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RESUMO

Com a finalidade de compreender melhor a gé€nese das lesdes na miocardiopatia
chagdsica cronica humana, cdes da raca Beagle foram infectados com cepas do Trypanosoma
cruzi que apresentam diferentes graus de viruléncia e patogenicidade. Foram analisadas
caracteristicas bioldgicas inerentes as cepas do parasito (polimorfismo de formas
tripomastigotas, infectividade in vitro, curva de parasitemia) e aspectos da resposta imune do
hospedeiro (cinética de producdo de imunoglobulinas IgA, IgM, IgG, IgG1 e IgG2; producio
de anticorpos liticos; proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico/CMSP;
dosagem de citocinas in sifu no linfonodo cervical e no atrio direito), tais aspectos foram
correlacionados com as alteragOes cardiacas (cardiomegalia, inflamacéo e fibrose presentes no
miocérdio) durante as fases aguda (eutandsia: 30 dias apds a infec¢c@o) e cronica (dois anos
apés a infec¢do). As cepas Y e ABC do T. cruzi que apresentaram alta infectividade in vitro,
quando foram inoculados em caes, produziram niveis de parasitemia mais elevados que
aqueles observados com a cepa Berenice-78. Todos os animais infectados mostraram o
mesmo perfil de resposta proliferativa CMSP. Nao houve diferenga nos niveis de anticorpos
dos isotipos IgA, IgM e de anticorpos liticos nos animais infectados com as trés cepas do T.
cruzi. Entretanto, os anticorpos IgA juntamente com IgM podem ser utilizados como
marcadores de fase aguda da infeccdo. Os niveis de anticorpos detectados na sorologia
convencional (SC) e na citometria de fluxo (CF) (IgG total e 1gG2) foram similares e
detectados a partir de 15 dias da inoculag@o na maioria dos animais infectados. Por outro lado,
altos niveis de IgG1 foram detectados na SC e na CF nos soros dos animais infectados com a
cepa Berenice-78, enquanto foram ausentes ou detectados em niveis baixos naqueles
infectados com as cepas Y e ABC, e negativos nos animais ndo infectados. Durante a fase
aguda, todos os animais infectados apresentaram linfadenopatia e esplenomegalia e somente
50% (cepas Y e ABC) e 25% (Berenice-78) dos animais infectados apresentaram discreta
cardiomegalia. Também foi observada severa miocardite em todos os animais infectados. Na
fase cronica, somente 50% e 25% dos animais infectados com as cepas Berenice-78 e ABC,
respectivamente, apresentaram linfadenopatia. No entanto, todos animais permaneceram com
esplenomegalia, porém menos intensa que na fase aguda. A cardiomegalia, a inflamagdo e a
fibrose foram observadas em 100%, 50% e 100% dos animais infectados com as cepas Y,
Berenice-78 e ABC, respectivamente. A producdo de IFN-y, TNF e IL-10 in situ (linfonodo
cervical e atrio direito) durante a fase aguda foi similar em todos os animais infectados.
Entretanto, durante a fase cronica os niveis de producdo destas citocinas foram semelhantes
nos linfonodos dos animais infectados enquanto na musculatura cardiaca somente aqueles

infectados com a cepa Berenice-78 produziram IL-10. Esses dados sugerem que a alta
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producdo de IgG1 e IL-10 in situ (resposta anti-inflamatéria) durante esta fase podem estar
correlacionadas com a forma indeterminada da doenga, enquanto a baixa producdo de IgG1 e

IL-10 estariam associadas a forma cardiaca da doenca.
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ABSTRACT

For the better understanding of the lesions genesis in the human chronic chagasic
myocardiophaty, Beagle dogs were infected with Trypanosoma cruzi strains that showed
different virulence and pathogenicity. Biological characteristics of the parasite strains were
analyzed (trypomastigote polimorphism, in vitro infectivity, parasitemia curve) and host
immune response (kinetics production of IgA, IgM, IgG, IgG1 and IgG2; lytic antibodies;
proliferation of peripheral blood mononuclear cells/PBMC; in situ cytokine quantification in
the cervical limph node and right atrium) correlating with the heart alterations (cardiomegaly,
inflammation and fibrosis) during the acute (euthanasia: 30 days after the infection) and
chronic phases (two years after the infection). The Y and ABC T. cruzi strains, that presented
high in vitro infectivity, were inoculated in dogs and caused higher parasitemia levels than
Berenice-78 strain. The same profile of PBMC proliferation was observed in all infected
animals, however, the Y infected animals showed higher levels of proliferation than Berenice-
78 infected animals. There were no differences in lytic antibodies, IgA and IgM levels in the
animals infected with three 7. cruzi strains. However, IgA in association IgM might be used
as marker of acute phase of the disease. The conventional serology antibodies (CSA) levels
and live anti-trypomastigote antibodies (LATA) (total IgG and IgG2) were similar and
detected up to 15 days after the start of the infection in most animals. On the other hand, high
IgG1 levels were detected in CSA and LATA in Berenice-78 infected animals, while they
were absent or detected in low levels in infected animals Y and ABC strains, and not detected
in uninfected animals. In the acute phase all infected animals showed linphadenopathy and
splenomegaly and only 50% (Y and ABC strains) and 25% (Berenice-78) of the infected
animals showed discrete cardiomegaly. The histopathologic analysis showed a severe
myocarditis in all infected animals during the acute phase. In the chronic phase, only 50% and
25% of the Berenice-78 and ABC infected animals showed lymphadenopaty, respectively,
and all animals showed splenomegaly less intense than in the acute phase. During the chronic
phase cardiomegaly, inflammation and fibrosis were also observed in 100%, 50% and 100%
of the Y, Berenice-78 and ABC infected animals, respectively. IFN-y, TNF and IL-10 in situ
production (limph node cervical and right atrium) during the acute phase was similar in all
infected animals. However, the production of these cytokines during the chronic phase were
similar in the lymph nodes of the infected animals while cardiac area only Berenice-78
infected animals produced IL-10. The data indicated that high levels of IgG1 and IL-10 high
in situ production (anti-inflammatory response) during the chronic phase of the infection
could be correlated with the indeterminate form of the disease, while the low IgG1 and IL-10

production would be associated to cardiac form of the disease.
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1.1 O Trypanosoma cruzi e a doen¢a de Chagas

A infec¢do pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas
(Chagas, 1909) normalmente resulta em uma longa associa¢do parasito-hospedeiro e pode
gerar principalmente, inflama¢do na musculatura cardiaca, dilatagdo do es6fago ou cdlon e
anormalidades no sistema nervoso central (Moncayo, 1999; Tafuri, 1970 e 1987). Na década
passada, a implantacio de medidas de controle vetorial em muitas dreas endémicas
determinou uma reducio na transmissdo vetorial, pelo Triatoma infestans, o que proporcionou
decréscimo substancial na incidéncia da doeng¢a de Chagas na América Latina (Moncayo,
2003; WHO, 2002). Entretanto, 13 milhdes de individuos nas Américas Central e do Sul
ainda encontram-se infectados por esse pararasito (WHO, 2005).

A fase aguda da doenca de Chagas é assintomdtica na maioria dos casos, entretanto,
pode manifestar-se com febre e sinais de doenga aguda apresentando edema subcutineo,
enfartamento ganglionar, hepatoesplenomegalia, miocardite aguda acompanhada de
cardiomegalia (Salgado et al., 1962; Salgado, 1980; Rassi, 1979; Rassi Jr. et al., 2000).

Na fase cronica, os pacientes podem apresentar diferentes manifestacdes clinicas,
dependentes tanto de fatores inerentes ao parasito quanto ao hospedeiro vertebrado. Os fatores
relevantes inerentes ao parasito sdo: a variabilidade entre as cepas, a viruléncia, a
antigenicidade, o tropismo e o tamanho do in6culo. Em relacdo ao hospedeiro vertebrado,
fatores como idade, sexo e o perfil da resposta imune parecem modular diferencas nas
manifestacdes clinicas (Dias, 2000). Nesta fase, a maior parte dos pacientes chagasicos
permanece assintomdtica por um longo periodo, o que caracteriza a forma indeterminada da
doenca.

A cardiopatia chagdsica cronica ¢ a maior causa de morbidade da doenca de Chagas
manifestando-se em cerca de 30 a 40% dos pacientes na faixa etdria entre 20-50 anos. Estes
podem apresentar progndstico e evolucdo varidveis, desde pequenas alteracoes
eletrocardiograficas até a insuficiéncia cardiaca ou progredindo para uma eventual morte
subita (Coura et al., 1983; Dias, 1992). Ainda pode ser observado aumento global da drea
cardiaca, tendo como fatores a destruicdo direta do tecido muscular cardiaco devido ao
parasitismo pelo 7. cruzi, fibrose e auto-imunidade. Aproximadamente 10% dos pacientes
desenvolvem a forma digestiva, apresentando dilatagdes e alteragdes funcionais
principalmente no esdfago e no codlon, devido a lesdes no sistema nervoso auténomo
intramural, parasitismo tecidual e acdo do sistema imune (Tafuri, 1970; Tafuri, 1987; Dias,

1992).
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1.2 Infectividade in vitro e polimorfismo de formas tripomastigotas sanguineas

Caracteristicas bioldgicas como a infectividade in vitro e o polimorfismo das formas
tripomastigotas sanguineas do 7. cruzi parecem influenciar o aparecimento de alteracdes
anatomopatoldgicas cardiacas nos hospedeiros. A presenca de formas tripomastigotas
sanguineas finas e largas foi descrita por Chagas (1909) e confirmada por outros autores
posteriormente (Brener & Chiari, 1963; Brener ef al., 1976; Marques de Aradjo & Chiari,
1988). Cepas que apresentaram predominio de formas delgadas produziram parasitemias mais
elevadas em camundongos infectados quando comparadas aquelas que tinham predominio de
formas largas (Lana & Chiari, 1986; Marques de Aratjo & Chiari, 1988). Foi descrita a
elevada infectividade in vitro para a cepa Y, predominio de formas delgadas, e baixa
infectividade para a cepa Cl com predominancia de formas largas (Brener et al., 1976; Berteli
et al., 1977; Bertelli & Brener, 1980). A apresentacio de variacdes morfoldgicas
provavelmente implica em diferentes caracteristicas imunogénicas, fisiologicas e bioquimicas
destas cepas do parasito que influenciam a patogenicidade gerada ao hospedeiro. Porém,
poucos trabalhos relacionam estas caracteristicas a destrui¢do cardiaca observada em animais

experimentalmente infectados.

1.3 Mecanismos imunopatogénicos envolvidos na doenca de Chagas

A patogénese da fase cronica da doenga de Chagas e os mecanismos imunopatolégicos
que promovem as lesdes nos tecidos ndo estdo, ainda, bem elucidados. A dificuldade em
detectar-se o parasito no miocardio levou a postulacdo de teorias auto-imunes para explicar o
desenvolvimento das lesdes inflamatérias miocdrdicas. Algumas hipdteses t€ém sido sugeridas
para explicar estas lesdes como, o resultado de reacdo de auto-imunidade envolvendo auto-
anticorpos ou linfécitos T auto-reativos derivados de mimetismo molecular de antigenos do
parasito e do hospedeiro, ou a ativacdo bystander ndao envolvendo antigenos do 7. cruzi,
induzida por antigenos procedentes de lesdes teciduais (Leon et al., 2001; Kierszenbaum,
1999; Cossio et al., 1974; Anselmi et al., 1966). Na infeccdo humana pelo 7. cruzi os auto-
anticorpos contra antigenos do tecido cardiaco, de musculo esquelético e tecido nervoso
foram assinalados (Kierszenbaum, 1999). O mimetismo molecular entre antigenos do parasito
e do hospedeiro com formagdo de auto-anticorpos foi descrito para miosina cardiaca, proteina
P ribossomal, queratina, receptores [-adrenérgicos e de muscarina, proteinas associadas a
microtibulos do citoesqueleto e proteinas neuronais, dentre outros (Lopez-Bergami et al.,
2001; Levin et al., 1989; Cunha-Neto et al., 1996; Kerner et al., 1991, Petry & Eisen 1989).

Recentemente, foi demonstrada a reatividade contra auto-antigeno Cha (proteina presente em



Introducio e Revisdo Bibliogréfica

mamiferos) em humanos e camundongos infectados com o 7. cruzi (Girones et al., 2001).
Rowland et al. (1992, 1995) e Tibbetts et al. (1994) demonstraram que a infeccdo em
camundongos, com a cepa Brasil do 7. cruzi induziu a formagdo de auto-anticorpos contra
tecido cardiaco. Porém, a formagdo desses auto-anticorpos ndo foi detectada na infeccdo
experimental em camundongos utilizando a cepa Guayas, sugerindo que a genética do T.
cruzi, juntamente com a predisposicdo genética do hospedeiro, influenciariam a formacao de
mecanismos auto-imunes durante a fase cronica da doenga de Chagas.

Diferentes autores tém demonstrado a participacdo ativa do parasito na patogénese da
cardiopatia chagésica cronica humana (Barbosa et al., 1986; Higuchi et al., 1993; Higuchi,
1995). Uma correlag@o positiva, entre a inflamacéo e a presenga de 7. cruzi no tecido cardiaco
e a sua auséncia em locais sem inflamagao, foi descrita por Belloti et al. (1996) e Higuchi
(1995) por meio da técnica de imunoperoxidase. A presenca de DNA nuclear do parasito
também tem sido detectada em tecidos cardiacos de pacientes com lesdes inflamatdrias
severas, entretanto, ndo foram detectadas seqiiéncias de DNA do T. cruzi em tecido cardiaco
de pacientes assintomdticos ou soronegativos por PCR e hibridizacdo com sondas internas
especificas (Jones et al., 1993). A persisténcia do 7. cruzi no miocardio também foi
demonstrada por Anez et al. (1999) que amplificaram DNA em biépsias miocardicas de
pacientes portadores das formas indeterminada ou cardiaca. Resultados concordantes foram
obtidos por Lages-Silva et al. (2001) e Vago et al. (1996) que amplificaram seqiiéncias do
DNA do cinetoplasto (kDNA) do 7. cruzi em tecidos do esdfago de pacientes com
megaesodfago, sendo observada correlagdo entre a inflamacdo tecidual e a presenca do
parasito. A presenca do parasito parece ser importante para desencadear o processo de
formagdo da miocardite chagdsica cronica. Na maioria dos casos, ndo é possivel fazer uma
correlacdo entre a intensidade da lesdo e a quantidade de antigeno e/ou DNA do T. cruzi,
sugerindo que o parasito dependendo de caracteristicas genéticas inerentes a cepa, €
responsavel por disparar e manter o processo de patogé€nese no miocardio, e que este seria
amplificado por mecanismos auto-imunes que dependeriam ainda, da predisposi¢cdo genética
do hospedeiro (Girones & Fresno, 2003; Anez et al., 1999; Belloti et al., 1996; Higuchi,
1995; Rowland et al., 1995; Jones et al., 1993).

1.4 Resposta imune na infecgdo chagdsica
A infeccdo pelo T. cruzi expde o sistema imunoldgico do hospedeiro vertebrado a uma
complexa mistura de antigenos do parasito que estimulam a resposta imune celular e humoral

do hospedeiro. A presenca de linfécitos e macréfagos nos infiltrados inflamatérios pode estar
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diretamente relacionada ao processo de fibrose pela producdo de citocinas, de fatores de
crescimento que induziriam a destrui¢cdo tecidual e ativariam a fibrogénese (Reis et al., 1997).
Assim, a identificacdo e a quantificacdo da cinética do infiltrado inflamatério, de células
presentes no sangue periférico e o estudo destes mecanismos sio essenciais ao entendimento
da historia natural da doenga de Chagas. Também, serd importante para o entendimento dos
mecanismos de patogénese da doenga, a avaliagdao da indugdo de imunoglobulinas e de fatores
soliveis ou citocinas que agem como sinalizadores para a realizagdo de intimeras fungdes
celulares em infec¢des por diferentes populagdes do 7. cruzi.

Nessa direcdo, Higuchi et al. (1993) demonstraram que a maioria das células presentes
no infiltrado inflamatério de pacientes com formas cardiacas sio células T CDS8*, com
reduzido nimero de células T CD4". Dados semelhantes foram obtidos por Tostes Junior et
al. (1994) demonstrando que na miocardite chagésica cronica (MChCr) parte do exsudato é
constituido por células T CD4" e T CD8", sendo estas tltimas mais numerosas. Foi observado
que linfécitos T CD8" estavam em contato direto com miocardidcitos em destruigdo
sugerindo fortemente uma ac¢do patogénica destas células na MChCr. Os linfécitos T CD4*
Thl especificos podem ter mdltiplas fun¢des na resisténcia ao 7. cruzi e ainda contribuir
como a maior fonte de INF-y para a ativacdo de macréfagos. Estes atuariam também na
diferenciacdo e ativagdo de linfécitos T CD8", sendo importantes componentes na resisténcia
ao parasito (Brener & Gazzinelli, 1997).

O mituo requerimento de linfécitos T CD8" e IFN-y para a resisténcia da infec¢io
contra o 7. cruzi sugere que, a producdo do IFN-y € uma das principais funcdes das células T
CD4". Os linfécitos T CD8" sdo responsaveis pela citotoxicidade contra células do hospedeiro
determinando a citdlise e a fibrose, com destruicio da miofibra cardiaca na cardiopatia
chagdsica (Cufia & Cuiia, 1995). Entretanto, linfécitos CD8* podem ter papel protetor
principalmente durante a fase aguda da infecgdo pelo T. cruzi (Tarleton, 1991, 1994; Dutra et
al., 1997; Brener & Gazzinelli, 1997). Reis ef al. (2000) quantificaram células inflamatérias T
(CD4" e CD8") e antigenos do T. cruzi em fragmentos de miocédrdio de 19 cardiopatas
chagdsicos cronicos com insuficiéncia cardiaca congestiva, pela técnica de imunoperoxidase.
O niimero médio de linfécitos T CD8" foi mais elevado quando comparado a linfécitos T
CD4" na razio de CD4"/CD8" 0,6 (+ 0,3).

O balanco entre a producdo de citocinas pré-inflamatodrias, anti-inflamatérias e
quimiocinas € um outro fator importante nos mecanismos de patogé€nese da doenca de Chagas

ou na resisténcia a infecg¢do pelo 7. cruzi em pacientes, podendo ser a principal ferramenta
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para controlar a morbidade durante a fase cronica da doenga (Dutra et al., 1997; Gomes et al.,
2003.

