadas
pela posigao relativa do cinetoplasto em relagio ao nicleo.

* Epimastigotas: apresentam um longo e grande corpo, nicleo esférico, cinetoplasto (em forma de bastao) anterior
a0 nucleo, bolsa flagelar em posi¢ao anterior ao nicleo, com flagelo livre e presenga de citéstoma. Podem ser
cultivados em meio de cultura, sendo o meio LIT o mais utilizado.

* Tripomastigotas metaciclicos: apresentam corpo fino, nicleo fusiforme, flagelo ao longo de todo o corpo do parasita, cinetoplasto
(em forma esférica) na extremidade posterior do parasita, conseqiientemente posterior ao nicleo. A metaciclogénese, processo
de transformagio de formas epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas, deve-se a um estresse nutricional imposto pelas
condigdes fisico-quimicas da parte posterior do trato digestivo do inseto, e ¢ um passo crucial durante o ciclo de vida do 7. cruz.
Esse processo pode ser simulado em cultivo iz vitro do parasita a 27°C, utilizando-se tanto meio complexo como meio
quimicamente definido. A possibilidade de se obter grandes quantidades de tripomastigotas metaciclicos 7 vitro com
propriedades biolégicas similares s das formas derivadas do inseto facilita o estudo com 7 cruzi quanto a antigenos, recepto-
res de superficie estdgio-especificas, expressdo diferencial dos genes, mecanismos moleculares de regulagio morfogenética,
entre outros. Tripomastigotas derivados de metaciclogénese natural também podem ser obtidos em laboratério, a partir da
infeccao de triatomineos e da coleta da urina contaminada.
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* Amastigotas: apresentam forma arredondada, com cinetoplasto em forma de bastdo, um flagelo curto visivel

N .

apenas a microscopia eletronica e presenca de citéstoma. Podem ser obtidas quando da ruptura de células
infectadas ou da diferenciagio iz vitro em meio definido.
* Tripomastigotas: origindrios do sangue ou recém-liberados de células também podem ser obtidos em laboratério.

Figura 1 — Aspectos morfol6gicos das diferentes formas evolutivas do 7rypanosoma cruzi ao nivel de microscopia 6ptica (A, C, E) e
eletronica (B, D, F). A: epimastigotas (setas) cultivadas em meio LIT apresentam forma alongada com cinetoplasto anterior ao nticleo.
Algumas formas tripomastigotas podem ser vistas (*) tendo como cardter diferencial a presenga de um cinetoplasto terminal ou
subterminal, com nuicleo alongado. B: epimastigotas apresentando nicleo (N), cinetoplasto (C) em forma de barra contido na matriz
de uma mitocondria (*), microttibulos subpeliculares (setas), flagelo emergindo da bolsa flagelar, associado com o corpo basal (cabega de
seta). C: amastigotas, obtidas de cultura de células da linhagem ]774G8 apresentam forma arredondada ou ovéides (setas) com
cinetoplasto préximo ao nicleo. D: amastigotas apresentam forma arredondada ou oval com cinetoplasto em forma de barra e flagelo
curto (ndo mostrado). E: tripomastigotas isoladas do sangue de camundongo infectado. Os parasitas tém a forma de C ou U, com
extremidade afilada, o cinetoplasto grande e redondo com posigao terminal ou subterminal, nicleo alongado e flagelo que corre ao
longo do corpo do parasita sendo livre na extremidade. F: tripomastigotas apresentando cinetoplasto esférico (C) em forma de cesta com
estrutura especial semelhante a cristas ordenadas horizontalmente dentro de uma mitocondria, bolsa flagelar (BF) de onde emerge o
flagelo (F) aderido ao corpo do parasita.
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Todas as formas tripomastigotas, bem como as amastigotas, provenientes de diversas origens, mantém sua
capacidade de invasio em culturas de células de mamiferos, o que pode ser facilmente reproduzido in vitro em
laboratério, tanto para fins de obtengdo de parasitas e seus produtos metabélicos, como para fins de experimen-
tagdo da interagdo parasito-célula. A penetragio do 7. cruzi pode levar de 5 minutos até 48 horas, a depender da
origem do tripomastigota, da cepa do parasita e do tipo e da espécie da célula hospedeira. Durante a penetragao
hd a formag¢ao de um vactolo em torno do parasita, cuja membrana ¢ lisada em até 20 horas. Livres no citoplasma
da célula hospedeira, os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas, iniciando-se a fase de divisao celular, em
ciclos reprodutivos consecutivos, até tomar todo o espago disponivel na célula, quando provavelmente, também
por estresse nutricional, ¢ induzida nova diferenciagio para formas tripomastigotas que sao liberadas quando a
célula hospedeira ¢ por fim lisada pelos parasitas.