Durante a fase aguda da infeccdo, a produgdo de citocinas inflamatérias (perfil Thl)
ativando macréfagos e estimulando a diferenciacdo e proliferagdo de linfécitos TCD8 ¢é
importante para limitar a replicacdo do parasito e auxilia a cura parasitologica em pacientes
chagdsicos tratados (Bahia-Oliveira er al., 1998, 2000). Entretanto, um aumento na secrecao
de IL-10 durante a fase cronica pode estar associado a prote¢do do hospedeiro contra o
processo patoldgico induzido por citocinas do perfil Thl.

Altos niveis de mRNA para IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y foram detectados em células
mononucleares do sangue periférico de pacientes chagasicos cronicos, independente da forma
clinica apresentada, em relacdo a individuos ndo infectados (Dutra et al., 1997). Por outro
lado, alguns autores demonstraram correlacdo entre a presenga de cardiopatia chagésica
cronica severa e o perfil de citocinas dos pacientes. A producdo de altos niveis de IFN-y e
baixos niveis de IL-10 (resposta do perfil Th1l) na musculatura cardiaca e por leucdcitos do
sangue periférico foi detectada em pacientes que apresentavam a forma cardiaca da doenga,
enquanto pacientes na forma indeterminada apresentaram a producdo de IFN-y e de altos
niveis de IL-10 (Bahia-Oliveira et al., 1998; Higuchi et al., 1999; Correa-Oliveira et. al.,
1999; Ribeirdo et al., 2000; Abel et al, 2001; Gomes et al., 2003, 2005).

No curso da infec¢do chagdsica é observada uma ativag@o policlonal de linfécitos B e
producdo de imunoglobulinas. O conhecimento sobre a inducdo das diversas classes e
subclasses de imunoglobulinas por diferentes populacdes do 7. cruzi € outro fator importante
para o esclarecimento dos mecanismos que agem gerando protecdo ao hospedeiro contra o
parasito e, ainda podem contribuir melhor para o conhecimento do mecanismo de patogénese
da doenga de Chagas. Entretanto, s@o escassos os estudos que focalizam a correlagdo entre o
desenvolvimento e a manutencdo das diferentes formas clinicas com o perfil de isotipos e
subclasses de imunoglobulinas e seu papel na patogénese e/ou na protecao.

Em humanos ocorre a producgéo de quatro subclasses de imunoglobulina G (IgG1, IgG2,
IgG3 e IgG4), e o controle na produgio destas subclasses é mediado por diferentes citocinas
(Kowano et al., 1994). Dados na literatura mostram que IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-B (perfil
anti-inflamatorio) sdo responséveis por auxiliar a indug@o das subclasses IgG1 e IgG3 (Briere
et al.,1994, Reed & Scott, 1993), e que IL-12, INF-y, TNF-o (perfil inflamatério) levam a
producdo de IgG2, sendo a produgdo de IgG1 e IgG2 € antagonicamente regulada. Ademais,
niveis elevados de IgGl podem diminuir a acdo de IgG2, j4 que competem por sitios de

ligacdo em epitopos importantes (Kowano et al., 1994; Deplazes et al., 1995). A resposta
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mediada por anticorpos, estimulada por citocinas inflamatérias induz principalmente a
producdo de IgG2. Este anticorpo opsoniza o parasito, importante tanto para a sua destruicao
pelo complemento, como para a fagocitose por macréfagos. Os anticorpos das subclasses
IgG1 e IgG4 tém sua producdo desencadeada por citocinas anti-inflamatérias, ndo ativam o
complemento e ndo se ligam a receptores Fc dos macrdfagos. Por outro lado, estes anticorpos
estdo envolvidos na defesa do hospedeiro mediada por células efetoras ndo fagocitdrias, como
mastocitos e eosindfilos (Mosmann & Coffman, 1989; Romagnani, 1991).

A expressdo das quatro subclasses de imunoglobulina G anti-T. cruzi sugere um balango
entre a producdo de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias associadas,
provavelmente a uma estimulac¢io antigénica continua.

A reatividade de IgG utilizando preparagdes antigénicas derivadas de formas
epimastigotas mostrou titulos elevados de IgG1 e IgG3 nos soros de pacientes chagasicos
cronicos (Cerban et al., 1993; Morgan et al., 1996). Cerban et al. (1993) ndo observaram
nenhuma diferenca nos niveis dessas imunoglobulinas entre individuos portadores de
diferentes formas clinicas da doenga. Entretanto, Morgan et al. (1996) descreveram niveis
mais elevados de anticorpos IgG2 nos soros dos pacientes portadores de formas clinicas
cardiaca e cardio-digestiva. Cordeiro et al. (2001) analisaram o perfil das subclasses IgG
presentes na sorologia convencional (SC) e constituintes dos anticorpos anti-tripomastigotas
vivos (AATV) com auxilio da imunofluorescéncia indireta e da citometria de fluxo, em soros
de pacientes chagdsicos cronicos portadores das formas indeterminada (IND), cardiaca
(CARD) e digestiva (DIG) da doenca. As subclasses IgGl e IgG2 foram os principais
anticorpos encontrados na SC, enquanto IgG1 e IgG3 foram predominantes nos AATV. Os
baixos niveis de IgG1 e IgG3 nos AATV foram associados aos pacientes que apresentavam a
forma CARD e os elevados niveis de IgG1 nos AATV foram encontrados principalmente, em

pacientes apresentando a forma IND da doenga.

1.5 Doenc¢a de Chagas experimental: aplicabilidade do modelo cdo

A busca de modelos experimentais que reproduzam com fidelidade as diferentes formas
anatomoclinicas da doenga de Chagas tem sido exaustivamente pesquisada.

O modelo murino é o mais utilizado nos estudos tanto nas fases aguda como cronica da
doenca de Chagas, devido a facilidade de manuseio e obtencdo, baixo custo e a diversidade de
linhagens existentes inclusive isogé€nicas que possibilitam o estudo de diferentes aspectos da
doenca (Araujo-Jorge & Castro, 2000) oferecendo resultados mais homogéneos e

comparaveis. A existéncia de linhagens transgénicas e Knock-out de genes implicados com a
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resisténcia a infec¢do tém permitido ampliar os conhecimentos de imunologia e de outros
aspectos importantes na complexa relacdo parasito-hospedeiro. Entretanto, a pequena vida
média (aproximadamente dois anos) e o ndo desenvolvimento de todas as formas clinicas da
doenca, bem como, a ndo correspondéncia entre os tracados eletrocardiograficos nestes
animais com os padrdes tipicos da doenga humana t€m restringido o seu uso como modelo
experimental.

A relevancia de estudos que esclarecam os mecanismos imunolégicos envolvidos na
patogénese da doenca de Chagas cronica torna necessaria a busca de um modelo experimental
que reproduza melhor a doenga humana, com a finalidade de compreender os mecanismos
envolvidos na formacgdo do processo patolégico. O cdo, além de ser de facil manuseio, tem
sobrevida entre 15-20 anos. O animal jovem € altamente susceptivel a infeccao pelo 7. cruzi
desenvolvendo as fases aguda e cronica (forma indeterminada e cardiaca) de maneira similar a
infec¢do humana, inclusive com presenga de cardiopatia chagésica cronica fibrosante e difusa.
(Pellegrino, 1947; Laranja, 1953; Korberle, 1958). Laranja et al. (1949) descreveram a fase
cronica da infec¢do em cées inoculados com sangue de pacientes chagésicos ou com fezes de
triatomineos, com um quadro clinico-patolégico e alteragdes eletrocardiograficas
superponiveis as observadas no homem, tanto nas fases aguda como crénica da infeccao.
Anselmi et al. (1965; 1966); Laranja & Andrade (1980); e Andrade & Andrade (1980)
também observaram que as alteracdes do ECG em cdes eram semelhantes aquelas observadas
em pacientes e acompanhadas de alteragdes histopatolégicas. Andrade et al. (1997, 1981)
observaram que alteracdes no ECG estavam presentes em 80% dos cdes durante a fase aguda
da infeccdo, e entre os animais sobreviventes foi observada a normalizacio do ECG,
caracterizando a forma indeterminada da doenga de Chagas. Machado et al. (2001) também
observaram a forma indeterminada da doenca de Chagas experimental em todos os animais
reinfectados com o 7. cruzi. Bambirra (1982) infectou 21 caes jovens da raga Pincher por via
intraperitoneal, com 1 X 10° formas tripomastigotas sanguineos da cepa Colombiana do T.
cruzi/kg de peso corporal; os animais desenvolveram a fase aguda semelhante a infeccio
humana. Os cdes que cronificaram permaneceram até oito anos apds a infec¢do na forma
indeterminada apresentando os testes de hemocultura e/ou xenocultura e IFI positivos (Lana
et al., 1986).

Diversos autores demonstraram que cdes experimentalmente infectados pelo 7. cruzi
apresentam ndo apenas reagdes soroldgicas positivas (IgM, IgG e IgA) indicativas da
persisténcia da infec¢do; mas também exames parasitolégicos (xenodiagndstico e ou

hemocultura) e histopatolégicos positivas; bem como manifestacdes clinicas da doenga
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(insuficiéncia cardiaca congestiva com quadro anatomopatolégico compativel com a
cardiopatia crdnica fibrosante). Observou-se sistematicamente o desenvolvimento de uma
cardiopatia grave evolutiva, com todos os elementos patoldgicos, em tudo semelhante a
cardiopatia chagdsica cronica humana (Andrade, 1984; Tafuri et al., 1988; Lana et al., 1988;
1992; Machado et al., 2001, Bahia et al., 2002).

Koberle (1957) relatou o achado de megas em diversos segmentos do tubo digestivo,
bem como das vias biliares, traquéia, arvore bronquica e vias genito-urindrias de cées
infectados naturalmente pelo 7. cruzi. Okumura e Corréa-Neto (1961) descreveram a forma
digestiva da doenga de Chagas no modelo canino, porém estes autores foram os tnicos a
reproduzir a forma digestiva da doenga de Chagas no modelo canino, sendo que estes achados
necessitam de maiores investigacdes.

Mais recentemente, foi demonstrado que o cdo também € um bom modelo para estudos
de quimioterapia da doenca de Chagas. Guedes et al. (2002) trataram com benznidazol caes
sem raca definida, infectados com as cepas Berenice-78, Y e Colombiana do 7. cruzi e
mostraram resultados semelhantes aos obtidos em camundongos, exceto para a cepa Y, que
apresentou 100% de sensibilidade em caes tratados durante a fase aguda da doenca. O
tratamento da fase cronica recente dos animais infectados com a cepa Berenice-78 gerou
37,5% de cura, indice de cura mais baixo do que aqueles obtidos com o tratamento de
criangas (55,8% e 62%), provavelmente devido ao periodo de tratamento utilizado, 45 dias
para os cées e 60 dias para as criangas (Andrade et al., 1996; Sosa Estani et al., 1998). Diante
desses dados o cdo se apresenta como um modelo ideal dentro dos requisitos estabelecidos
pelo Comité de Doenca de Chagas do Programa Especial de Treinamento e Pesquisa de
Doengas Parasitarias da Organiza¢do Mundial de Satide (WHO, 1984) por:

1. Permitir o isolamento do parasito ao longo da infec¢@o;

2. Apresentar reagdes soroldgicas positivas indicativas da persisténcia da infec¢éo;

3. Apresentar manifestacdes clinicas da doenga de Chagas cronica;

4. Desenvolver miocardite, miosite e outras alteracdes patoldgicas que caracterizam a
doenca;

5. Induzir resposta imune contra tecido do hospedeiro.

1.6 Resposta imune no modelo canino

A semelhanca encontrada nas manifestagdes clinicas durante as fases aguda e crénica da
doenca de Chagas humana em relacio aquelas observadas no cdo sugere que este animal seja
um bom modelo para estudos de imunopatogénese da doenga. A cinética de producdo de

anticorpos (IgA, IgM, IgE e IgG) foi bem descrita no modelo canino e assemelhando-se muito
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aos achados em pacientes, contudo niao foi correlacionada com a forma clinica observada
(Andrade et al., 1981; Lana et al, 1986, 1992; Guedes et al., 2002). Por outro lado, ndo
existem estudos correlacionando a producdo de citocinas em cdes chagdsicos com a gé€nese
das lesdes cardiacas, e estudos que determinam o fendtipo das células do sistema imune
presentes no infiltrado inflamatério cardiaco e no sangue periférico sdo escassos (Caliari et
al., 2002; Carneiro et al., dados ndo publicados).

Da mesma forma que em pacientes (Kowano et al., 1994) no modelo canino (Deplazes
et al., 1995) ha producdo de quatro subclasses de imunoglobulina G (IgGl, IgG2, IgG3 e
IgG4) que tem controle semelhante na producao destas subclasses de anticorpos.

Em cées naturalmente infectados com Leishmania infantum, a produgao de IgG1 e 1gG2
foi observada em animais sintomdticos e assintomadticos (Deplazes et al., 1995). A IgG1 foi
mais correlacionada com cées sintomaticos e IgG2 com aqueles assintomaticos, semelhante
ao observado para cides infectados com Toxoplasma gondii. Os niveis elevados de IgGl
podem diminuir a acdo de IgG2, competindo por sitios de ligacdo em proteinas importantes, o
que leva a uma diminui¢@o na resisténcia a infec¢@o. Os resultados obtidos por estes autores,
em caes experimentalmente infectados com Toxocara canis, indicam que a producio de IgG1
e IgG2 é antagonicamente regulada. A IL-10 € responsavel por auxiliar a produgdo dos
isotipos IgG1 e [1gG3 (Briere et al., 1994), no entanto, o IFN-y leva a produgédo de IgG2 em
humanos (Kawano et al., 1994). Um controle semelhante na producdo de isotipos de
imunoglobulinas em caes mediada pela producdo de diferentes citocinas também foi descrito
por Deplazes et al. (1995).

Até o presente, ainda s@o escassos trabalhos sobre imunofenotipagem no miocérdio de
cdes infectados pelo T. cruzi, e o conhecimento do infiltrado inflamatdrio presente neste 6rgio
durante as fases aguda e cronica serd de grande relevancia. Caliari (2001) inoculou seis caes
aos 60 dias de idade, via conjuntival, com 2 x 10 tripomastigotas metaciclicos da cepa
Berenice-78. Os animais foram necropsiados entre dois e 10 anos apds a inoculacdo, e a
andlise histopatoldgica mostrou uma discreta e moderada cardiomiopatia chagésica fibrosante
cronica, a qual foi composta predominantemente por linfécitos. O estudo imunohistoquimico
de marcadores de superficie CD4 e CDS, em fragmentos do atrio direito dos cées, apresentou
uma média de linfécitos T CD4" e CD8" de 365 + 98,12 e 411 + 114,16, respectivamente. Em
trés cdes o nimero de células T CD8" foi mais elevado quando comparado a linfécitos T
CD4", apenas um cdo apresentou o nimero de células T CD4" discretamente mais elevado
que o de células T CD8", nos outros dois animais as populacdes de ambas as células

apresentaram niveis semelhantes.
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Os dados obtidos com roedores como modelos experimentais (Sato et al., 1992; Sun &
Tarleton, 1993) e em humanos (Reis et al., 1993) revelam um predominio de linfécitos T
CD8" no infiltrado inflamatério cronico. Estes resultados foram reproduzidos também no
modelo canino (Caliari, 2001).

Outro aspecto pouco abordado na infeccdo canina experimental pelo 7. cruzi é a
quantificagdo e a cinética da producdo de imunoglobulinas que tém participacdo ativa nos
mecanismos imunoprotetores, como anticorpos liticos e a dosagem de subclasses de
imunoglobulinas. Estes parametros vém sendo amplamente estudados, tanto em infecgdes
experimentais em camundongos quanto na doenca humana. Com a finalidade de compreender
melhor a ocorréncia das alteracdes na miocardiopatia chagdsica humana, o presente trabalho
pretendeu verificar também estas caracteristicas em caes da raca Beagle, infectados com cepas
do T. cruzi que apresentam diferentes graus de viruléncia e patogenicidade para o hospedeiro

vertebrado.
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Justificativa

Durante a infec¢@o pelo T. cruzi ocorre uma interacio dinadmica na relagdo do parasito
com o hospedeiro que envolve multiplos fatores atuantes na patogénese da doenca de Chagas,
alguns inerentes ao parasito e outros ao hospedeiro. Estes fatores estdo ligados a carga
parasitiria e genética do parasito influenciando o tropismo, a viruléncia, os constituintes
antigénicos, além daqueles relacionados ao hospedeiro como, idade, sexo e a constituicio
genética, que irdo determinar a formagao e a atuacdo do sistema imunoldgico. Os mecanismos
imunes que controlam a infeccao pelo 7. cruzi tém sido extensivamente estudados nas dltimas
décadas, demonstrando a participacdo de componentes celulares e humorais na resisténcia a
infec¢do, assim como a sua implicacdo nos mecanismos de formacdo de lesdes.

Os mecanismos imunolégicos envolvidos na patogénese da doenca de Chagas durante a
fase cronica ndo estdo ainda muito bem esclarecidos. Desta forma, a identificacdo e a
quantificagdo de células do sistema imune, associado aos mecanismos que as envolva como
producdo de imunoglobulinas e de fatores soliveis (citocinas, moléculas de adesdo), que
agem como sinalizadores para a realizacdo de intimeras fungdes celulares, sdo essenciais ao
entendimento da histéria natural da doenca de Chagas. Sdo ainda raros os estudos que
focalizam a correlacdo entre o desenvolvimento e a manutengdo das diferentes formas clinicas
em pacientes portadores da doenga de Chagas com o perfil de isotipos e subclasses de
imunoglobulinas e a producdo de citocinas determinando o seu papel na patogénese ou na
protecao.

Ainda ha a necessidade de um modelo experimental que reproduza melhor a doenca
humana, especialmente a fase crdnica, para que se possa compreender 0S mecanismos
envolvidos na formacao das lesdes. No modelo canino tém sido reproduzidas as fases aguda e
cronica de maneira similar a infeccdo humana, além da cardiopatia chagasica cronica
fibrosante também muito semelhante & doenca humana. Além disto, o tratamento de cdes com
o benznidazol durante as fases aguda e cronica da infec¢do chagdsica experimental
forneceram resultados semelhantes aqueles descritos para o tratamento em seres humanos.
Dados que reforcam o modelo canino para os estudos sobre quimioterapia da doenca de
Chagas. Os animais da raca Beagle possuem seus parametros imunolégicos normais muito
bem definidos, tornando possivel uma comparacdo desses dados com aqueles de animais
infectados pelo 7. cruzi, além de ser uma raga com caracteristicas genéticas homogéneas, o
que propicia a obtencdo de resultados mais reprodutiveis. Desta forma, o estudo dos aspectos
que envolvem a resposta imune durante as fases aguda e cronica da doenca de Chagas é
relevante para compreender como surgem as lesdes nas diferentes manifestacdes clinicas da

doenca.
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Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta imunoldgica de cdes da raga Beagle inoculados com trés cepas do T.

cruzi que apresentam diferentes graus de viruléncia e patogenicidade (Y, Berenice-78, e

ABC) para o hospedeiro vertebrado durante as fases aguda e cronica da infeccdo chagasica.

3.2 Objetivos especificos

>

Determinar o polimorfismo das formas sangiiineas presentes nas cepas Y, Berenice-78
e ABC do T. cruzi correlacionando com as alteracdes anatomopatoldgicas cardiacas.
Avaliar a infectividade, in vitro, das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi.
Estabelecer a curva de parasitemia no sangue periférico dos cées infectados com as
trés cepas do 7. cruzi.

Avaliar a cinética de produgdo das imunoglobulinas A (IgA), M (IgM), G (IgG) e suas
subclasses IgG1 e IgG2, e de anticorpos liticos nos caes infectados com as diferentes
cepas do T. cruzi.

Analisar a resposta proliferativa das células mononucleares do sangue periférico em
animais infectados com as cepas do 7. cruzi que apresentam diferentes graus de
viruléncia e patogenicidade.

Quantificar a cinética de producéo de citocinas (IL-10, TNF, INF-y) in situ no coragdo
e nos linfonodos cervicais dos animais infectados pelo T. cruzi durante as fases aguda
e cronica da infecgdo.

Avaliar quantitativamente a drea ocupada pela inflamacgdo e por fibrose presentes na

musculatura cardiaca nas fases aguda e cronica da infecg¢do.
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4.1 Delineamento experimental

Infecgéo de camundongos Swiss com as cepas Y, Berenice-78 e ABC do
Trypanosoma cruzi para obtencéo de formas tripomastigotas sanguineas

Determinacéo do polimorfismo e da 32 cées da raca Beagle alocados em 4 grupos de 8 animais:
Infectividade in vitro das formas tripomastigotas 24 infectados com o Trypanosoma ccuz( (Cepas Y, Berenice-78
sanguineas das cepas Y, Berenice-78 e ABC e ABC) e 8 controles n&o infectados
1
Avaliacdo durante a fase aguda (16 animais) Avaliacdo durante a fase crénica (16 animais)

(até 30 dias apds a inoculagao) (até 2 anos apds a inoculagao)
Coletas: antes e 2, 4 semanas Coletas: antes e 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,

apo6s inoculagao 60, 80 e 100 Semanas apds inoculagdo

ELISA
IgA, IgM
1gG, IgG1 e IgG2

Parasitismo Citometria de fluxo

1gG, IgG1 e IgG2

LMCo Proliferagédo de

sanguineo

dos CAes (Ac. Liticos) CMSP ( IE)

Necrépsia dos animais
(Pesagem do coragao, bago e linfonodos cervicais)
Coleta de fragmento do atrio direito e linfonodo cervical

Atrio direito
Hematoxilina & Eosina Atrio direito e linfonodo cervical
(infiltrado inflamatdrio) RT-PCR
Tricromico de Masson (IL-10, TNF e INF-y)

(tecido conjuntivo fibroso)
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4.2 Cepas do Trypanosoma cruzi

As cepas de T. cruzi estudadas neste trabalho foram classificadas como T. cruzi 11
(Anonimous, 1999), linhagem genética mais encontrada no ciclo doméstico da doenca de Chagas. A
cepa Y, isolada de um individuo na fase aguda por Pereira de Freitas em 1950, Marilia, SP (Freitas
et al., 1953) e, posteriormente estudada e descrita por Silva & Nussenzweig (1953); a cepa
Berenice-78 foi isolada em 1978 por xenodiagndstico da paciente Berenice e, considerado
provavelmente, o primeiro caso humano descrito no Brasil (Lana & Chiari, 1986); e a ABC, isolada
por xenodiagnéstico de um paciente que apresentava alteragdes cardiacas e digestivas, procedente

do estado de Minas Gerais em 1962 (Brener, 1965).

4.3 Polimorfismo e Infectividade das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi

O estudo do polimorfismo das formas tripomastigotas sanguineas foi realizado por meio do
exame microscopico diretamente do sangue a fresco em 12 camundongos Swiss infectados com o 7.
cruzi durante o pico de parasitemia da fase aguda da infec¢do no 7° dia com a cepa Y, no 14° dia
com a cepa Berenice-78 € no 12° dia com a cepa ABC. Foi realizada a coleta de 3ul de sangue de
vasos da ponta da cauda e contadas 200 formas tripomastigotas aleatoriamente em microscopia
optica (400x) classificando-as como fina, larga e muito larga (Brener & Chiari, 1963).

A infectividade das cepas do T. cruzi foi avaliada semeando-se uma suspensdo na
concentragdo de 1,25 x 10* células da linhagem VERO/poco de laminas de cultura (Chamber Slide,
catalog number 177402, Nunc Inc. Illinois, USA). Estas células foram mantidas em meio de cultura
DMEM (GIBCO, Grand Island, New York, USA), suplementado de 5% de soro fetal bovino
inativado a 56°C (Nutricell, Campinas, SP, Brasil), 2,5% HEPES pH 7,2 1M, 1% de glutamina
2mM/ml, 0,1% de mercaptotanol SOmM/ml, 0,2% de sulfato de gentamicina 200ug/ml (Shering-
Plough, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e incubadas a 37°C em 5% de CO, com atmosfera umidificada
95% durante 24h. As temperaturas ideais de infectividade e diferenciagio (37°C e 33°C,
respectivamente) das cepas de 7. cruzi estudadas foram determinadas previamente. Em seguida,
formas tripomastigotas obtidas de cultura celular das trés cepas estudadas foram contadas em
cAmara de Neubauer e colocadas em cada pogo na proporcio de 10:1 (12,5 x 10* parasitos/pogo) em
relacdo as células. Apds 24h de contato as células foram lavadas duas vezes com PBS gelado para
remover os parasitos que nao foram interiorizados e aqueles ainda aderidos 2 membrana das células.
A seguir foram adicionados 400y de meio de cultura DMEM suplementado com 1% de soro fetal
bovino (SFB) em cada poco e as laminas incubadas a 33°C. Ap6s 48h, o meio de cultura foi
removido e as laminas foram fixadas em Bouin por 15 minutos, lavadas em dgua corrente e coradas

em Giemsa 16-18 horas, diferenciadas em etanol a 70% e clarificadas em baterias de acetona/xilol.
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Apds a montagem das laminas (Entellan, Merck), foram contadas 500 células aleatoriamente em
microscopia Optica (400x) e determinado o nimero de células infectadas e o nimero médio de

amastigotas por células.

4.4 Animais

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacio Animal) e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Animais da Universidade Federal de Ouro Preto. Foram utilizados 32 cdes da raca Beagle
obtidos e mantidos no canil da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram
alocados em grupos de quatro animais, 16 deles foram utilizados para a avaliacdo da fase aguda e
16 para a fase cronica, sendo quatro controles, ndo infectados, e quatro infectados com cada uma
das trés cepas do T. cruzi. A distribuicio por sexo, cepa utilizada para infeccdo e fase da doenca em
que os animais foram eutanaziados encontram-se sumarizados na Tabela 1. Os animais foram
alimentados com rag¢do comercial (Mascote para filhotes) e dgua ad libitum. Antes da inclusdo no
estudo, os animais foram tratados com anti-helminticos e imunizados com a vacina Vanguard®
HTLP 5/CV-L contra cinomose, adenovirus Tipo 2, coronavirus, parainfluenza, parvovirose e

leptospirose canina.

4.5 Infecgdo dos animais

Os animais foram inoculados aos 120 dias de idade com 4 x 10° formas tripomastigotas
sangiiineos/kg de peso, via intraperitoneal, obtidos de camundongos Swiss infectados com as
diferentes cepas do 7. cruzi e mantidos no Biotério Central da UFOP. A parasitemia dos animais foi
avaliada diariamente, a partir do 5° dia apds inocula¢@o, por meio de uma aliquota de 5ul sangue
coletada da veia marginal da orelha dos cées e examinada ao microscopio (400x) para a contagem
dos parasitos. A quantificacdo dos parasitos foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Brener (1962) diariamente até 10 dias apds a negativagdo para a determinagdo do periodo pré-
patente (PPP), da curva de parasitemia (CP), do periodo patente (PP) e do pico maximo de

parasitemia (PMP).

4.6 Andlise da produgdo de imunoglobulinas
A coleta de sangue dos animais para a obtencdo do soro e andlise da producdo de

imunoglobulinas (IgA, IgM, IgG total, IgG1, IgG2 e anticorpos liticos) foi realizada antes da
inoculacdo, com duas e quatro semanas ap6s a infeccdo nos animais necropsiados durante a fase
aguda da infec¢@o e naqueles acompanhados no curso da infeccdo cronica com duas, quatro, seis,
dez, 15, 20, 25, 30, 40, 60, 80 e 100 semanas.
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Tabela 1 — Distribuicdo por sexo dos cdes Beagle utilizados para a avaliacdo das fases aguda e

cronica da doenga de Chagas.

N‘-’ d0§ Fase da doenca Cepa Sexo
animais
1 Aguda Y Fémea
2 Aguda Y Fémea
3 Aguda Y Macho
4 Aguda Y Macho
5 Aguda ABC Fémea
6 Aguda ABC Macho
7 Aguda ABC Macho
8 Aguda ABC Macho
9 Controle da fase aguda Nao infectado Fémea
10 Controle da fase aguda Nao infectado Macho
11 Controle da fase aguda Nao infectado Macho
12 Controle da fase aguda Nao infectado Fémea
13 Aguda Berenice-78 Macho
14 Aguda Berenice-78 Macho
15 Aguda Berenice-78 Macho
16 Aguda Berenice-78 Fémea
17 Crodnica Y Fémea
18 Crodnica Y Fémea
19 Cronica Y Macho
20 Cronica Y Macho
21 Crodnica ABC Fémea
22 Crodnica ABC Fémea
23 Crodnica ABC Fémea
24 Crodnica ABC Fémea
25 Controle da fase Cronica Naio infectado Macho
26 Controle da fase Cronica Naio infectado Fémea
27 Controle da fase Cronica Naio infectado Fémea
28 Controle da fase Cronica Naio infectado Macho
29 Cronica Berenice-78 Fémea
30 Cronica Berenice-78 Fémea
31 Crodnica Berenice-78 Macho
32 Cronica Berenice-78 Macho
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4.6.1 Dosagem de IgA, IgM e IgG total e das subclasses (IgG1 e IgG2) por ELISA

A técnica de ELISA foi utilizada para a dosagem de IgA, IgM, IgG total e subclasses (IgG1 e
IgG2), conforme descrita por Voller er al. (1976). As formas epimastigotas da cepa Y em meio
acelular (Liver Tryptose infusion-LIT) na fase exponencial de crescimento foram utilizadas como
antigeno, e os parasitos foram tratados com uma solu¢do de NaOH 0,15M e mantidos a 4°C sob
agitacdo durante 18h. A seguir, a solugdo foi neutralizada com HCI 0,15 M (Vitor & Chiari, 1987).
Os antigenos foram distribuidos em aliquotas e conservados a -79°C até o momento de uso. As
proteinas foram dosadas pelo método de Lowry et al. (1951) e posteriormente foi realizada a
titulacdo em bloco visando definir a concentracdo minima de proteinas para a sensibilizacdo das
placas plasticas de fundo chato com 96 pogos (Catalog number 2595, Costar, Cambridge, USA). O
conjugado utilizado para a dosagem de IgA, IgM e IgG total é uma anti-imunoglobulina total de cio
do isotipo IgG obtida de soro imune de cabra e marcada com peroxidase (Bethyl Laboratories,
Montgomery, USA). Para a dosagem das subclasses de IgG foram utilizados anticorpos anti-IgG
canino das respectivas subclasses (IgG1 e IgG2) conjugados com peroxidase (Bethyl Laboratories,
Montgomery, USA).

As placas foram sensibilizadas adicionando-se em cada poco 100ul do antigeno diluido em
uma solucdo tampdo carbonato/bicarbonato pH 9,6, seguida de incubacdo por 18h a 24h. Apds a
sensibilizacdo, o excesso da solucdo antigénica foi removido por uma série de quatro lavagens com
solugdo salina contendo Tween-20 a 0,05% (PBS-T). Em seguida, apés a adi¢do de PBS contendo
5% de SFB, as placas foram incubadas a 37°C por 30min. e foram adicionados 100ul de soro de cdo
diluidos em PBS-T na concentragdo de 1:80, e incubadas novamente a 37°C por 45min. Apds
quatro lavagens foram adicionados 100ul do conjugado diluido em PBS-T e as placas incubadas a
37°C por 45min. Estas foram lavadas e adicionados 100ul de tampéo fosfato citrato 0,1M, pH 5,0
contendo 0,03% de ortofenilenodiamino-OPD (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) e
0,012% de peréxido de hidrogénio como substrato. As placas foram incubadas por 20min a 37°C no
escuro e a reacdo interrompida com 32ul de uma solug@o de 4acido sulftrico 2,5M. A leitura das
reacoes foi realizada em espectofotometro com filtro de 492nm e os resultados expressos em

absorbancia. Em todas as placas foram utilizados soros controle posistivos e negativos.

4.6.2 Dosagem de IgG total e subclasses (IgG1, IgG2) pela citometria de fluxo
Os soros foram inativados a 56°C durante 30min. As formas tripomastigotas de 7. cruzi
obtidas de cultura celular da linhagem VERO. Estas células foram descongeladas e semeadas em
garrafas estéreis de 75cm? contendo 10ml de meio RPMI (GIBCO, Grand Island, New York, USA),

suplementado de 5% de soro fetal bovino (SFB) inativado a 56°C por 30min (Nutricell, Campinas,
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SP, Brasil), 2,5% HEPES pH 7,2 1M, 1% de glutamina 2mM/ml, 0,1% de mercaptotanol S0mM/ml,
0,2% de sulfato de gentamicina 200pg/ml (Shering-Plough, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e incubadas
a 37°C em 5% de CO, com atmosfera umidificada 95%. As monocamadas semiconfluentes foram
inoculadas com formas tripomastigotas da cepa Y e lavadas com PBS pH 7,2 estéril apés 24h.
Posteriormente (apds quatro ou cinco dias da infeccdo) as formas tripomastigotas presentes no
sobrenadante da cultura foram colhidas e contadas para a realiza¢do dos experimentos.

A marcag@o imunofluorescente dos parasitos foi realizada segundo descrito por Martins-Filho
et al. (1995) modificada para placas de 96 pogos com fundo em U (LINBRO, ICN Biomedicals,
Ohio, USA). Nestas placas foram colocados 50ul de suspensdo contendo 2,5 x 10° tripomastigotas
obtidos de cultura celular/poco adicionados de 50l dos soros dos animais infectados e controles
(1:128) e incubados a 37°C durante 30min. Apés incubagdo com soro, os parasitos foram fixados
por 10min a temperatura ambiente com o acréscimo de 100ul de paraformaldeido 4% (diluido em
PBS pH 7,2). Em seguida, os parasitos foram lavados duas vezes com 150ul de PBS-10%SFB a
1.000 x g durante 10min a 4°C e re-incubados no escuro a 37°C durante 30min na presenga de
isotiocianato de fluoresceina (IF) conjugado com anticorpos anti-IgG canino total ou com
anticorpos das subclasses (IgG1 e 1gG2) anti-IgG canino (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA).
Para cada reac@o colocamos um controle de liga¢do ndo especifica, onde foram incubados apenas os
parasitos e os anticorpos anti-IgG canino/IF. Os parasitos marcados foram novamente lavados duas
vezes com 150ul de PBS-10%SFB a 1.000 x g durante 10min a 4°C e, re-suspendidos em 150ul de
PBS/azida com 10% de albumina bovina. As amostras foram mantidas a 4°C ao abrigo de luz até o
momento da leitura no citdmetro de fluxo (FACScan-Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) € 0s

parasitos marcados foram estocados a 4°C por no mdximo 24h antes da andlise citofluorométrica.

4.6.3 Cinética da producgdao de anticorpos liticos

A reacdo de LMCo foi realizada como descrita por Krettli et al. (1979) modificada por
Galvdo et al. (1993). Aliquotas de 50ul de uma suspensdo contendo cerca de 6-7 X 10°
tripomastigotas/ml em meio de cultura TC199 suplementado com 10% de SFB e mantidas em
banho de gelo foram incubadas com complemento humano (CHu) a 37°C durante 45min para
confirmacdo da resisténcia total a lise com CHu em auséncia de soro imune. Posteriormente, S0ul
da suspensdo de tripomastigotas foram adicionados em tubos plésticos de Sml contendo 50ul do
soro teste inativado (56°C durante 30min), na dilui¢do de 1:2 e 1:4, e incubados a 37°C por 30min.
A seguir, os tubos foram colocados em banho de gelo e 50ul da suspensdo de antigeno/anticorpos
foram adicionados aos tubos contendo 50ul de CHu e os parasitos contados em camara de

Neubauer (Tempo Zero=T0). Ap6s a contagem, os tubos foram re-incubados a 37°C por 45min,
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recolocados em gelo, e os parasitos recontados (Tempo 45min=T45). Os experimentos foram
realizados em duplicata e soros de animais ndo infectados e infectados, usados como controles
negativo e positivo, e apenas parasitos com mobilidade contados. Os testes foram considerados
positivos quando a percentagem de lise foi superior a 20%.