Descreveremos a seguir os protocolos utilizados para a obten¢do dos diversos estdgios evolutivos do 7. cruzi.

Cultivo de epimastigotas em meio LIT

Meio LIT (liver infusion tryptose)*

NaHPO,.7H,0 1169
NaCl 4 g
KCl 049
Glicose 229
Triptose 549
Caldo de infuso de figado 509
Extrato de levedura 15 g
Hemina 25 mg/20 ml Tris Base 0,1 N
Soro fetal bovino 100 ml
Penicilina 200.000 U
Estreptomicina/gentamicina 50 mg
H,O asp 1.000 ml
*Camargo (1964)

* dissolver as substancias, sob agitagdo, em aproximadamente 850 ml de H,O destilada. Ajustar o pH para 7,2-
7,5 com HCI. Adicionar o soro fetal bovino, completar o volume para 1.000 ml e inativar todo o meio a 68°C
por 60 minutos. Filtrar sucessivamente, com membranas de 1,2 mm, 0,45 mm e 0,2 mm (ndo estéreis) e filtrar
estéril com membrana de 0,2 mm;

* 0 meio deve ser distribuido em garrafas estéreis e mantido a 4°C (caso seja usado dentro de duas semanas) ou
congelados a -20°C por vdrios meses. Para controle da esterilidade do meio, recolher duas aliquotas em tubos
com roscas, deixando um a temperatura ambiente e outro na geladeira.

Inéculo e manuteng¢ao do parasita
Material

* estufa com controle de temperatura na faixa de 26-28°C
* erlenmeyer de 250 ml

Inoculagao e crescimento

* 0 indculo inicial em meio LIT deve ser de 7,5 x 10° parasitas/ml em erlenmeyer com 50 ml de meio. As
culturas de 77 cruzi sio mantidas de 26-28°C. Atengao especial deve ser dada 4 aeragio da superficie/volume de
meio. Sob estas circunstincias nao ¢ necessdria a agitagao durante o cultivo;
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* durante os primeiros quatro dias de cultivo ocorre a fase de multiplicagio ou crescimento celular, emergindo
entdo para a fase estaciondria, quando a populagao alcanga 15 x 10° parasitas/ml. Durante a fase logaritmica de
multiplicagdo hd predominincia macica de formas epimastigotas, sendo muito rara a presenga de formas
metaciclicas. O nimero de formas metaciclicas eventualmente introduzidas com o inéculo inicial permanece
constante;

quando a cultura atinge sua fase final de crescimento exponencial, em torno de 72-96 horas, o ndmero de
tripomastigotas metaciclicos aumenta alcangando seu nivel mais alto, com 3-4 x 107 parasitas/ml;

se as culturas forem mantidas permanentemente em fase logaritmica de crescimento pelo subcultivo didrio, o
pico de formas metaciclicas no ocorre e sua quantidade ¢ insignificante. Se, por outro lado, os epimastigotas
forem transferidos para um meio de cultura fresco no final da fase exponencial, mas antes de ocorrer evolugio
para formas metaciclicas, um pequeno ndmero de metaciclicos pode ser encontrado no meio. Apés a segunda
passagem nestas condi¢oes, a propor¢io de metaciclicos decai;

epimastigotas na fase logaritmica de crescimento ou no inicio do plateau podem ser usadas como indéculo para
cultivar novas culturas.