A percentagem de lise foi calculada da seguinte forma:

%lise = 100 — N’ de parasitos no tempo 0 min X 100

N’ de parasitos no tempo 45 min

4.7 Proliferagdo de células mononucleares do sangue periférico

O indice de estimulacdo das células mononucleares do sangue periférico (CMSP) dos animais
necropsiados durante a fase aguda foi avaliado no sangue colhido antes da inoculagdo, com duas e
quatro semanas apés a infeccdo, e naqueles avaliados no curso da fase cronica, com duas, quatro,
seis, dez, 15, 20, 25, 30, 40, 60, 80 e 100 semanas apds a infec¢do. A obtencdo das células
mononucleares do sangue periférico foi realizada em 20ml de sangue estéril coletado com
anticoagulante. Para separacdo do anel de linfécitos, ao sangue heparinizado foi adicionado Ficoll
Hipaque (1:1) e centrifugado a 800 X g por 30min a 10°C. O anel de células foi removido e ap6s a
adi¢do de meio de cultura RPMI (GIBCO, Grand Island, New York, USA) estéril, centrifugado a
110 x g por 10min a 15°C, sendo a seguir re-suspendido em 2ml de meio RPMI suplementado com
20% de SFB inativado a 56°C por 30min (Nutricell, Campinas, SP, Brasil), 2,5% HEPES pH 7,2
1M, 1% de glutamina 2mM/ml, 0,1% de mercaptotanol SOmM/ml, 0,2% de sulfato de gentamicina
200ug/ml (Shering-Plough, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As células obtidas foram contadas em
cAmara de Neubauer e plaqueadas na concentragdo de 3,5 x 10°/ml.

A avaliagdo da capacidade proliferativa (indice de estimulacdo) foi realizada em micro-placas
de 96 pocos. Em cada pogo foram colocadas 200ul de células re-suspendidas em meio CTCM com
20% de SFB, dois pogos estimulados com 25ul Concanavalina-A (80ug/ml), dois com 10ul
antigeno de 7. cruzi (10° tripomastigotas/ml) e quatro deles permaneceram sem estimulo e foram
considerados como controles. As células estimuladas com Concanavalina-A foram marcadas com
timidina 72h apds a realizag¢do da técnica e as células estimuladas com antigeno de 7. cruzi foram
marcadas 120h e ambas foram coletadas 12-16h apds a marcacdo. Esta coleta foi realizada com
auxilio de um coletor de células para micro-placas de 96 pocos utilizando papel de filtro de
microfibra de vidro (Whatman, grau 934-AH). O contetdo de cada poco foi coletado separadamente
nestes confetes de papel. A contagem das células foi realizada colocando-se cada confete em um

tubo plastico contendo 2,5ml de solucdo de cintilagdo, estes tubos foram colocados em um
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cintilador Beckman LS 6000 SC (Beckman Instruments, USA) que mede a incorporacdo de CH)-
timidina pelas células mononucleares do sangue periférico. O indice de estimulacdo (IE) foi
determinado pela divisdo do valor encontrado para a célula estimulada (CE) e o valor encontrado

com as células nao estimuladas (C), assim, IE=CE/C.

4.8 Necropsia dos animais e coleta do material

Os animais foram eutanasiados 30 dias e dois anos apds a inoculacdo do 7. cruzi para a
avaliag@o das lesdes teciduais ocorridas durante as fases aguda e cronica da infec¢do. A seguir, foi
realizada a necrdpsia e avaliagdo macroscopica dos 6rgaos linféides (bago e linfonodos cervicais),
da area cardiaca, figado, e do sistema digestivo (es6fago, estdbmago, ceco e cOlon). Para verificar a
presenca de linfadenopatia, esplenomegalia e cardiomegalia, o peso dos 6rgdos foi determinado e
relacionado com o peso de cada animal obtendo-se um indice de peso (IP) [(IP= Peso do 6rgao(g) +
Peso do c@o(kg)]. Em seguida, um fragmento de aproximadamente lcm X lem X 0,2cm da parede
atrial direita de todos os cdes foi coletado para realizacdo da histopatologia. O 4trio direito ¢ uma
das regides onde a miocardite chagasica canina processa-se com maior freqiiéncia, sendo mais facil
o encontro de células inflamatdrias necessarias ao estudo proposto (Caliari, 2001). Os fragmentos
do atrio direito utilizados para o processamento da histopatologia foram conservados em gelo e
fixados em formalina 10%. Para realizacdo da RT-PCR foram coletados fragmentos de 50mg do
atrio direito e do linfonodo cervical em solu¢do desnaturante (kit RNAgentes® Total RNA Isolation

System, Catalog: 75110, Promega, USA) e estocados a —79°C.

4.9 Histopatologia

4.9.1 Técnica de Hematoxilina & Eosina (H&E)

A coloragdo por H&E foi realizada em fragmentos do tecido cardiaco para evidenciagdo do
infiltrado inflamatério. Dois cortes seriados com 4um de espessura obtidos da parede atrial direita
de cada cdo infectado foram desparafinizados em dois banhos de xilol, 15min cada, hidratados em
solugdes alcodlicas de concentragdes decrescentes de dlcool (100%, 90%, 80% e 70%), 10min cada,
e lavados em dgua corrente por 10min e em PBS pH 7,2 por Smin. Em seguida, os cortes foram
corados pela hematoxilina por 10min, lavados em 4gua corrente e diferenciados rapidamente em
dlcool acidulado, novamente lavados em dgua corrente e corados pela Eosina durante 1min. Apds o
tltimo processo de lavagem em dgua corrente foram levados a estufa a 56°C para secagem.
Posteriormente foram colocados em banho de xilol durante 30min, € entdo, montadas as ldminas

com auxilio de entellan.
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4.9.2 Quantificagdo da inflamagdo na drea cardiaca
Todos os nicleos celulares presentes no fragmento do atrio direito foram quantificados em 30
imagens (campos) aleatdrias (drea total percorrida igual a 1,6 X 106um2). As imagens visualizadas
pela objetiva de 40x foram digitalizadas através de microcimera JVC TK-1270/RGB e do programa
KS300 contido no analisador de imagens Kontron Elektronick/Carl Zeiss. O processo inflamatdrio
foi determinado pelo niimero de niicleos das células presentes nos animais néo infectados, acrescido
de um desvio padrdo, os animais infectados com o 7. cruzi com valores da quantificacdo de nicleos

celulares acima desta média foram considerados com inflamacao cardiaca.

4.9.3 Técnica de Tricromico de Masson

Para observacdo de tecido conjuntivo fibroso e determinagdo da fibrose, fragmentos cardiacos
foram corados pela técnica de tricrdomico de Masson. Apds desparafinizacdo e hidratacdo de dois
cortes da parede atrial direita, estes foram corados com hematoxilina por 2min, lavados em 4gua
corrente e corados durante Smin pela solucdo nimero 1 (90ml Sudam 1% em solugdo alcodlica,
10ml fucsina 4cida 1% em solucdo aquosa e 1ml de 4cido acético glacial). Posteriormente foram
lavados em agua corrente, corados durante 10min pela solugdo nimero 2 (2,5g dcido fosfotingstico,
2,5g acido fosfomolibdico em 100ml de dgua destilada), novamente lavados. Em seguida foram
corados por Smin pela solugdo nimero 3 (2,5g azul de anilina, 2ml de acido acético glacial em
100ml &4gua destilada), lavados e submetidos a solucdo de dgua acética 10% durante Smin.
Realizado o dltimo processo de lavagem, os cortes foram desidratados, secados em estufa (56°C) e

colocados em xilol por 30min e montados em laminas com auxilio de entellan.

4.9.4 Andlise quantitativa da darea ocupada por tecido conjuntivo fibroso

Os cortes de tecido muscular cardiaco (4trio direito) foram corados pelo tricrdmico de Masson
e selecionados para a captura de imagens. Utilizando o analisador de imagens foram obtidas 30
imagens (campos) aleatdrias (drea total percorrida igual a 1,6 x 10°um?) de cada animal controle
(nfo infectado) e infectado. As imagens visualizadas pela objetiva de 40x foram digitalizadas
usando a microcamera JVC TK-1270/RGB e do programa KS300 contido no analisador de imagens
Kontron Elektronick/Carl Zeiss. Utilizando a fun¢do de segmentacdo de imagens, todos os pixels
com tons azuis foram selecionados para a criagdo de uma imagem bindria e posterior cdlculo da drea
total ocupada por fibrose nos caes infectados e pelo tecido conjuntivo fibroso normal nos cdes
controle. O mesmo procedimento foi adotado para o cdlculo da area ocupada por musculatura,

através da sele¢do de pixels com tons de vermelho. Todas as dreas obtidas foram comparadas por
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meio do teste ¢ de Student (programa GraphPad InStar) entre os cdes controle e os infectados com

as trés cepas do 7. cruzi estudadas.

4.10 Producgao de citocinas in situ pela RT-PCR

A dosagem das citocinas in sifu INF-y, TNF e IL-10 foi realizada pela técnica de RT-PCR nos
linfonodos cervicais e no 4trio direito dos animais controles ndo infectados e infectados com as
cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi. Para a realiz¢do desta técnica foram coletados fragmentos
de 50mg do linfonodo cervical e do atrio direito, colocados em tubo eppendorf de 1,5ml contendo

300ul de solug@o desnaturante e mantidos a —70°C até o momento da extragdo do RNA.

4.10.1 Exiragcao de RNA

O RNA foi extraido dos tecidos usando o kit RNAgentes® Total RNA Isolation System
(Catalog: 75110, Promega, USA). Os tecidos foram macerados com auxilio de maceradores de
teflon, adicionados 30ul de acetado de sédio 2M (pH 4,0) e 300ul de fenol/cloroférmio
homogeinizados em voértex durante 10 segundos e os tubos mantidos em gelo por 15min.
Posteriormente centrifugados a 10.000 X g por 20min a 4°C e cuidadosamente removido, com
auxilio de pipeta a fase aquosa superior que contém o RNA e medido o seu volume transferindo-a
para outro tubo eppendorf de 1,5ml. O DNA gen6mico e as proteinas permanecem na fase organica
inferior e na interface. Para a precipitacio do RNA foram adicionados 300ul de isopropanol
homogeinizados em vértex, incubados em gelo durante 30min e centrifugados a 10.000 X g por
10min a 4°C. A seguir, o sobrenadante foi descartado e o RNA contido no sedimento foi lavado
com 500ul de etanol 75%, homogeinizado com pipeta e centrifugado a 10.000 x g por Smin a 4°C.
Apéds a lavagem do RNA o sobrenadante foi descartado e o sedimento de RNA submetido a
secagem ao ar, os tubos foram colocados virados sobre papel absorvente durante 30min. O
precipitado foi dissolvido em 20ul de dgua livre de RNAse e os tubos incubados a 55-60°C para
dissolu¢do do RNA. Para a dosagem do RNA, 1ul da amostra foi diluida em 500ul de dgua livre de
RNAse e realizadas leituras de absorbéancia em espectofotdometro com luz UV utilizando filtros de
260nm e 280nm. As amostras foram consideradas com um bom grau de pureza e utilizadas quando
a relacdo das leituras de absorbancia a 260/280nm foram superiores a 1,8. O RNA foi quantificado

utilizando a seguinte férmula:

[RNA] (ug/ul)=absorbincia 260nm x40 x dilui¢do da amostra de RNA
1000
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As amostras foram diluidas em 4gua livre de RNAse e suas concentracdes ajustadas para

1ug/uL, acondicionadas a —70°C até a realizagdo da transcri¢do reversa.

4.10.2 Sintese de cDNA

Antes da realiza¢do da sintese de cDNA as amostras foram tratadas com DNAse (Catalog
M6101, Promega, USA). Para isto, foram adicionados aos microtubos plasticos eppendorf 3ul de
dgua livre de RNAse; 0,5ul do tampao da reagdo 10x; 0,5u1/0,5U DNAse; 0,511/0,5ug de RNA e
incubados a 37°C durante 15min. Em seguida, a DNAse foi inativada acrescentando 0,5ul de
solucdo de bloqueio da DNAse e as amostras incubadas a 75°C durante 10min. Posteriormente, as
amostras foram resfriadas em gelo durante 5Smin, a sintese de cDNA concluida e acrescentados
0,5ul oligo DT (Catalog 18418-012, Invitrogen, USA); 0,51 mix dNTP 10mM (Catalog 55082,
55083, 55084, 55085, Invitrogen, USA). As amostras foram incubadas a 65°C por 5min, resfriadas
em gelo durante 2min e realizada uma centrifugacio répida. Posteriormente foram adicionados 2l
do tampéo primeira fita 5x; 1ul DTT 0,1M e 0,5ul de RNAse OUT (Catalog 10777-019, Invitrogen,
USA), homogeinizados em vortex por 10 segundos e incubado a 42°C durante 2min. Foram
colocados 0,5ul de transcriptase reversa (Catalog 18064-014, Invitrogen, USA) e os tubos
incubados a 42°C durante 1h para a sintese do cDNA. Em seguida, a transcriptase reversa foi

inativada com incubag@o a 70°C durante 15min e o cDNA estocado a —20°C.

4.10.3 Realizacao da PCR e quantificacio de citocinas

A PCR foi processada utilizando 2ul da solugdo de cDNA de cada amostra; 0,036l MgCl,
50mM (Catdlogo 11615-010, Invitrogen, Brasil); 1,2ul tampdo 10x (Catdlogo 11615-010,
Invitrogen, Brasil); 1ul dNTPs 2,5mM (Promega, USA); 0,1ul de Tag DNA polimerase 5 U/ul
(Catalogo 11615-010, Invitrogen, Brasil); 0,3ul de cada iniciador (senso e anti-senso) na
concentracdo de 20uM e 7,064ul de dgua livre de RNAse perfazendo um volume final de 12ul de
reacdo. Os iniciadores utilizados foram para HPRT (sense: AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA, anti-
sense: CAATGGGACTCCAGATGCTT) gerando um produto de 219pb; TNF (sense:
CCCAAATTGCCTCCAACTAA, anti-sense: CTGGTTGTCTGTCAGCTCCA) gerando um
produto  de 181pb;  INF-y  (sense: CGGCCTAACTCTCTGAAACG,  anti-sense:
CCTCCCTCTTACTGGTGCTG) gerando um  produto de 380pb; IL-10 (sense:
AGCACCCTACTTGAGGACGA, anti-sense: GATGTCTGGGTCGTGGTTCT) gerando um
produto de 249pb (Dialab, Brasil). Estes iniciadores anelam-se as regides especificas do gene da

HPRT (proteina constitutiva) e das citocinas estudadas (TNF, INF-y e IL-10).
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As condigdes da reacdo foram: desnaturagdo do DNA a 94° C por 1min (com etapa inicial
mais longa 2min), anelamento dos iniciadores a 57° C por 1min, extensdo a 72°C por 1min e 30
segundos (com etapa final de 6min). A amplificagdo foi realizada com 28, 32, 32 e 40 ciclos em um
termociclador automadtico (Eppendorf, Master Cycler 5330, USA) utilizando os iniciadores de
HPRT, TNF, INF-y e IL-10, respectivamente. Na etapa de mistura da reacdo da PCR foi utilizado
como controle negativo a dgua livre de RNAse. Os produtos amplificados foram visualizados por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e revelados pela prata (Santos et al., 1993). O fragmento
a ser amplificado foi monitorado pela utilizagdo de marcadores de peso molecular (100pb DNA
Ladder, Catdlogo: 15628-019, Gibco, Brasil). Apés a eletroforese o gel foi fixado em solugdo de
etanol a 10% e 4cido acético a 0,5% por Smin sob agitacdo. A seguir, esta solugdo foi descartada e o
gel corado pelo nitrato de prata a 0,2% por 10min sob agitacdo e o gel lavado por 30 segundos em
dgua deionizada. Posteriormente, o gel foi revelado em solucdo de NaOH 0,75M e formaldeido
0,1M com agita¢do até nitido aparecimento das bandas. Novamente o gel foi transferido para a
solugdo fixadora e posteriormente secado entre folhas de papel celofane permeavel.

A quantificag@o das citocinas presentes foi determinada baseada na densidade 6ptica obtida
pela andlise das bandas de DNA das amostras pelo software quantity-one (The Discovery series
1998, Biorad laboratories, USA). Foi obtido para cada amostra um indice de produgéo de citocinas,
onde: Produg¢do de citocinas = densidade dptica do produto de PCR da citocina + densidade dptica

do produto de PCR da HPRT.

4.11 Andlise estatistica

O periodo patente e o pico maximo de parasitemia observados para os animais infectados com
as cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi foram comparados por meio de andlise de variincia dos
dados pelo teste de Tukey (Snedecor & Cochran, 1989). A producdo de citocinas in situ foi
comparada pelo teste ¢ Student. A variagdo dos indices de estimulagdo das CMSP, e dos niveis
médios de anticorpos em fungdo do tempo (semanas apds a infeccdo) foram testadas pela regressao
linear. A comparagio da tendéncia desta variacdo observada entre os grupos de animais infectados
(Y, Berenice-78, ABC) e ndo infectados foi analisado pelo teste de comparagdo de linhas de
regressdo (MANOVA) no programa estatistico SPSS versdo 8.0. As diferengas entre as médias dos
niveis de anticorpos e do indice de estimulagdo observados na 60* semana apds a inoculagéo foram
testadas pela andlise de variancia e teste de hipdtese de Schéffe (Snedecor & Cochran, 1989). Em
todos os casos, as diferencas foram consideradas significativas quando o valor de P foi menor que

0,05.
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5.1 Parametros biolégicos

5.1.1 Polimorfismo e infectividade das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi
O polimorfismo de formas tripomastigotas sangiiineas do 7. cruzi nas diferentes cepas
foi constatado pelo predominio de 91+5% de formas finas para a cepa Y, e de formas largas
para as cepas Berenice-78 (90+3%) e ABC (84+4%) (Grafico 1). Entretanto foi detectada a
presenca de um percentual mais elevado (15£2%) de formas delgadas para a cepa ABC do
que para a cepa Berenice-78 (5+3%), o que poderia justificar uma interiorizagdo mais intensa

in vitro, observada para a cepa ABC quando comparada a Berenice-78.

100 - *

% de formas tripomastigotas sanguineas

Y Berenice-78 ABC

m fina W larga O muito larga

Griéfico 1 - Polimorfismo de formas tripomastigotas sanguineas encontradas durante o pico
de parasitemia da fase aguda da infec¢io de camundongos Swiss inoculados com as cepas Y
(7° dia de infec¢do), Berenice-78 (142 dia de infeccdo) e ABC (122 dia de infec¢do) do T.

cruzi. (*) P<0,05 diferenca significativa em relacido aos demais grupos.