Obtencao de tripomastigotas sangiiineos

Utilizam-se camundongos infectados e no dia em que a parasitemia ¢ mdxima para a cepa de 7 cruzi em
estudo, faz-se o sacrificio dos animais, sangtia por pungao cardfaca e separacio dos tripomastigotas por centrifugagao
diferencial. Para se saber o dia em que os animais devem ser sacrificados ¢ necessdrio o acompanhamento da
parasitemia, feito através da sangria dos animais pela cauda (ver Capitulo 13). Uma vez estabelecidos os inéculos
e o modelo experimental, a cinética de parasitemia é extremamente reprodutivel, permitindo o conhecimento
prévio do dia em que a parasitemia alcanga seu pico. Para camundongos Swiss infectados com 10° tripomastigotas
sangiifneos da cepa Y ¢ no sétimo dia pds-infecgdo. Para cada par de linhagens de camundongo e de parasita esse
dia precisa ser pré-estabelecido. O procedimento para inoculagio e pungio cardiaca dos animais no pico da
parasitemia estd no Capitulo 13. Descreveremos entdo o procedimento para separa¢io e purificagao dos
tripomastigotas sangiifneos apds a obten¢ao do sangue infectado.

.s 7

Separacao de tripomastigotas sangiiineos por centrifugacao diferencial
Material

® camara anestésica com éter

* placa de cortica e agulhas

citrato de sédio a 3.8%

* meio DME com 10% de soro fetal bovino
seringas de 1 ml

* algodio ou gaze
alcool a 70%

isopor com gelo

centrifuga clinica (de preferéncia refrigerada)
* banho-maria

microscépio ptico

cimara de Neubauer
* pipeta Pasteur

micropipeta para 5-10 pl
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Método

* anestesiar os camundongos em cimara de éter e fixd-los com alfinetes em uma placa de cortiga;

® retirar, por pungio cardfaca, com auxilio de uma seringa, o sangue com citrato de sédio a 3,8% (cerca de 0,4
ml)/camundongo; colocar o sangue infectado em tubos com rosca, conservando-os em gelo (4°C) durante a
sangria; manter a seringa e a agulha com residuos de sangue protegidos por algodao ou gaze embebidos em
dlcool a 70% no intervalo entre uma sangria e outra. Os animais deverdo ser imediatamente armazenados em
um saco pldstico para posterior descarte, segundo as normas descritas no Capitulo 8;

* apds a sangria de todos os animais, centrifugar a 1.200 rpm de 10-15 min e deixar em repouso na estufa a 37°C,
por 15 min;

® retirar o sobrenadante e centrifugar a 3.500 rpm por 10-15 min;

* desprezar o sobrenadante e acrescentar cerca de 6 ml de meio DME contendo 10% de soro fetal bovino;

* colocar em banho-Maria a 37°C, para induzir a formagio de grumo de plaquetas;

® retirar o grumo e centrifugar a 3.500 rpm de 10-15 min;
Obs: se nao houver formagio de grumo, centrifugar & baixa rotaggo (2.000 rpm/10 min).

* desprezar o sobrenadante e ressuspender o sedimento contendo os parasitas em 1 ou 2 ml de meio DME, fazer
diluicao de 1/100 e contar em cAmara de Neubauer.
Obs: todo o material com sangue infectado deverd ser desprezado em um recipiente contendo solu¢io desinfetante e nesta solugio

permanecer no minimo por 24 h, para posterior lavagem.

Metaciclogénese in vitro

Composigio e preparo dos meios TAU e TAU-3AAG

Meio TAU* m M g/l de meio
NaCl 190 11,10
KCl 17 1,26
MgCI2 2 0,407
CaCl, 2 0,294
Tampao fosfato pH 6,0 8 0,294
NaHCO, 0,6 0,005

*Contreras et al. (1985)

Para preparo do meio TAU3AAG, acrescentar

mM g/l de meio
Glicose 10 1,80
I-Prolina 10 1,17
Glutamato de sédio 50 8,45
Aspartato de sodio 2 0,31

Método

* manter epimastigotas em meio LIT com passagens semanais;

* ressuspender parasitas provenientes de meio LIT apds seis a oito dias de cultivo, (percentual de tripomastigotas
inferior a 5%) numa concentragdo de 5 x 10® parasitas/ml em um volume total de 10 ml de meio TAU;

* incubar por 2 h a 28°C;

* proceder a contagem dos parasitas (em meio TAU) para o inéculo em meio TAU3AAG, cuja concentragao nao
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deverd ultrapassar 3-5 x 10° parasitas/ml;
* incubar os parasitas em 10 ml de TAU3SAAG em garrafas de cultura (25 cm?); homogeneizar e deitd-las
rapidamente;

manter as garrafas sem agitagio por trés a quatro dias a 28°C, observando diariamente as garrafas em microscé-
pio invertido;

no quarto dia de incubagio os parasitas sao coletados virando-se a garrafa lentamente e evitando a contaminagio
com os epimastigotas presentes na nata que se forma principalmente na superficie do meio. Invertendo-se a
garrafa, a nata, por tensao superficial, fica retida na parte inferior da mesma. Os tripomastigotas sao recolhidos,
centrifugados a 10.000 rpm a 5°C por 15 min e o sedimento contendo os parasitas ¢ ressuspenso em 1 ml de
meio de cultura (Contreras et al., 1985).

Avaliagao da eficiéncia da metaciclogénese

apds 6 horas em meio TAU3AAG, uma drdstica redu¢ao no ndmero de parasitas pode ser observada em
decorréncia da adesao dos epimastigotas ao fundo (substrato) da garrafa. Apés 24 horas (sem agitagao) a cultura
j& apresenta trés fases distintas: na parte inferior encontram-se vdrias formas epimastigotas aderidas ao substrato,
a meia altura alguns tripomastigotas metaciclicos e na parte superior encontra-se uma nata onde vdrios
epimastigotas estdo fixados formando rosetas ou mesmo isolados. A percentagem de tripomastigotas vai au-
mentando a meia altura do meio até o quarto dia, proveniente da transformacio de epimastigotas em
tripomastigotas que resulta na sua liberagao do substrato. Como nem todos os epimastigotas irdo se aderir ao

substrato, haverd sempre um percentual de epimastigotas ao final do ensaio;

no quarto dia de incubagio, a percentagem de formas tripomastigotas deverd estar na faixa de 80%. Alguns
fatores podem interferir na metaciclogénese: (a) a idade das culturas em meio LIT; (b) o percentual de formas
tripomastigotas e esferomastigotas em meio LIT (deverd ser inferior a 5%); (c) o indculo de parasitas em meio
TAU3AAG (concentragio médxima de 5 x 10°/ml); (d) a altura do meio nas garrafas durante a metaciclogénese
(nao deve ultrapassar 10mm); (e) auséncia de agitacao das garrafas (¢ importante permitir a adesao dos
epimastigotas a superficie do frasco, a semelhanca do que ocorre no intestino do barbeiro, para que ocorra a
metaciclogénese).