As cepas Y (27,74£6,1) e ABC (15,242,1) demonstraram alta taxa de infectividade,
enquanto a cepa Berenice-78 (1,2+0,4) a infectividade foi mais baixa (Figura 1 e Gréfico 2).
Nas células infectadas com as cepas Y (3,3£0,4) e ABC (2,1+0,4) foi observado um nimero
mais elevado de amastigotas do que na cepa Berenice-78 (1,240,3), indicando que mais de um

parasito foi internalizado por célula (Grafico 3).
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Figura 1 - Células da linhagem VERO infectadas com 12,5x10* tripomastigotas de 7. cruzi
obtidas de cultura celular das cepas Y (A), Berenice-78 (B) e ABC (C) mostrando as formas

amastigotas apds 48h de infeccao.
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Grifico 2 - Percentagem de células VERO contendo amastigotas 48h apés a infec¢do com
12,5%x10" tripomastigotas de T. cruzi obtidas de cultura celular das cepas Y, Berenice-78 e

ABC.
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Grafico 3 - Nuimero de amastigotas por célula 48h apés a infecgdo com 12,5%10*

tripomastigotas de cultura celular das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi.

5.1.2 Curva de parasitemia

As cepas Y, Berenice-78 e ABC apresentaram diferencas significativas nos parametros
biolégicos quando inoculadas em cdes da raca Beagle. Foram observados trés perfis diferentes
de curvas de parasitemia nos animais inoculados com estas cepas do T. cruzi (Grafico 4). O
primeiro perfil, observado para a cepa Y, mostrou pico de parasitemia bem definido no 15°
dia de infecgdo, e niveis de parasitemia intermedidrios em relacdo as cepas Berenice-78 e
ABC. O segundo, produzido pela cepa Berenice-78, apresentou baixos niveis de parasitemia
com trés picos de parasitemia pouco definidos no 21°, 26° e 28° dia apds a inoculagdo. O
terceiro perfil apresentado pela cepa ABC mostrou dois picos distintos de parasitemia no 24°
e 28° dia ap6s a infecgdo, e altos niveis parasitémicos em relacdo as outras cepas estudadas.
Os periodos pré-patentes foram menores nos animais inoculados com as cepas Y e ABC (12 e
14 dias, respectivamente), em relacdo aos animais infectados com a cepa Berenice-78 (18
dias). Os animais inoculados com a cepa ABC apresentaram o periodo patente mais longo (23
dias), enquanto aqueles inoculados com a cepa Berenice-78 apresentaram periodos
intermedidrios (12 dias) e naqueles infectados com a cepa Y foram observados os periodos

patentes mais curtos (7 dias). Nao foi observada mortalidade entre os caes apds a infeccao.
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Grafico 4 - Curvas de parasitemia em cdes da raca Beagle infectados com 4000
tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T.

cruzi.

5.2 Parametros Imunolégicos
5.2.1 Quantificagdo da producdo de IgA e IgM totais

Os animais infectados com as diferentes cepas do 7. cruzi apresentaram 0 mesmo
padrdo de produgdo para IgA e IgM total nos ASC (Gréaficos SA e 5B). Foram detectados
baixos niveis de IgA a partir da 2* semana de infec¢do, que aumentaram até a 6* semana de
infec¢do, apresentando niveis semelhantes aos encontrados nos animais ndo infectados a partir
da 20" semana de infecgdo. O IgM foi detectado em niveis mais elevados durante a fase aguda
da infec¢do em todos os animais infectados, sendo mais evidentes a partir da 2* semana de
infeccdo com pico de producdo na 6* semana. A normalizagdo dos niveis de produgio foi
observada a partir da 30* semana de infec¢do, sendo ausente durante a fase cronica da

infeccao.
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Griafico 5 - Anticorpos especificos anti-7. cruzi determinados pela ELISA no soro de caes
Beagle infectados com 4000 tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal com as

cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi. A) IgA total, B) IgM total.
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5.2.2 Quantificagao da produgdo de IgG total e subclasses (IgG1 e IgG2)

Todos os animais apresentaram um perfil similar de producao para IgG total e IgG2 na
SC. Estas imunoglobulinas foram detectadas a partir da 4* semana de infec¢do, aumentaram
até a 15* semana e se mantiveram estaveis até o final do experimento (100 semanas apds a
infeccdo), Graficos 6A e 6C. Os altos niveis de IgGl na sorologia convencional foram
detectados principalmente no soro dos animais infectados com a cepa Berenice-78, a partir da
10* semana, com elevacdo dos niveis (0,419 £ 0,139) na 30* semana apés a infecgdo,
estabilizando-se posteriormente até o final do experimento. Por outro lado, os anticorpos IgG1
foram detectados, em baixos niveis (0,187 = 0,046), nos soros de alguns animais infectados
com a cepa ABC apenas durante a fase aguda da infec¢do. Os animais infectados com a cepa
Y apresentaram niveis de IgGl similares aqueles observados nos animais ndo infectados
(Grafico 6B).

O perfil de producio de IgG total e IgG2 detectados pela CF foi similar aquele
observado na SC. Todos os cdes infectados com as cepas Y, Berenice-78 e ABC apresentaram
o mesmo padrdo dessas imunoglobulinas. No entanto, essas duas subclasses foram detectadas
pela CF duas semanas apds a inoculagdo nos cdes infectados com as cepas Y e ABC e
somente a partir de quatro semanas nos animais infectados com a cepa Berenice-78 (Graficos
7A e 7C). Por outro lado, dois padrdes de producdo de anticorpos IgG1 foram observados nos
animais infectados com as cepas Y, Berenice-78 e ABC. O primeiro padrio foi apresentado
pelos animais infectados com as cepas Y e ABC, onde os anticorpos IgG1 foram detectados
somente durante a fase aguda da infeccdo com picos de parasitos fluorescentes de 37,75 *
8,49 (6* semana ap6s a infec¢do) e 65,21 + 4,95 (10* semana), respectivamente. O segundo
padrdo foi observado nos animais infectados com a cepa Berenice-78, onde todos os animais
apresentaram niveis ascendentes de IgG1 até a 30* semana ap6s a infec¢do com pico maximo
de parasitos fluorescentes de 87,25 + 2,38, permanecendo em niveis estdveis durante a fase
cronica, até o final do periodo de observacdo. Os animais controles ndo infectados

apresentaram niveis constantes de parasitos fluorescentes de 4,67 + 0,70 (Grafico 7B).
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Grifico 6 - Anticorpos especificos anti-7. cruzi determinados pela ELISA no soro de cées
Beagle infectados com 4000 tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal com as

cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi. A) IgG total, B) IgG1 e C) I1gG2.
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Grifico 7 - Anticorpos especificos anti-T. cruzi determinados pela citometria de fluxo no soro

de caes Beagle infectados com 4000 tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal

com as cepas Y, Berenice-78 e ABC do T cruzi. A) IgG total, B) IgG1 e C) IgG2.
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5.2.3 Quantificagao da produgdo de anticorpos liticos
Todos os cées infectados com as diferentes cepas apresentaram o mesmo padrio de
LMCo o que indica cinética de produ¢do semelhante de anticorpos liticos (Grifico 8).
Entretanto, os anticorpos liticos foram detectados 15 dias apdés a inoculacdo nos cies
infectados com as cepas Y e ABC, a partir do 30° dia nos animais infectados com a cepa
Berenice-78. A percentagem de LMCo foi ascendente até a sexta semana apds a infeccdo,
estabilizando-se em cerca de 70% para todos grupos de animais infectados, e permanecendo

desta forma até o final do periodo de observacao (100 semanas apds a infeccio).
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Grafico 8 — Porcentagem de lise de parasitos mediada pelo complemento, no soro de cies
Beagle infectados com 4 x 10’ tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal das

cepas Y, Berenice-78 e ABC do T cruzi.

5.2.4 Resposta proliferativa de células mononucleares do sangue periférico

Durante a fase aguda da infec¢do pelo 7. cruzi todos os animais apresentaram o mesmo
padrdo de resposta proliferativa de CMSP. Esta resposta foi observada frente ao estimulo com
antigeno de formas tripomastigotas medido pelo indice de estimulagdo (IE) seis semanas apds
a inoculagdo, apresentando um pequeno decréscimo ao final da fase aguda (20 semanas apds
infec¢cdo). Durante a fase cronica os animais infectados com as cepas Berenice-78 e ABC
apresentaram niveis estdveis do IE, com pequeno pico da resposta proliferativa na 60* semana
de infec¢do. Nesta semana foram observados os mais elevados IE entre os cdes infectados
com as cepas Y, Berenice-78 e ABC (pico do IE: 18,08+6,13; 9,16+2,74 e 11,44+2,73,
respectivamente). Por outro lado, os animais infectados com a cepa Y apresentaram elevada

resposta proliferativa em relacdo aqueles infectados com a cepa Berenice-78 (P<0,05),
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entretanto, ndo foi observada diferenca significativa em relagdo aos animais infectados com a
cepa ABC neste periodo. Em todos os animais ndo infectados foram observadas respostas
proliferativas mais baixas que aquelas observadas nos animais infectados com as diferentes
cepas do T. cruzi (P<0,05) (Grafico 9).

Foi realizada andlise comparativa e a correlacdo entre a produgdo de anticorpos
especificos da subclasse IgG1, medidos pela ELISA e pela citometria de fluxo, e a resposta
proliferativa de CMSP (Gréfico 10 e 11). A proliferacio de CMSP realizada 60 semanas apds
a infeccdo foi escolhida para a andlise de correlacio por apresentar niveis discriminantes entre
os animais infectados com as diferentes cepas do 7. cruzi. A producdo da subclasse IgGl,
medida pela ELISA em cées infectados apresentou 67% de correlacdo inversa com a
proliferacdo de CMSP induzida com antigenos deste parasito (Grafico 11A). No Gréfico 11A
ainda pode ser visualizada, a auséncia de danos cardiacos (cardiomegalia, fibrose e
inflamacao) e produgdo elevada de IgG1 na SC. Por outro lado, ndo foi observada correlacio
significativa (P=0,054; r=0,56) entre os niveis de produgdo de IgG1 medidos por citometria
de fluxo e a proliferagdo de CMSP. Todavia, observou-se tendéncia para niveis de I[gG1 mais

elevados serem relacionados a niveis baixos de proliferagdo (Grafico 11B).
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Grafico 9 - Estimulagdo de células mononucleares do sangue periférico, in vitro, com
antigeno de formas tripomastigotas durante as fases aguda e cronica da infeccdo de cdes da
raca Beagle inoculados com 4 x 10° tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal das

cepas Y, ABC e Berenice-78 do T. cruzi e animais nio infectados como grupo controle.
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Griéfico 10 - Andlise comparativa entre os perfis imunoldgicos determinados pelo ELISA (A),
citometria de fluxo (B) e proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico (C)
realizadas 60 semanas apds a infec¢do com 4 X 10° tripomastigotas sanguineos/kg por via

intraperitoneal das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi em caes da raca Beagle.
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Grafico 11 — Correlacdo inversa entre a proliferagio de CMSP e a producdo de IgGl
determinado por ELISA (A) e pela citometria de fluxo (B) realizadas em caes da raga Beagle
60 semanas apos a infeccdo com 4 X 10° tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal
das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi. O circulo vermelho indica os animais que nio

apresentaram cardiomegalia, fibrose e inflamag@o no coragio.
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5.3 Histopatologia

5.3.1 Avdliagcdo da presenca de linfadenopatia, esplenomegalia, cardiomegalia
e de alteragoes no sistema digestivo

A correlacgdo entre o peso dos 6rgdos (bago, linfonodo e coragéo) e o peso dos animais,
revelou a presenca de alteracdes anatomopatoldgicas nos 6rgdos linfaticos e na area cardiaca
dos animais infectados com as trés cepas do T. cruzi, ademais, diferengas marcantes na
intensidade destas altera¢des foram observadas.

Durante a fase aguda, todos os animais infectados com as diferentes cepas do T. cruzi
(Y, Berenice-78 e ABC) apresentaram esplenomegalia e linfadenopatia cervical acentuada
(Gréfico 12A, 12B, 12C; Tabelas 2, 3 e 4). A cardiomegalia foi observada em 50% dos
animais infectados com as cepas Y e ABC e em 25% dos animais infectados com a cepa
Berenice-78, porém pouco pronunciada (Gréafico 12C, Tabela 4).

Durante a fase cronica, nio foi observada linfadenopatia nos animais infectados com a
cepa Y, e em 25% e 50% e dos animais infectados com as cepas Berenice-78 e ABC,
respectivamente, sendo pouco pronunciada (Grafico 12B, Tabela 3). Por outro lado, todos os
animais infectados com as diferentes cepas permaneceram apresentando esplenomegalia
durante a fase cronica, porém, bem menos pronunciada do que aquela apresentada durante a
fase aguda (Gréfico 12A, Tabela 2). A cardiomegalia foi bastante pronunciada durante a fase
cronica em 100%, 50% e 100% dos animais infectados com as cepas Y, Berenice-78 e ABC
do T. cruzi, respectivamente (Grafico 12C e Tabela 4).

A andlise macroscépica do esdfago, estbmago, ceco e c6lon nos animais infectados néo
revelou alteragdes anatomicas em relagdo ao grupo de animais controles ndo infectados.
Andlises histoldgicas serdo realizadas para verificar a integridade do sistema de inervacio

destes 6rgdos.
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Griéfico 12 - Correlagdo entre o peso do 6rgdo e o peso do animal durante as fases aguda e
cronica da infec¢do de cdes da raca Beagle com 4 x 107 tripomastigotas sanguineos/kg das
cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi, por via intraperitoneal: A) baco B) linfonodo e C)

coragdo. (*) P<0,05 diferenca significativa do grupo infectado em relacdo ao controle.
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Tabela 2 - Presenca de esplenomegalia em cées da raca Beagle infectados com as cepas Y,
Berenice-78 e ABC do 7. cruzi e eutanasiados durante as fases aguda (30 dias) e cronica (100

semanas) da infeccao.

Cepas de Fase Aguda Fase cronica
T. cruz N° de cies com esplenomegalia/total N° de ciies com esplenomegalia/total
Y (4/4) (4/4)
Berenice-78 (4/4) (4/4)
ABC (4/4) (4/4)

Tabela 3 - Presenca de linfadenopatia cervical em cies da raca Beagle infectados com as
cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi e eutanasiados durante as fases aguda (30 dias) e

cronica (100 semanas) da infecgao.

Cepas de Fase aguda Fase cronica
T. cruzi N’ de cies com linfadenopatia N°de cies com linfadenopatia cervical/
cervical/total total
Y (4/4) 0/4)
Berenice-78 4/4) (2/4)
ABC (4/4) (1/4)

Tabela 4 - Presenca de cardiomegalia em cdes da raga Beagle infectados com as cepas Y,
Berenice-78 e ABC do 7. cruzi e eutanasiados durante as fases aguda (30 dias) e cronica (100

semanas) da infec¢@o.

Cepas de Fase aguda Fase cronica
T. cruzi N’ de cies com cardiomegalia/total N° de cies com cardiomegalia/total
Y (2/4) (4/4)
Berenice78 (1/4) (2/4)
ABC (2/4) (4/4)
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5.3.2 Avaliagdo da presenca de inflamacgao e fibrose na drea cardiaca

Para a avaliacdo histopatologica foram realizadas andlises morfométricas
computadorizadas (KS300/Carl Zeiss) para quantificacdo das dreas ocupadas por musculo
cardiaco, inflamacao e fibrose.

A andlise realizada nos tecidos dos animais necropsiados durante a fase aguda revelou
diferenca significativa (P<0,05) entre o nimero de nicleos celulares presentes no atrio direito
dos cdes infectados em relagdo aqueles ndo infectados, porém ndo houve diferenga
significativa em relacdo a quantidade de coldgeno presente entre estes grupos de animais. Foi
determinada, durante a fase aguda, a presenca de miocardite severa no atrio direito em todos
os animais infectados com as cepas Y, Berenice-78 e ABC em relacdo aqueles animais
controles ndo infectados (Figura 2; Grafico 13A e Tabela 5). A fibrose foi discreta em 50%
dos animais infectados com as cepas Y e ABC e 25% dos animais infectados com a cepa
Berenice-78 (Figura 2; Gréfico 13B e Tabela 6).

Durante a fase cronica foi observada diferenca significativa em relagdo ao nimero de
nudcleos celulares e quantidade de coldgeno no atrio direito apenas nos grupos de animais
infectados com as cepas Y e ABC em relacdo ao grupo de animais ndo infectados (P>0,05).
Porém, a presenca de miocardite e fibrose foi assinalada em 100%, 50% e 100% no éatrio
direito daqueles animais infectados com as cepas Y, Berenice-78 ¢ ABC, respectivamente
(Figura 2; Graficos 13A, 13B e Tabelas 5, 6). Por outro lado, a fibrose entre os animais
infectados com as cepas Y e ABC foi mais intensa do que a observada nos animais infectados

com a cepa Berenice-78.
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Tabela 5 — Presenca de miocardite em cées infectados com as cepas Y, Berenice-78 e ABC

do T. cruzi e eutanasiados durante as fases aguda (30 dias) e cronica (100 semanas) da

infeccao.
Cepas de 7. Fase aguda Fase cronica
cruzi N° de caes com inflamacéo no N° de cies com inflamacio no
miocardio/total miocardio/total
Y (4/4) (4/4)
Berenice-78 4/4) (2/4)
ABC (4/4) (4/4)

Tabela 6 — Presenca de fibrose no miocardio de cdes infectados com as cepas Y, Berenice-78

e ABC do T. cruzi e eutanasiados durante as fases aguda (30 dias) e cronica (100 semanas) da

infeccao.
Cepas de Fase aguda Fase cronica
T. cruzi N° de cies com fibrose no N° de cies com fibrose no
miocardio/total miocardio/total
Y (2/4) (4/4)
Berenice-78 (1/4) (2/4)
ABC (2/4) (4/4)

Obs. Animais sacrificados na fase aguda apresentaram fibrose discreta.