Obtengao de tripomastigotas e amastigotas a
partir de cultura de células

10.4.4.1 Preparo de meios

Meio DMEM’

Meio liofilizado 10,159
Nitrato férrico 0,0001 %
Estreptomicina 100 U/ml
Penicilina 100 mg/ml
Soro fetal bovino 10 mL
H,ODDDgsp1L

"Dulbecco’s modified Eagle’s medium

Preparo do meio

* trabalhar com 90% do volume de dgua destilada, que corresponde ao volume final do meio. Usar agitador
magnético durante a mistura dos componentes;

* adicionar o conteddo do frasco a dgua destilada, misturando na temperatura de 15 a 30°C;

* completar o volume com dgua destilada e adicionar aos poucos NaHCO, (em pé), ajustando o pH do meio,
para 0,2-0,3 abaixo do valor final desejado (7,2). Ap6s ajuste do pH, manter o recipiente fechado até a filtragem
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do meio;
e adicionar o nitrato férrico, os antibiéticos e o soro fetal bovino;
* filtrar 0 meio com membrana de 0,2 mm de poro;
* distribuir em garrafas, podendo o meio estéril ser congelado;

Obs: o pH geralmente aumenta 0,1-0,3 ap6s a filtracao.

Meio 199

Meio liofilizado 10,159
Estreptomicina 100 U/ml
Penicilina 100 mg/ml
Soro fetal bovino 10ml
H,ODDDqgsp 1l

Preparo do meio

* mesmo procedimento utilizado para o meio DMEM.

10.4.4.2 Linhagens celulares

® para obtencio de formas tripomastigotas serd descrito o procedimento utilizado para células L-A9, uma linha-
gem celular de fibroblastos transformados;

* para obten¢do de formas amastigotas serd descrito o procedimento utilizado para células J774G8, uma linhagem
celular semelhante a macréfago derivada de um célula reticular de sarcoma de camundongos Balb/C.

Manutengao de linhagens

* as células sio cultivadas em frascos de vidro ou de pléstico de 250 ml (inéculo 5x10¢ células por garrafa) a 37°C
em meio DMEM ou 199 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) a pH 7,2, sendo este trocado a
cada dois dias;

® ap6s seu  crescimento, as células da linhagem L-A9 devem ser tripsinizadas por incubagdo por 1-3 min/37°C
com solu¢io contendo 0,1% tripsina, 0,02% verseno e PBS na razdo 1:1:3. Esta incubagdo ¢ interrompida pela
adi¢do de DMEM+5% SFB mantendo-se o tubo em banho de gelo. As células sdo entdo centrifugadas (1.000
g/5 min) e o sedimento ressuspenso em novo meio. Apds contagem desta suspensao as células sao plaqueadas;

* durante o crescimento da linhagem ]774G8, algumas das células se destacam da superficie da garrafa. Essas
células na fase liquida da cultura sdo usadas para iniciar as subculturas e como fonte para culturas novas.

10.4.4.3 Obtencao de tripomastigotas

Infecgao das células L-A9 para obtencdo de tripomastigotas (Carvalho & De Souza, 1983)

* a infecgdo ¢ feita com tripomastigotas sangiiineas (ver item 13.3.2) ressuspensos em solu¢ao salina ou meio de
cultura em razio parasita/célula hospedeira entre 3-5;

® 0s parasitas que nao entram nas células hospedeiras nas primeiras 24 h de interagio (37°C), sao removidos por
troca de meio;

* a depender da cepa de parasita utilizada, deverd previamente ser realizado um estudo cinético no periodo de
dois a doze dias, para acompanhamento do ciclo do parasita, visando determinar o dia de liberagado mdxima de
tripomastigotas no sobrenadante. Este monitoramento deve ser feito, diariamente, por plaqueamento das célu-
las, fixando-se as laminulas em solucio de Bouin e corando com solucao de Giemsa

¢ utilizando-se a cepa Y, o isolamento de tripomastigotas ¢ feito a partir da coleta do sobrenadante de células LA-
9 apos seis a sete dias de infecgio;

* 0 sobrenadante ¢ centrifugado a 500 g por 10 min e deixado a 37°C por 30 min; o sedimento que contém
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células hospedeiras é desprezado. O sobrenandante ¢, a seguir, centrifugado a 1.000g por 10 min, para obten-
¢ao dos parasitas que devem ser ressuspensos em meio de cultura, e sua concentragao ajustada para 1,5 x 108
células/ml;

* para manutengao da produgao de tripomastigotas em cultura de células, os repiques sao realizados com parasi-
tas provenientes das préprias culturas.

Purificacao de tripomastigotas com gradiente de metrizamida

* 0 sedimento final contendo parasitas e células hospedeiras ¢ ressuspenso em 2 ml de meio 199 e colocado no
topo do gradiente de metrizamida (0,01M tampao fosfato, pH 7,2 com 2% SFB) preparado em duas concen-
tragoes: 10 e 15%;

* 0 material ¢ centrifugado a 1.000 g por 20 min em um rotor horizontal;

* os tripomastigotas puros sio encontrados na interface de 10 e 15% do gradiente de metrizamida.

Avaliacao de rendimento

* a linhagem LA-9 libera grande quantidade de tripomastigotas no sobrenadante apds seis a sete dias de cultivo.
Poucos amastigotas sdo vistos no sobrenadante dessas culturas. Com a utilizagao dessas células é possivel se
obter cerca de 6.5 x 107 parasitas por garrafa (250 ml). A purificagio de amastigotas com metrizamida nao
interfere com a infectividade desses parasitas.

10.4.4.4 Obtencao de amastigotas

Infecgao das células J774G8 para obtengio de amastigotas (Carvalho & De Souza, 1983)

* a infecgdo ¢ feita com tripomastigotas sangiifneas (ver item 13.3.2) ressuspensos em solugio salina ou meio de
cultura na razio parasita/célula hospedeira entre 3-5;

® para o isolamento de amastigotas, o sobrenadante de células ]774G8 estd, seis a oito dias apds a infecgdo, com
formas tripomastigotas sangiiineas ou provenientes de cultura de células. O sobrenadante nesta fase contém
aproximadamente >70% de amastigotas;

* procede-se a centrifugacio do sobrenadante a 1.000 g por 5 min e ressuspende-se em meio 199 para a concen-
tragao de 1,5 x 10® parasitas/ml.

Purificagao de amastigotas com gradiente de metrizamida

* 0 sedimento final contendo parasitas e células hospedeiras ¢ purificado resusspendendo-se este em 2 ml de meio
199; ¢ colocado no topo do gradiente de metrizamida (0,01M tampao fosfato, pH 7,2 com 2% SFB) prepara-
do em trés concentracoes: 15, 17 e 21%j;

* 0 material ¢ centrifugado a 1.000 g por 20 min em uma centrifuga clinica com rotor horizontal. Os amastigotas
puros, apds a centrifugagio, sao encontrados na interface de 15 e 17% do gradiente de metrizamida.

Avaliacao de rendimento

* cdlulas J774G8 infectadas com tripomastigotas sangiiineos da cepa Y apresentam tendéncia de se romperem
antes de comegar a diferenciagio de amastigotas para tripomastigotas. Apds seis a sete dias de cultivo, grande
quantidade de amastigotas ¢ liberada no meio de cultura. Em algumas células o ciclo intracelular é completado
e formas tripomastigotas sao liberadas no meio. As células hospedeiras que permanecem intactas contém muitos
parasitas intracelulares com formas em divisao, que podem ser liberadas pela passagem em seringas com agulha.
Esse método permite a obten¢do de 2 x 107 parasitas/ml de meio de cultura. A purificagao de amastigotas com
metrizamida nZo interfere com a infectividade desses parasitas.
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Cuidados Especiais com Animais no
Biotério de Experimentac¢ao

Tania C. Aratjo-Jorge, Maria Teresa Rivera, Celia V. P. Cardoso & Sebastiao E. R. Couto

A Etica na Experimentag¢ao Animal

O animal nio ¢ um tubo de ensaio. E um ser vivo que sente e sofre. Precisa, acima de tudo, ser tratado com
respeito quando vai dar a vida e a sadde para fins de experimentagio cientifica. E apenas o estritamente necessdrio
deve ser feito com os animais.