46



Resultados

Figura 2 - Histologia do atrio direito do corag@o de cies Beagle controles nfo infectados sacrificados com a mesma idade dos animais infectados durante as fases
aguda A) HE, e cronica da infec¢io B) HE, C) tricrdmico de Masson; e cortes histolégicos de cdes Beagle infectados com 4 x 10” tripomastigotas sanguineos/kg por via
intraperitoneal das cepas Berenice-78 do T. cruzi, D) fase aguda: inflamacdo intensa, degenerac@o hialina discreta e parasitos. E) fase cronica, degeneracdo hialina
discreta e F) fase cronica, fibrose discreta; Y do T. cruzi fase aguda, G) processo inflamatdrio intenso, degeneracdo hialina moderada; H) fase cronica, inflamagao
discreta, degeneracdo hialina moderada. I) fase cronica, fibrose moderada; ABC do T. cruzi fase aguda, J) processo inflamatério intenso, degeneracdo hialina
moderada; L) fase cronica, inflamacao discreta, degenerag@o hialina moderada. M) fase cronica, fibrose moderada (x40).
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Griéfico 13 - Celularidade (A) e fibrose (B) no miocardio durante as fases aguda e cronica da
infeccdo com 4 x 10° tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal das cepas Y,
Berenice-78 e ABC do T. cruzi em cées da raca Beagle. (*) P<0,05 diferenca significativa do

grupo infectado em relagé@o ao controle.
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5.4 Producgdo de citocinas in situ pela técnica de RT-PCR

5.4.1 Produgao de IFN-y, TNF e IL-10 no linfonodo cervical

A produgdo in situ de TNF, IFN-y e IL-10 no linfonodo cervical, determinada pela RT-
PCR, esta representada nas Figuras 3A e 3B. Durante a fase aguda (Figura 3A) a andlise
semiquantitativa (Gréfico 14A) da expressao das citocinas TNF, IFN-y e IL-10 nos linfonodos
cervicais dos caes ndo infectados e infectados com as cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi
nio demonstrou diferenca significativa nos niveis apresentados entre os animais infectados e
ndo infectados. Nos animais infectados com a cepa Berenice-78 (0,9810,28) foram
observados niveis ligeiramente maiores da producdo de IL-10 nos linfonodos em relacdo aos
animais infectados com as cepas Y (0,7010,14) e ABC (0,74%0,12), mas nio houve diferenca
significativa entre os niveis de producdo desta citocina nos animais infectados com as trés
cepas do T. cruzi.

Durante a fase cronica foi observado uma redugdo na produgdo destas citocinas nos
linfonodos cervicais dos animais infectados em relag@o aos niveis apresentados durante a fase
aguda da infec¢éo, sendo observados niveis semelhantes na produgdo destas citocinas entre os

animais infectados e ndo infectados (Figura 3B e Graifico 14B).
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HPRT 220pb
TNF 181pb
IFN-y 380pb
IL-10 249pb

Y ABC Controle Berenice-78
Figura 3 — Expressdo de citocinas no linfonodo cervical de cdes Beagle ndo infectados e

infectados com 4 x 10° formas tripomastigotas sanguineas das cepas Y, ABC e Berenice-78
do T. cruzi determinado por RT-PCR. (A) fase aguda e (B) fase cronica, Canaleta 1: PM,
padrdo de peso molecular 100pb; Canaleta 2: B, branco, controle negativo da reacio;
Canaletas: 3-18: produto da RT-PCR obtida de cada animal. HPRT, gene constitutivo

utilizado como controle positivo da reagao.
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Grafico 14 — Andlise semi-quantitativa da expressdo de mRNA das citocinas TNF, IFN-y e
IL-10 no linfonodo cervical durante as fases aguda (A) e cronica (B) da infeccao com 4 X 10°
tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T.
cruzi em caes da raca Beagle. O indice de producdo de citocinas foi obtido com a relacdo

entre a média de producdo da citocina no grupo de animais infectados sobre a média da

producdo de HPRT.
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5.4.2 Producgdo de IFN-y, TNF e IL-10 no dtrio direito

A produgdo in situ de TNF, IFN-y e IL-10 no étrio direito, determinada pela RT-PCR,
estd representada nas Figuras 4A e 4B. Durante a fase aguda (Figura 4A), a andlise
semiquantitativa (Gréfico 15A) da expressdo das citocinas TNF, IFN-y e IL-10 no 4trio direito
dos cées infectados com as cepas Y, Berenice-78 e ABC demonstrou diferenca significativa
(P<0,05) na producdo das trés citocinas em relagdo ao grupo de animais ndo infectados. Sendo
a producdo de IL-10 no étrio direito dos animais infectados com a cepa Berenice-78, Y e ABC
de 1,5210,61; 0,82%0,13 e 0,75%0,24, respectivamente. Estas citocinas ndo apresentaram
niveis detectaveis no atrio direito dos animais néo infectados, sacrificados com a mesma idade
dos animais chagésicos durante as fases aguda e cronica da infeccdo (Figuras 4A e 4B,
Graficos 15A e 15B).

Durante a fase cronica (Figura 4B, Grafico 15B) foram detectados niveis semelhantes
na producdo de IFN-y no atrio direito dos animais infectados com as cepas Y (1,10%0,38),
Berenice-78 (0,8610,07) e ABC (1,0410,08) do T. cruzi. A producdo de IL-10 foi detectada
apenas nos animais infectados com a cepa Berenice-78 (0,3510,20), ndo sendo detectada nos
animais infectados com as cepas Y e ABC e naqueles ndo infectados. Foi observada diferenca
significativa (P<0,05) entre a producdo de IFN-y nos animais infectados em rela¢do ao grupo
de animais ndo infectados. Em relacdo a produgcdo de IL-10, foi observada diferenga
estatisticamente significativa do grupo de animais infectados com a cepa Berenice-78 em

relacdo aos demais grupos de animais (ndo infectados, e infectados com as cepas Y e ABC).
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Figura 4 — Expressdo de citocinas no atrio direito de cdes Beagle ndo infectados e infectados
com 4 x 10° tripomastigotas sanguineas das cepas Y, ABC e Berenice-78 do T. cruzi
determinado por RT-PCR. (A) fase aguda e (B) fase cronica, Canaleta 1: PM, padrio de peso
molecular 100pb; Canaleta 2: B, branco, controle negativo da reagdo; Canaletas: 3-18:
produto da RT-PCR obtida de cada animal. HPRT, gene constitutivo utilizado como controle

positivo da reagao.
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Grafico 15 — Andlise semi-quantitativa da expressdo de mRNA das citocinas TNF, IFN-y e
IL-10 no atrio direito durante as fases aguda (A) e cronica (B) da infeccdo com 4 X 10°
ripomastigotas sangiiineos/kg por via intraperitoneal das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T.
cruzi em cdes da raca Beagle. P<0,05 diferenca estatistica significativa do (*) grupo infectado
em relacdo ao controle, e (*) grupo infectado com Berenice-78 em relagdo ao controle e aos

demais grupos infectados.
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5.5 Aspectos imunolégicos e alteragoes anatomopatolégicas

Os cdes avaliados durante a fase cronica foram agrupados baseando-se na patologia
cardiaca observada, independente da cepa utilizada para sua infeccdo, sendo: controles nio
infectados; cardiacos (apresentaram cardiomegalia, inflamag¢do e fibrose na musculatura
cardiaca); e indeterminados (ndo apresentaram danos cardiacos). Posteriormente, foi
realizada a comparacgdo entre a produgdo de IgG1 detectada por ELISA e por citometria de
fluxo e entre a produgédo IFN-y e IL-10 in sifu na musculatura cardiaca destes animais.

A producdo de IgGl (Grificos 16A e 16B), nos animais que ndo apresentaram danos
cardiacos (forma indeterminada) mostrou-se significantemente maior quando medido pelas
técnicas de ELISA e de citometria de fluxo, aos animais que apresentaram a forma cardiaca
da doencga. A técnica de citometria de fluxo mostrou maiores niveis de producio de IgGl
(P<0,05) nos animais que apresentaram a forma cardiaca da doenca de Chagas em relacdo ao
grupo controle.

A andlise da produgdo de IFN-y e IL-10 in situ no étrio direito demonstrou producdo
significantemente maior (P<0,001) de IL-10 no grupo de animais que apresentaram a forma
indeterminada em relacio aqueles que apresentaram a forma cardiaca da doenca. Entretanto,

ndo foi observada diferencga significativa em relagdo a producdo de IFN-y entre estes dois

grupos de animais (Grafico 17).
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Griéfico 16 — Anticorpos especificos da subclasse IgG1 anti-7. cruzi determinados por ELISA
(A) e citometria de fluxo (B) no soro de cédes Beagle coletados 100 semanas apds a infec¢do
com 4 x 10 tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal das cepas Y, Berenice-78 e
ABC do T. cruzi. Os animais foram divididos independentes da cepa utilizada em grupos:
controle, assintomadtico (forma indeterminada) e os que apresentaram lesdes cardiacas (forma

cardiaca). P<0,05 diferenca significativa (*) entre os grupos.

56



Resultados

1,6
@
k= E *
o
:‘2 172 7
(&)
Sk
oI
g0 SIS
S8 o8
T O
oL
S G
o =
© 0,4
(O]
Q
©
£

0 ‘
Controle Indeterminada Cardiaca
m IL-10 m IFN-gama

Grafico 17 — Expressdo semi-quantitativa de mRNA das citocinas IFN-y e IL-10 no étrio
direito durante a fase cronica (100 semanas apds a inoculagdo) da infeccdo com 4 x 10
tripomastigotas sanguineos/kg por via intraperitoneal das cepas Y, Berenice-78 e ABC do T.
cruzi em cdes da raca Beagle. Os animais foram agrupados, independentemente da cepa
utilizada, em grupo: controle, assintomdtico (forma indeterminada) e os que apresentaram
lesdes cardiacas (forma cardiaca) P<0,001 diferenca significativa (*) em relagdo ao controle e

(*) em relag@o ao controle e entre os grupos indeterminado e cardiaco.
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Nas Tabelas 7 e 8 encontram-se os valores individuais de cardiomegalia, fibrose e
inflamacdo na area cardica, proliferacdo de CMSP, producio de IgG1 nos ASC e nos AATV,
e a dosagem de mRNA para IL-10 no étrio direito dos cées Beagle infectados com as cepas Y,
Berenice-78 e ABC do T. cruzi.

Durante a fase aguda, quatro semanas apds a infeccdo, j4 é observado producdo
significantivamente (P<0,05) maior de IgG1 nos ASC e nos AATV. Em relagdo a produgao
de IL-10 in situ no coragdo dos cdes infectados com as cepas Y, Berenice-78 ¢ ABC em
relacdo aos animais ndo infectados, ndo foi observada diferenca significativa entre os animais
infectados. Nesta fase da doenca ndo foi observada diferenca entre a cardiomegalia,
inflamacao, fibrose e proliferacio de CMSP dos animais infectados com as trés cepas do T
cruzi utilizadas.

Na fase cronica da infeccdo, 100 semanas apds a infecgdo, todos os animais infectados
com as cepas Y e ABC apresentaram cardiomegalia, inflamagdo e fibrose na drea cardiaca.
Estes animais apresentaram niveis muito baixos ou ausentes de anticorpos da subclasse IgG1
nos ASC e nos AATYV e ndo foram observados niveis detectiveis de IL-10 in sifu no coragao.
Todavia, nos animais infectados com a cepa Berenice-78 foi observada apenas 50% de
cardiomegalia, inflamacdo e fibrose na drea cardiaca. Os animais infectados com a cepa
Berenice-78 que apresentaram danos cardiacos produziram niveis mais baixos de IgGl nos
ASC e nos AATV e IL-10 in situ no coracdo em relacdo aqueles animais que nao

apresentaram danos cardiacos do mesmo grupo.
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Tabela 7 — Aspectos imunolégicos e anatomopatoldgicos de cées Beagle quatro semanas apds

a infecgdo (fase aguda) com as cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi.

Colageno/ Niicleos IgG1 IL-10
IP drea  53.333cm®  celulares/ Indice de IgG1 (Citometria) (coragio)
Cepa Cao cardiaca da area 53.333cm’ estimulacao (ELISA) % parasitas densito-
cardiaca da area de CMSP  absorbancia fluorescentes metria
cardiaca
Y 1 11,76 5319 265 5,6 0,082 33 0,97
Y 2 11,86 5023 286 6,6 0,081 35 0,64
Y 3 10,10 4233 301 1,0 0,070 32 0,80
Y 4 9,89 5050 308 1,9 0,077 40 0,85
ABC 5 10,08 5330 319 1,0 0,093 27 0,65
ABC 6 987 4801 310 1,3 0,083 30 1,1
ABC 7 955 4326 307 2,4 0,087 15 0,70
ABC 8 1148 5106 361 1,4 0,109 10 0,55
Controle 9 8,51 5210 161 1,7 0,068 2 0
Controle 10 11,06 3923 152 1,3 0,063 4 0
Controle 11 9,09 4201 173 2,1 0,080 3 0
Controle 12 9,17 4614 157 0,9 0,071 2 0
Be-78 13 9,87 4256 205 2,0 0,185 77 1,49
Be-78 14 9,64 4970 254 1,1 0,196 84 1,45
Be-78 15 10,80 4218 218 1,9 0,175 85 1,05
Be-78 16 14,01 5328 325 14 0,109 64 2,92

IP: indice de peso (peso do coragdo-gramas/peso do cdo-kg)

Tabela 8 — Aspectos imunoldgicos e anatomopatoldgicos de cies Beagle 100 semanas apds a

infec¢do (fase cronica) com as cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi.

Colageno/  Nicleos IgG1 IL-10
IP area 53.333cm’  celulares/ Indice de IgG1 (Citometria) (coracio)
Cepa Cao cardiaca dadrea  53.333cm’ estimulacao (ELISA) % parasitas densito-
cardiaca da area de CMSP  absorbancia fluorescentes metria
cardiaca
Y 17 10,95 6249 245 11,4 0,081 19 0
Y 18 10,39 9095 236 14,0 0,054 20 0
Y 19 11,43 7706 275 9,7 0,071 23 0
Y 20 12,30 8996 227 12,5 0,072 16 0
ABC 21 10,63 6451 232 10,7 0,180 23 0
ABC 22 11,79 7356 246 11,5 0,238 19 0
ABC 23 10,16 8926 293 12,8 0,173 28 0
ABC 24 10,98 6835 234 9.4 0,214 33 0
Controle 25 7,34 4206 164 1,6 0,090 3 0
Controle 26 7,72 4372 177 1,2 0,078 5 0
Controle 27 6,00 3775 134 0,8 0,080 6 0
Controle 28 8,64 2845 153 1,7 0,055 4 0
Be-78 29 12,00 7132 325 10,6 0,265 79 0,13
Be-78 30 11,51 6789 254 7,9 0,226 73 0,18
*Be-78 31 8,50 4101 202 6,7 0,463 80 0,53
*Be-78 32 8,00 3905 174 5,5 0,493 84 0,70

IP: indice de peso (peso do coragdo-gramas/peso do cdo-kg), *caes infectados sem danos cardiacos.
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6. DISCUSSAO
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Os mecanismos imunopatogénicos envolvidos na doenga de Chagas sdo objetos de
diversos estudos e especulacdes. As caracteristicas biolégicas inerentes as cepas do parasito,
como a infectividade in vitro e o polimorfismo de formas tripomastigotas sanguineas, teriam
relacio direta com a apresentacio de diferentes alteragdes anatomopatoldgicas cardiacas? E
possivel tracar um perfil de produgdo de anticorpos ou citocinas pelos pacientes que
apresentam manifestacdes cardiacas ou digestivas? Aqueles individuos que ndo apresentam
manifestacdes clinicas da doenga teriam perfil diferente? Seria possivel estabelecer uma
mudanga no padrio de resposta imunoldgica quando o paciente evolui da forma
indeterminada para a forma cardiaca da doenga? Na tentativa de encontrar resposta para estas
questdes buscamos estudar um modelo capaz de reproduzir com maior fidelidade a doenca de
Chagas humana. Além de reproduzir diferentes aspectos clinicos observados na doenga de
Chagas humana, o cdo da raca Beagle foi o modelo eleito, pois sdo animais amplamente
estudados e tém seus pardmetros imunoldgicos normais bem definidos, possuem
caracteristicas genéticas homogéneas o que propicia a obtengdo de resultados imunolégicos e
clinicos reprodutiveis.

Neste trabalho foi observada uma correlagdo entre o polimorfismo e a infectividade in
vitro de formas tripomastigotas sangiiineas em relacdo as lesdes cardiacas produzidas pelas
cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi. As cepas mais patogé€nicas para os cdes (Y e ABC)
apresentaram maior nimero de formas tripomastigotas delgadas e maior taxa de infec¢do in
vitro. Em relagdo ao polimorfismo das formas sangiiineas foi observado 91% de formas
delgadas para a cepa Y e uma predominancia de 90% e 84% de formas largas para as cepas
Berenice-78 e ABC, respectivamente. O polimorfismo das formas sangiiineas do 7. cruzi ja
havia sido descrito por Chagas (1909) e confirmado por diferentes autores posteriormente
assinalando também a predominancia de formas tripomastigotas delgadas na cepa Y do T.
cruzi e de formas largas para a cepa ABC (Brener & Chiari, 1963; Lana & Chiari, 1986;
Marques de Aratjo & Chiari, 1988). A infectividade in vitro foi mais elevada para a cepa que
apresentou predominio de formas tripomastigotas delgadas em relagdo aquelas que
apresentaram predominio de formas largas. Os indices de infectividade in vitro foram 27,7%,
15,2% e 1,3% para as cepas Y, ABC e Berenice-78, respectivamente, e esta ultima com
baixissima taxa de infectividade. A elevada infectividade in vitro da cepa Y, e baixos indices
de infectividade para a cepa Cl com predomindncia de formas largas tém sido relatadas
(Brener et al., 1976; Bertelli et al., 1977; Bertelli & Brener, 1980).

Outro aspecto relacionado ao polimorfismo e a infectividade de formas tripomastigotas

in vitro sdo as curvas de parasitemia obtidas em camundongos infectados experimentalmente
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(Brener et al., 1976; Bertelli et al., 1977; Bertelli & Brener, 1980; Lana & Chiari, 1986;
Marques de Aratdjo & Chiari, 1988). Em caes da raca Beagle infectados com tripomastigotas
da cepa ABC foram observados altos niveis de parasitemia, nos infectados com a cepa Y,
niveis intermedidrios e baixos niveis naqueles infectados com a cepa Berenice-78. Os
periodos pré-patentes (PPP) e periodos patentes (PP) foram mais curtos para a cepa que
apresenta predominio de formas delgadas (cepa Y) e PPP e PP mais longos para as cepas com
predominio de formas largas (cepas ABC e Berenice-78). Resultados concordantes foram
obtidos em camundongos infectados com as cepas Y, Berenice-78 e ABC (Lana & Chiari,
1986; Marques-Aratijo & Chiari, 1988). As formas tripomastigotas delgadas do 7. cruzi sdo
mais susceptiveis a lise pelo complemento do que as formas largas, e seriam detectadas por
curtos periodos na circulagdo sangiiinea, entretanto, apresentam infectividade mais elevada
para tecidos do hospedeiro propiciando o aparecimento de intensa destruicdo tecidual (Krettli
& Brener, 1982).