Esses principios gerais nem sempre sio seguidos e por isso, no Brasil e internacionalmente, existe um movi-
mento crescente pela ética na experimentagao animal, que procura definir uma legislacio para normatizar e
regular esse uso, bem como criar comités de ética apropriados para o acompanhamento, supervisio e controle do
cumprimento dessas regras (ver legislacio no Capitulo 20, Anexos).

O bem-estar dos animais de laboratdrio é essencial, tanto para os préprios animais quanto para a
validade das pesquisas, j4 que animais cujos estados fisioldgicos e psicolégicos sao desconhecidos, ou subme-
tidos a estresse, tornam os resultados das pesquisas nao confidveis e as aplicagoes médicas deficientes. E qual
¢ o primeiro passo para conseguirmos proporcionar este ambiente de bem-estar aos animais de experimen-
tacio? E, sem duvida, a educacio.

A falta de conhecimento, muito mais que a crueldade deliberada, ¢ a principal causa do sofrimento
animal. O conhecimento da biologia, fisiologia, hdbitos e necessidades da espécie que estivermos criando e/
ou experimentando faz com que saibamos como tratd-los e que tenhamos uma atitude de respeito e consi-
deragdo para com os animais. Assim conseguimos evitar a apreensao e¢ o medo proveniente de um mau
manejo.

Devemos refletir sempre que estamos trabalhando com seres sensiveis. A rotina nao deve nos fazer
perder a sensibilidade. Pressupde-se que qualquer pessoa que trabalhe com esses animais (desde o encarre-
gado da higieniza¢ao até o mais prestigiado pesquisador) tenha treinamento adequado.

Essa postura inicial norteia nossa perspectiva no uso de camundongos, que sio o modelo mais
comumente eleito para fins de infec¢ao experimental com 7rypanosoma cruzi. No Anexo (Capitulo 20)
incluimos os “Principios Eticos na Experimentagio Animal”, elaborados pelo Colégio Brasileiro de Expe-
rimentagio Animal (Cobea), bem como versio do Anteprojeto de Lei que dispde sobre a criagio e o uso
de animais para atividades de ensino e pesquisa e que estd tramitando no Congresso Nacional. Cada vez
mais as revistas especializadas exigem dos autores o compromisso moral e formal com essas normas éticas.
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O Biotério de Experimentacgao

11.2.1 O ambiente

O animal de laboratério deve ser encarado para o experimento como um reagente bioldgico. Isso significa
que tudo o que o circunda pode exercer influéncias diretas ou indiretas em suas caracteristicas. A manutengio de
condi¢bes ambientais estdveis estd diretamente ligada a reprodutibilidade dos resultados obtidos no experimento.

O local de acondicionamento dos camundongos, classificados com padrao sanitdrio convencional, durante a
experimentagdo deve ser isolado (sala ou biotério de experimentagio). Nele devem ser mantidas constantes a
temperatura (18 a 22°C) e a umidade (45 a 55%). So precisos, no minimo, dois aparelhos de ar refrigerado, para
serem ligados alternadamente dia e noite, sempre com o sistema de exaustao ligado para permitir troca de ar com
o exterior. A ventilagio (10 a 15 vezes/hora) deve ser adequada para a renovagio regular do ar, trocas de calor e de
produtos da respiragio dos animais, remog¢ao de poluentes, dilui¢ao de odores (principalmente a amonia) e
dispersao das particulas bacterianas. Se possivel o ar deve penetrar e sair por filtros, para que seja limpo, sem
impurezas, poeiras e contaminantes.