O tropismo diferenciado em camundongos ja foi assinalado na literatura para as
diferentes cepas do 7. cruzi, determinando o parasitismo preferencial de determinados 6rgéos.
Este fator influencia a manifestacio das diferentes formas clinicas da doenca. A cepa Y
mostra tropismo preferencial por macréfagos do sistema fagocitico mononuclear (Alcantara &
Brener, 1978), enquanto a cepa Berenice-78 apresenta tropismo principalmente pela
musculatura cardiaca e esquelética (Lana & Chiari, 1986).

Entre os aspectos relevantes no estudo que envolve a imunidade na infec¢do humana
pelo T. cruzi os mecanismos relacionados a resisténcia ou a patogénese da infeccio chagdsica
sdo extensivamente estudados. Assim, investigacdes que focalizem correlacionar a producdo
de isotipos e subclasses de imunoglobulinas ou citocinas sdo extremamente relevantes na
tentativa de se encontrar um mecanismo para diminuir a morbidade de pacientes chagasicos
durante a fase cronica da doenga.

A primeira observagao realizada em relagfo a fatores do sistema imune demonstrada por
nossos resultados foi haver uma correlagio entre a parasitemia patente e o inicio da producio
de anticorpos liticos (AL) e AATV. Nos animais infectados que apresentaram periodos pré-
patentes curtos os AL e os AATV foram detectados nos soros dos animais precocemente.
Assim, anticorpos especificos anti-T. cruzi foram detectados pelas técnicas de LMCo e de CF
a partir de 15 dias apds a inoculagdo nos animais infectados com as cepas Y (periodo
patente/PP: 11-19° dia) e ABC (PP: 14-38° dia), e somente a partir de 30 dias naqueles
animais infectados com a cepa Berenice-78 (PP:18-30° dia). A detec¢do precoce de AL foi

descrita em cédes sem raca definida infectados com cepa que apresenta PPP curtos (cepa Y) e
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uma detec¢do mais tardia naqueles animais infectados com cepas que tem PPP mais elevados,
como, a cepa Berenice-78 (Guedes et al., 2002).

Neste estudo foi investigado, ainda, a correlacdo entre a produgdo de determinado
isotipo ou subclasse de anticorpo com a destruicdo cardiaca (inflamacdo e fibrose)
apresentada pelos animais, analisando os ASC (IgA, IgM, IgG, IgG1 e IgG2), os AATV (IgG,
IgG1 e IgG2) e os AL (IgG). Este é o primeiro trabalho que pesquisa a correlagdo entre as
subclasses de IgG com as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas no modelo canino.

Os animais infectados com as trés cepas do 7. cruzi apresentaram o mesmo perfil de
produgdo de IgA e IgM na SC, ndo sendo observada produgdo preferencial de determinado
isotipo de imunoglobulina em cées que apresentavam a forma indeterminada ou cardiaca da
doenca. Entretanto, a negativagdo dos niveis de IgA (15 semanas apds a infecgcdo) ocorreu
antes de IgM (20 semanas ap0s a infeccio), detectada até o inicio da fase cronica. Estes dados
indicam que a deteccdo de IgA poderia ser um marcador auxiliar da fase aguda da doenca de
Chagas juntamente com IgM, talvez auxiliando o diagndstico e o tratamento da doenca de
Chagas congénita assim como € utilizado em toxoplasmose (Signorell et al., 2006; Schmidt et
al., 2006). Em pacientes chagdsicos na fase cronica foram obtidos resultados concordantes em
relacdo ao perfil de imunoglobulinas detectadas pela SC, com titulos elevados de IgG
especificos e a auséncia de anticorpos IgM e IgA (Scott & Goss-Sampson, 1984; Medrano-
Mercado et al., 1996). Por outro lado, Morgan et al. (1996) demonstraram a elevac¢do na
produgdo de IgM em pacientes com manifestacdes cardiacas, enquanto niveis mais elevados
de IgA foram detectados em pacientes com alteracdes gastrointestinais. Ouaissi et al. (1991)
realizaram a avaliacdo de anticorpos presentes na SC de 14 pacientes chagdsicos durante a
fase aguda da infec¢c@o e demonstraram a producio de IgG, IgM e IgA em 69%, 84% e 75%
dos pacientes, respectivamente. Por outro lado, a avaliacdo de 50 pacientes na fase cronica
revelou a positividade de 16%, 8% e 10% para IgG, IgM e IgA, respectivamente. A cinética
de producdo de IgM em casos agudos da doenca de Chagas humana foi investigada
verificando-se uma rapida elevacdo dos niveis de producdo desta imunoglobulina, com pico
de produgdo aos 17 dias ap6s a infecgdo, seguido de queda dos niveis até o 66° dia porém, nao
retornando a niveis basais até o 93° dia apés a infec¢do. Por outro lado, os niveis de
anticorpos especificos IgG anti-T. cruzi aumentaram mais lentamente alcancando o pico de
producdo aos 30 dias apds a infec¢do e permanencendo com altos niveis até 93 dias (Grauert
et al., 1993).

Resultados semelhantes foram observados em cées experimentalmente infectados pelo

T. cruzi. Foi observada a producdo de IgM durante a fase aguda da infeccdo, enquanto
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anticorpos especificos IgG-anti 7. cruzi foram detectados a partir do 15° dia apds a infec¢do
atingindo picos de producdo no 140° dia. Em seguida, foram detectados niveis estdveis e
elevados até 420° dia de infeccdo e, posterior decréscimo durante a fase cronica atingindo
niveis baixos no 840° dia apds a infeccdo, porém apresentando reatividade até o final do
periodo de observacdo, 1120 dias apds infec¢do (Andrade ef al., 1981; Lana et al., 1988; Barr
et al., 1991; Guedes et al., 2002, 2004).

A ELISA, IFI e hemaglutinac@o estdo entre os métodos soroldgicos mais amplamente
utilizados para o diagnéstico da doenca de Chagas em humanos e animais. Entretanto, apesar
desses testes possuirem alta sensibilidade a especificidade pode ser baixa podendo apresentar
reacdo cruzada no soro de pacientes infectados com Leishmania sp e Trypanosoma rangeli
(Zeledon et al., 1975; Schattscheider et al., 1992; Umezawa et al., 1996; Saldana & Sousa,
1996; Lauricella et al., 1998; Montenegro et al., 2002). Em decorréncia destes problemas
muitos autores t€ém procurado outras técnicas, como, a LMCo que detecta anticorpos liticos
(Krettli et al., 1979), e a citometria de fluxo para a pesquisa de AATV (Martins Filho et al.,
1995), bem como antigenos recombinantes (Moncayo & Luquetti, 1990; Levin et al., 1991;
Krautz et al., 1995; Umezawa et al., 1999; Meira et al., 2004) com o objetivo de evitar a
reacdo cruzada entre pacientes portadores de outras doencas, e para auxiliar no diagndstico e
no controle de cura da doenca de Chagas. Ademais, os anticorpos liticos sdo importantes no
mecanismo de resisténcia a infec¢@o pelo 7. cruzi e podem ter correlagdo com a apresentacio
das diferentes manifestacdes clinicas. Os anticorpos liticos descritos pela técnica de LMCo
(Krettli & Brener, 1982) ligam-se a uma glicoproteina de 160 kDa presente apenas na
superficie de formas tripomastigotas do 7. cruzi (Martins et al., 1985). Esta glicoproteina, é
uma proteina reguladora do complemento, inibe a formacdo de C3 convertase, gerando
resisténcia a lise pelo complemento (Krettli et al., 1979; Norris et al., 1989, 1991; Krautz et
al., 2000).

Com o intuito de verificar se existe relacdo entre as diferentes manifestagdes
anatomopatolodgicas e a producdo de AL, foi determinada a cinética de produgdo destes nos
animais infectados com as trés cepas do T. cruzi. O perfil de producdo de AL foi semelhante
em todos os animais infectados. Este perfil de producido também foi semelhante ao observado
para IgG total detectada pela CF. Nao houve correlagio entre os niveis de produgdo de AL e a
patologia cardiaca observada nos animais. Martins-Filho et al. (1995) descreveram a
correlacdo de 95% entre a producdo de AL e AATV no soro de pacientes chagdsicos. Por
outro lado, com a utilizacdo de dilui¢des seriadas na técnica de LMCo talvez fosse possivel

encontrar alguma diferenca de producdo de AL nos animais com diferentes niveis de danos
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cardiacos.

Neste trabalho também observamos o mesmo perfil de producao de IgG total e de IgG2
na SC e na CF nos animais infectados com as trés cepas do 7. cruzi. Entretanto, foram
detectados diferentes niveis de producdo de IgG1 quando foi utilizada a SC ou a CF. Dois
pontos devem ser considerados para discussdo em relagdo a produgdo de IgGl, o primeiro é
que a indugdo na producdo de IgG1 parece estar relacionada principalmente, com a fase da
doenca de Chagas e com a cepa do parasito. Isto porque nos animais infectados com as cepas
Y e ABC, este isotipo foi detectado somente durante a fase aguda da doenca de Chagas e pela
CF. Naqueles animais infectados com a cepa Berenice-78, niveis altos de IgGl foram
detectados durante as fases aguda e cronica na SC e na CF. Estes achados sdo concordantes
com a literatura, onde é descrito que a producdo de diferentes subclasses de IgG poderia ser
influenciada pela regido geogrifica a qual sdo provenientes os pacientes, a genética do
parasito e do hospedeiro vertebrado (Andrade et al., 1985). Em outras infec¢des por
protozodrios, como na maldria e na leishmaniose, as variacdes na producdo das subclasses de
IgG tém sido descritas em fun¢@o de pacientes provenientes de diferentes regides geogréficas
e/ou devido a genética distinta dos parasitos (Elassad et al., 1994; Chatterju et al., 1998;
Druilhe & Bouharoun-Tayoun 1991; Ferreira et al., 1993, 1996, 1998).

Diversos autores tém demonstrado a producdo diferenciada de subclasses de IgG em
pacientes chagdsicos procedentes de diferentes regides geogrificas, e em camundongos
infectados com diferentes cepas do T cruzi. Cerban et al. (1993) avaliaram a produ¢do das
subclasses de IgG pela sorologia convencional no soro de 28 pacientes chagédsicos cronicos
com idades entre 20 e 40 anos positivos por meio de IFI e HAI em dareas endémicas da
Argentina, sendo detectada uma elevada producdo de IgG1 e IgG3 e baixa produgdo de IgG2
e IgG4. Outros estudos realizados em pacientes chagdsicos cronicos provenientes da
Argentina e do Brasil, por meio da ELISA determinaram um predominio de IgG1 e IgG3 em
relacdo a baixos niveis de IgG2 e IgG4 (Scott & Goss-Sampson et al., 1984; Levin et al.,
1990; Solana et al., 1995; Morgan et al., 1996). Motran et al. (1994) avaliaram a produgdo
dos isotipos de IgG especificos anti-T. cruzi em duas populacdes indigenas (Mataco e Toba)
em area endémica para a doenca de Chagas. Foi utilizada a técnica de ELISA, sendo
observada a produgdo dessas subclasses em relacdo as tribos Mataco e Toba, respectivamente,
de I1gG2 70% e 15%, 1gG3 75% e 40%, 1gG4 85% e 20%, nos individuos examinados. A
percentagem de producdo de IgGl foi similar em ambas tribos (70%). Por outro lado,
Cordeiro et al. (2001) descreveram o predominio de IgG1 e IgG2 nos anticorpos da SC e das

subclasses IgG1 e IgG3 na CF no soro de pacientes chagasicos cronicos.
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Estudos realizados em camundongos para a determinacao das subclasses de IgG (IgG1,
IgG2a, 1gG2b, 1gG2c, 1gG3) presentes no soro durante as fases aguda e cronica da infeccdo
pelo T. cruzi, descreveram principalmente a producdo das subclasses IgG2a e IgG2b,
discordando dos resultados obtidos para pacientes, com a produgdo preferencial de IgG1 e
IgG3 durante a fase cronica da doenga (Minoprio et al., 1988; Spinella ez al., 1989, 1990 e
1992; Cerban et al., 1991; Giordanengo et al., 2000). Giordanengo et al. (2000)
demonstraram que ocorre a formagdo de anticorpos de todas as subclasses de IgG contra
cruzipaina e miosina.

O segundo aspecto e talvez o mais pertinente, em relacdo a producdo de subclasses de
IgG, seria a existéncia um padrao de producdo que poderia ser correlacionado a patogenia em
individuos infectados? Nossos experimentos demonstraram uma correlagdo entre a producdo
de IgGl e a auséncia de lesdes cardiacas nos cdes infectados. Desta forma, os animais
infectados com as cepas Y e ABC, que ndo produziram IgGl durante a fase cronica
apresentaram inflamacao e fibrose na drea cardiaca. Enquanto, no grupo de animais infectados
com a cepa Berenice-78 foi demonstrada fibrose e inflamacdo pouco acentuada em 50% dos
animais que produziram niveis mais baixos de IgG1, mas a destrui¢io cardiaca foi ausente nos
animais que produziram niveis mais elevados de IgGl1.

Muitos autores tém tentado demonstrar a correlagdo entre as subclasses IgG e a
severidade dessas formas clinicas da doenga de Chagas humana (Cerban et al., 1993; Morgan
et al., 1996; Michailowsky et al., 2003) e em modelo experimental (Spinella er al., 1992;
Giordanengo et al., 2000).

Cerban et al. (1993) determinaram a reatividade das subclasses de IgG no soro de
pacientes chagdsicos por ELISA utilizando antigeno de formas epimastigotas e a fracdo
antigénica dcida do citosol do T. cruzi. Os pacientes foram separados em grupos: 1) pacientes
com ECG normal; 2) pacientes com ECG alterado, porém sem cardiomegalia e 3) pacientes
com ECG alterado e com cardiomegalia. Os niveis mais altos de anticorpos foram observados
no grupo 2. Altos niveis de IgG1 e IgG3 e baixos niveis de IgG2 e IgG4 foram observados
com a utilizagdo de antigenos de formas epimastigotas e da fragcdo citosdlica detectando
principalmente, a producdo de IgGl. A producido diferenciada das subclasses IgG ndo foi
observada em pacientes portadores das diferentes manifestacdes clinicas. Dados que foram
também obtidos por Scott e Goss-Sampson (1984) e Michailowsky et al. (2003) que ndo
verificaram a diferenca nos niveis das subclasses de IgG em pacientes com diferentes
manifestacdes clinicas da doenga. Por outro lado, Morgan et al. (1996) analisando soros de

pacientes obtiveram quatro grupos distintos baseado em aspectos clinicos (pacientes com
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alteragOes cardiacas, pacientes com envolvimento gastrointestinal, portadores de alteragdes
cardiacas e digestivas e pacientes na forma indeterminada) e indicaram a produg¢do especifica
das subclasses de IgG envolvida com a patogénese ou com o fendmeno de resisténcia. Sendo
demonstrada a eleva¢do na producdo de IgG2 em pacientes com manifestacdes cardiacas.
Cordeiro et al. (2001) e Hernandez-Becerril et al. (2001) descreveram resultados semelhantes
além de altos niveis de IgG2 no soro de pacientes com formas cardiacas e digestivas. A forma
indeterminada da doenca de Chagas foi associada a altos niveis de IgG1 (Cordeiro et al.,
2001).

No modelo murino nio foi relacionada uma determinada subclasse de IgG com risco de
dano cardiaco, mas a produgdo elevada de IgG2a e IgG2b ocorria principalmente durante a
fase cronica da infec¢do. Por outro lado foi descrito o papel protetor de 1gG1, IgG2a e IgG2b
durante a infec¢do aguda e cronica de camundongos, mas também a formacdo de auto-
anticorpos destas subclasses contra receptores muscarinicos e adrenérgicos, fibronectina e
miosina cardiaca (Andrade et al., 1985; Minoprio et al., 1988; Spinella et al., 1989, 1990 e
1992; Cerban et al., 1991, Sterin-Borda et al., 2003; Talvani et al., 2006).

Em relacdo a producdo de IgG1 estar associada com a forma indeterminada da doenga
de Chagas, duas hipdteses podem ser propostas:

Hipoétese I - IgG1 interage com células fagocitarias do sistema imune, além de
ativar o Sistema Complemento destruindo formas tripomastigotas (Figura 5). Desta
forma em pacientes onde hd producdo de IgGl haveria um controle mais eficiente da
parasitemia e conseqiientemente um baixo parasitismo e destruicdo tecidual. A atividade litica
de IgG1 € descrita por alguns autores na infec¢do chagasica no modelo murino (Brodskyn et
al., 1989). Todavia, outros trabalhos descrevem a atividade litica e citofilica para IgG2 e IgG3
em camundongos e em humanos (Stefani ef al., 1983; Takehara et al., 1981; Brener & Kretlli,
1990; Cordeiro et al., 2001; Pereira et al., 2003).

Hipotese II - IgG1 nao tem atividade litica e se liga as células efetoras nao
fagocitarias, como mastdcitos e eosinofilos (Figura 6). Nesta segunda hipétese, IgGl,
devido a competicao por ligacdo em proteinas de tecidos do hospedeiro, impede a ligacao de
IgG2 e a destruicdo tecidual mediada por mondcitos ou células NK (Kowano et al., 1994;
Deplazes et al., 1995).

Os mecanismos imunopatogénicos e de eliminac¢do do 7. cruzi envolvidos na infecc¢éo
chagdsica, cujas fung¢Oes sdo desempenhadas pelas citocinas e pelas subclasses IgG, suas
afinidades de ligacdo por determinadas células ou proteinas, como o complemento e sua

importancia para o controle da infec¢do ou na imunopatogenia ainda sdo pouco elucidados.
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Experimentos controlados necessitam ser realizados para determinar o papel protetor de IgGl1,
por exemplo, a passagem de soro em coluna para a separacdo de IgG1l e posteriormente
realizacdo de LMCo para verificar sua atividade litica. Também, a adi¢cdo de macréfagos para
verificar a sua atividade citofilica.