Deve haver um ciclo regular de luz (claro/escuro), de preferéncia controlado por timer automdtico para 12/12
horas. Os camundongos t¢m hdbitos noturnos (alimenta¢do, acasalamento) e ficam em estado de sono, letargia e
pouca atividade nos perfodos de luz. Janelas ou vidragas devem ser evitadas na sala de experimentagao porque
dificultam o controle de claro/escuro e apresentam um espectro mais vermelho e menos violeta que eleva a carga
térmica do ambiente.

Todos os tipos de estresse devem ser evitados. O ambiente deve ser calmo, sem barulho — principal causa de
estresse dos animais. O maior perigo é representado pelos grandes ruidos, estampidos, ou barulhos cadenciados
(ex.: martelar de pregos, ruido de centrifugas, impressoras, etc.). O ouvido humano nio ¢ um bom indicador para
as condigoes de ruido dos animais, pois suas faixas de sensibilidade sao muito diferentes. Sons agudos ou estriden-
tes, de alta freqiiéncia, podem ser irritantes para os animais mas nao para o experimentador. J4 ruidos graves ou de
baixa freqiiéncia podem passar desapercebidos para os animais. As atividades de rotina da sala devem ser conduzidas
com o minimo de ruido possivel. Outro fator importante de estresse ¢ a manipulacio dos animais por pessoas
diferentes a cada dia, pois eles reconhecem e se acostumam com os individuos que se ocupam dos procedimentos
de troca e manipulacio regular. Além disso, quem lida com os animais de experimentacio deve fazé-lo com
cuidado e respeito. As pessoas tém odores préprios, que se somam aos odores de perfumes e desodorantes, que s3o
reconhecidos pelos animais. Por isso, recomenda-se que toda manipula¢ao com os animais seja feita sempre com
o operador devidamente paramentado com guarda-pd, luvas, mdscara e gorro para promover a sua protego e
seguranga, além de diminuir o estresse dos animais com odores diversos.

O biotério de experimentagio deve ter salas separadas por espécie hospedeira (camundongos, ratos, hamsters,
etc.) e por agente patogénico (7. cruzi, Leishmania, Toxoplasma, etc.).

11.2.2 A construgao fisica

O biotério de experimentagao deverd ser projetado em um ambiente mais isolado, dotado de barreiras
sanitdrias, impedindo a contamina¢do para os laboratérios, ou para o exterior.
Devem existir outras barreiras seguras na sala, para evitar a fuga de animais, auséncia de ralos, piso,
teto e paredes integras e protetores nas frestas das portas, que sé devem abrir no sentido da 4rea nio
contaminada para a contaminada (ver Capitulo 8).
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11.2.3 Higienizagao

* a cada novo experimento toda a sala de experimentagio deve ser esterilizada com vapores de formol, pelo menos
por 48 horas, com o ambiente todo vedado ou limpo com solugdo desinfetante;

* pelo menos a cada quinze dias toda a sala (piso, paredes e estantes) deve ser limpa com solugdo desinfetante a
base de amonia quaterndria ou iodo (de acordo com a recomendagio do fabricante, considerando-se ainda o
agente patogénico).

11.2.4 Cuidados especiais

* deve haver uma sinalizagio da sala, ou demarcacio da drea de trabalho com 7. cruzi, com aviso de ACESSO
RESTRITO (ver Capitulo 8);

* 0 equipamento de protegio (cujo uso ¢ obrigatdrio) deve estar acessivel a quem for trabalhar com os animais (ver
Capitulo 8);

* na parte anterior a porta de entrada da sala deve haver capacho para limpeza de sapatos;

* deve-se entrar no biotério sempre paramentado, inclusive usando calgados préprios ou sapatilhas descartdveis,
para nio introduzir no ambiente dos animais em experimentagao microorganismos que circulam no laboratério
e na rua;

* todos os materiais de trabalho devem estar bem guardados para evitar que acumulem poeira.

Solicitagao e Acondicionament