A atividade litica ou citofilica das subclasses de IgG parece ser espécie especifica, assim
estudos comparativos entre a resposta obtida em humanos deveriam ser realizados no intuito
de obter um modelo fidedigno da resposta imunoldgica. Desta forma, sugere-se que o cdo seja
um bom modelo experimental, ja que produz as mesmas subclasses de IgG dos seres
humanos, e o controle na sua producio ocorre similarmente a espécie humana. Por outro lado,
0 modelo murino possui um nimero maior de subclasses de IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG2c
e IgG3) que parecem ter sua produgdo e funcdes diferente daquelas descrita para humanos
(Kowano et al., 1994; Deplazes et al., 1995).

Entretanto, independente da atividade litica ou citofilica exercida pela IgG1, esta pode
funcionar como um marcador da forma indeterminada da doenca de Chagas por ter sua
producdo regulada por citocinas anti-inflamatérias (Finkelman et al., 1990; Vos et al., 1998;
Hinds et al., 2001), indicando que o hospedeiro possui um controle mais eficiente entre a
produgdo de citocinas inflamatérias e anti-inflamatdrias. Ademais, pacientes que produzem
apenas IgG2, que tem a producdo regulada por citocinas pro-inflamatdrias (Finkelman et al.,
1990; Vos et al., 1998; Hinds et al., 2001), teriam uma resposta inflamatéria exacerbada e
conseqiientemente maior destrui¢do tecidual. As citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-8 (perfil
Th2) sdo responsaveis por auxiliar a produgéo das subclasses de IgG1 e IgG3 (Briere et al.,
1994, Reed & Scott, 1993), mas a IL-12, INF-y e TNF-a (perfil Thl) levam a produgéo de
IgG2, sendo a produgdo de IgG1 e IgG2 antagonicamente regulada.

Nossos resultados ainda demonstraram que a citometria de fluxo foi mais sensivel do
que a técnica de ELISA para diferenciar a producdo de IgG1 em cdes infectados com trés
cepas do T. cruzi que apresentam diferentes graus de viruléncia. A maior especificidade da
citometria de fluxo é devida ao uso de parasitos vivos intactos (Martins-Filho et al., 1995,
Cordeiro et al., 2001), os quais reduzem a possibilidade de ligacdo ndo especifica e reacdo
cruzada e mant€m preservados os sitios de ligacdo especificos que evidenciam a produgéo de
IgG1. Cordeiro et al. (2001) indicou o uso potencial de IgG1 para o diagndstico da doenga,
entretanto, nossos resultados indicam que nem sempre ocorre a producio de IgG1 durante a

fase cronica de cdes experimentalmente infectados pelo 7. cruzi.

68



Discussio

Lise do parasito Fagocitose

Linfocito B

_ e Complemento ' ¥ Macréfago
Linfécito B IgG1 r

/I ~ IgG1

T. cruzi T cruzi

Figura 5 — Hipdtese I - Esquema ilustrativo da atividade litica (A) e citofilica (B) da
subclasse IgG1 controlando a parasitemia. Havendo um controle eficiente da parasitemia
através da lise por proteinas do complemento ou da fagocitose por macréfagos mediada por
IgG1 resultaria em um menor parasitismo e destruicdo tecidual durante a infeccdo pelo T.

cruzi.

Célula NK

Monoécito

Figura 6 — Hipoétese 11 - Esquema ilustrativo da subclasse IgG1 na auséncia da atividade litica
ou citofilica ocorrendo competi¢io por sitios de ligagcdo com IgG2 em proteinas importantes
do hospedeiro durante a infeccéo pelo T. cruzi. (A) Havendo a producdo de IgG1 ocorreria
menor quantidade de destrui¢do de fibras cardiacas; (B) Sem a producgido de IgG1, haveria

uma maior quantidade de ligacdo de IgGG2 ao miocardio e a destruicio tecidual seria intensa.
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A soroprevaléncia da infeccdo pelo T. cruzi foi determinada em 356 caes domésticos no
estado do Texas, EUA pelo método da citometria de fluxo e ELISA distinguindo com mais
clareza os animais positivos daqueles negativos, 14,9% dos animais foram positivos no teste
de ELISA e, apenas 2,5% tiveram sua positividade confirmada pela citometria de fluxo
(Shadomy et al., 2004).

Um aspecto avaliado foi a possibilidade da utilizacdo da proliferacio de CMSP como
um marcador imunopatogénico da doenca de Chagas em pacientes (Dutra et al., 1994;
Gusmaio et al., 1984) e em modelos experimentais (Barr ef al., 1991). A produgdo de IgGl,
auxiliada pela producéo de citocinas anti-inflamatdrias (resposta do perfil Th2) coincide com
o periodo de imunossupressao descrito ao final da fase aguda em modelos experimentais (Barr
et al., 1991; Guedes et al., 2002; Gomes et al., 2003). Os animais que tiveram alta reatividade
de CMSP in vitro contra antigenos de 7. cruzi provavelmente possuem grande nimero de
clones de células CD4 (fenétipo Thl) que produzem principalmente, citocinas pro-
inflamatorias.

A severidade da doenca de Chagas cardiaca (Rocha et al., 2003; Gomes et al., 2003) e
da forma digestiva (Gusmio et al., 1984) em pacientes tem sido associada com alta
reatividade de CMSP frente ao estimulo com antigeno de 7. cruzi. Os pacientes chagésicos
cronicos submetidos a quimioterapia especifica e considerados curados apresentaram
respostas proliferativas semelhantes aqueles pacientes ndo infectados. Em pacientes (Dutra et
al., 1996) e em cées (Guedes et al., 2002) a cura parasitolégica da doenga de Chagas tem sido
correlacionada com a normalizacdo da reatividade das CMSP in vitro diante da estimulacio
antigénica especifica. Entretanto, Bahia-Oliveira et al. (2000) obtiveram respostas
proliferativas de CMSP mais elevadas em pacientes curados do que aqueles ndo curados e
dissociados, este achado podendo ser explicado pela presenca de memoria imunoldgica. Neste
trabalho, foi observada uma proliferacdo de CMSP similar a descrita por Barr et al. (1991)
utilizando antigeno de formas epimastigotas, em cédes experimentalmente infectados pelo T.
cruzi. Todavia, foram detectadas respostas proliferativas mais elevadas, provavelmente
devido ao uso de antigeno de formas tripomastigotas do 7. cruzi. Gusmao et al. (1984)
observaram que a resposta proliferativa de CMSP obtida com antigeno de formas
tripomastigota-amastigota foi mais alta que a observada com a utilizagdo de formas
epimastigotas.

Outra caracteristica importante e ainda pouco abordada em pacientes é a correlagdo
entre as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas com o perfil de citocinas produzidos.

Na infeccdo chagdsica canina, ndo existem trabalhos determinando o perfil de citocinas
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produzidos durante o curso da infecg@o pelo 7. cruzi. Tendo sido determinado o cdo como um
bom modelo para estudos de imunopatogénese da doenga de Chagas este é um aspecto
extremamente importante a ser determinado. Pois o cdo nos permite tragar uma cinética de
producdo de citocinas, que talvez nos possibilite determinar a mudanca no perfil de producio
de citocinas quando o animal evolui da forma indeterminada para a cardiaca da doenca de
Chagas. A determinag@o de um padrio de resposta imune que implique em patogenia cardiaca
ou auséncia de manifestagdes clinicas pode ser utilizada para diminuir a morbidade durante a
fase cronica da doenga.

A determinagio in sifu da produgdo de citocinas (TNF, IFN-y e IL-10) demonstrou que
durante a fase aguda da infeccao nos linfonodos cervicais hd um aumento da produgdo destas
trés citocinas, porém ndo foi observada diferenca significativa entre o grupo de animais
infectados para o grupo controle néo infectado. Também durante a fase cronica foi observada
uma producdo semelhante nos niveis destas citocinas nos animais infectados e ndo infectados.
Por outro lado, houve correlagdo entre as manifestagdes clinicas e os niveis de citocinas
detectados no coragdo dos animais infectados. O grupo de animais infectados com a cepa
Berenice-78, que ndo apresentaram fibrose e inflamagao durante a fase cronica tiveram niveis
de IL-10 detectados durante esta fase da infecc¢do, enquanto nos animais infectados com as
cepas Y e ABC que apresentaram destruicdo cardiaca intensa ndo tiveram niveis de IL-10
detectados in situ. E ainda, durante a fase aguda os animais infectados com a cepa Berenice-
78 apresentaram maiores niveis de IL-10, apesar de ndo haver diferenca significativa para os
niveis produzidos pelos animais infectados com as cepas Y e ABC.

Estes resultados sugerem que ndo h4 uma diferenca na indu¢do de TNF ou IFN-y in situ
nos animais que apresentam a forma indeterminada ou cardiaca da doenca. Entretanto,
animais com a forma indeterminada produziram IL-10, sugerindo melhor regulagéo entre a
producdo de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias. Ao contrdrio, a resposta
detectada nos animais que apresentaram a forma cardiaca, mostrou altos niveis de citocinas
inflamatoérias e provavelmente baixissimos niveis de citocinas anti-inflamatorias, ja que a
producio de IL-10 nao foi detectada.

Estes resultados estdo de acordo com o descrito para pacientes chagdsicos. Alguns
autores avaliaram a produgdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-12, TNF-o, IFN-y) e anti-
inflamatérias (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) na musculatura cardiaca e em leucdcitos do sangue
periférico obtidas de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca da
doenca de Chagas. Foi demonstrada uma alta producdo de TNF-a e IFN-y em pacientes

portadores das formas cardiaca e indeterminada, mas baixa producio de IL-4 e IL-10 em
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pacientes cardiacos quando comparados aqueles na forma indeterminada (Reis et al., 1997,
Bahia-Oliveira et al., 1998; Higuchi et al., 1999; Correa-Oliveira et. al., 1999; Ribeirdo et al.,
2000; Abel et al, 2001; Gomes et al., 2003, 2005; Talvani et al., 2004a). Embora Dutra et al.
(1997) tenham descrito a presenga de mRNA de citocinas inflamatérias e anti-inflamatdrias
em células do sangue periférico de pacientes que apresentavam as formas cardiaca e
indeterminada da doenca de Chagas, citocinas inflamatérias (TNF-a e IFN-y) estavam
presentes nos sitios de lesdo (Reis et al., 1993; Cunha-Neto et al., 1998). Souza et al. (2004)
descreveram producdo mais elevada de TNF-a em cultura de linfécitos de pacientes cardiacos
em relagdo aqueles pacientes na forma indeterminada da doenga, também verificaram a baixa
producgdo de IL-10 nos pacientes com a forma cardiaca e uma producdo mais elevada em
pacientes com a forma indeterminada.

Gomes et al. (2005) avaliaram ainda marcadores imunoldgicos da resposta imune Thl
(CCRS5 e CXCR3) e TH2 (CCR3 and CCR4), sendo observado que a percentagem de células
TCD4 e TCD8 co-expressando CCR5 e IFN-y, CXCR3 e IFN-y, e CXCR3 e TNF-o foi maior
em pacientes cardiacos do que naqueles com a forma indeterminada, e ainda, a percentagem
de células TCD4 e TCDS8 co-expressando CCR3 e IL-10, CCR3 e IL-4 foi menor em
individuos com a forma cardiaca do que com a forma indeterminada. Talvani et al., (2004b)
também avaliaram a expressdo de receptores de quimiocinas inflamatérias (CCR1, CCR2,
CCRY) e constitutivas (CXCR4) na superficie de células mononucleares do sangue periférico
obtidas de pacientes com manifestacdes cardiacas e de individuos néo infectados. Entretanto,
foi observada uma maior expressio de CCRS em pacientes que apresentaram moderada
doenca cardiaca em relagdo ao grupo de individuos néo infectados e aqueles com patologia
cardiaca grave. Por outro lado, pacientes com severa doenga cardiaca apresentaram menor
expressdo de CXCR4 em relagdo ao grupo de individuos com moderada doenga cardiaca e
naqueles ndo infectados.

No modelo murino foi descrita a alta producdo de IFN-y e TNF-« in situ na musculatura
cardiaca (Teixeira et al., 2002). A utilizacdo de camundongos nock-out para IL-4 infectados
experimentalmente com o 7. cruzi gerou uma exacerbacio na produgdo de IFN-y e nos danos
na musculatura cardiaca, sugerindo uma fun¢@o patogénica para o IFN-y (Soares et al., 2001).
Também, foi descrito a importancia de niveis séricos elevados de TGF-3 e IFN-y no processo
fibrético de camundongos infectados com o 7. cruzi, além de niveis indetectdveis ou baixos
de IL-4 e IL-10 (Waghabi et al., 2002). Por outro lado, Powell et al. (1998) descreveram
niveis de expressao similares de mRNA de IFN-y e IL-10 por células cardiacas do coragdo de

camundongos infectados que apresentavam diferentes graus de destrui¢do cardiaca, sugerindo
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que a diferenca na expressdo destas citocinas in sifu nao é um fator determinante para a
apresentacdo de danos cardiacos. Dados na literatura mostram que, camundongos resistentes a
infecgdo pelo T. cruzi produzem baixos niveis de IL-10 e IL-4 e altos niveis de IFN-y e TNF-
o em cultura de células de bago (Eksi et al. 1996). Também ocorre produgéo diferenciada em
diferentes sitios anatomicos (baco e linfonodos) e sua subseqiiente secre¢do na circulacio
poderia ter um papel importante na formacdo dos danos cardiacos (Vandekerckhove et al.
1994). Em relacdo a avaliacdo da producdo de citocinas em compartimentos linféides (bago e
linfonodo) de camundongos, foi descrito a produgdo de IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IFN-y, TNF-o
e TGF- em camundongos resistentes e susceptiveis a infec¢do com o T cruzi (Reed et al.
1994, Zhang & Tarleton 1996). Entretanto, ao inicio da fase cronica IL-4 e IL-5 foram
detectadas apenas nos camundongos susceptiveis. Outros autores associaram também a
producdo de maiores niveis de IL-10 e IL-4 em camundongos susceptiveis a infeccio
(Tarleton & Nabors 1991, Reed et al. 1994). Por outro lado, nio foi descrita correlagdo entre a
patologia cardiaca dos animais e os niveis de produc@o de diferentes citocinas em Orgaos
linféides.

A presenca de 0%, 50% e 25% de linfadenopatia cervical nos animais infectados pelas
cepas Y, Berenice-78 e ABC, respectivamente. Pode indicar diferenca no recrutamento
celular, havendo um estimulo para a migracdo de células para os linfonodos cervicais nos
animais infectados com a cepa Berenice-78, enquanto nos animais infectados com a cepa Y e
ABC células do sistema imune sejam principalmente recrutadas para a musculatura cardiaca,
fator que pode estar associado a inflamacéo e a fibrose cardiaca.

A cardiomegalia, a inflamacgfo e a fibrose foram demonstradas durante a fase cronica
em 100%, 50% e 100% dos animais infectados com as cepas Y, Berenice-78 e ABC,
respectivamente. Houve a producdo de IgG2 e IFN-y in sifu no coragdo em niveis elevados
durante a fase cronica nos animais infectados com as trés cepas de 7. cruzi. Entretanto, a
subclasse IgG1 e a citocina IL-10 in sifu no coragdo foram detectadas durante a fase cronica
apenas nos animais infectados com a cepa Berenice-78. Entre os animais infectados com a
cepa Berenice-78, aqueles que produziram niveis baixos de IgGl e IL-10 in sifu no coracio
apresentaram inflamacdo, fibrose e cardiomegalia, porém menos acentuada que os animais
infectados com as cepas Y e ABC.

Assim como observado por Morgan et al. (1996) em pacientes, os animais com danos
cardiacos mais intensos tiveram a sintese preferencial de IgG2 enquanto naqueles que
produziram IgG1, os danos cardiacos foram menos intensos (fibrose e inflamag¢@o). Ademais,

pacientes na forma indeterminada produzem um balango entre citocinas inflamatdrias e anti-
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inflamatérias (Bahia-Oliveira et al., 1998; Higuchi et al., 1999; Correa-Oliveira et al., 1999;
Ribeirao et al., 2000; Abel et al., 2001; Gomes et al., 2003, 2005). Havendo uma correlacdo
inversa entre os niveis de IgG1 (fendtipo LTh2) e as alteracdes cardiacas (inflamagao, fibrose
e cardiomegalia).

A andlise do coragdo de pacientes chagdsicos cronicos demonstrou que a multiplicacéo
de formas amastigotas do 7. cruzi no musculo cardiaco influencia a intensidade da resposta
inflamatéria e da fibrose (Cossio et al., 1977; Santos et al., 1990; et al., 1975; Higuchi et al.,
1993, 1995). Segundo Chapadeiro (1967) o peso do coragdo sofre marcada influéncia da
intensidade do infiltrado inflamatério e da fibrose que o acompanha.

A identificagdo de um modelo experimental que reproduz a doenca de Chagas humana
serd de extrema importancia para o entendimento da histdria natural da doenga. Estudos sobre
mecanismos imunoldgicos envolvidos nos fendmenos de resisténcia e na patogé€nese seriam
importantes para melhorar o progndstico de pacientes chagdsicos de forma que visem
diminuir a mortalidade e a alta morbidade que envolve a doenga de Chagas.

O cio foi demonstrado como bom modelo experimental para a doenca de Chagas, pois
reproduziu a fase aguda com parasitemia patente, linfadenopatia, esplenomegalia, miocardite
acompanhada de cardiomegalia e alteracdes eletrocardiograficas superponiveis a observada na
doenca humana. Este animal também reproduziu a fase crénica com as formas indeterminada
(eletrocardiograma, esdfago e coOlon sem alteracdes) e cardiaca (alteracdes
eletrocardiograficas e insuficiéncia cardiaca congestiva com quadro anatomopatoldgico
compativel a cardiopatia cronica fibrosante assinalada em pacientes) conforme ja descrito em
humanos (Rassi, 1979, Tafuri, 1987; Dias 1992 e 2000; Rassi Jr. et al., 2000) e, no modelo
canino (Johnson, 1938; Laranja, 1953; Koeberle, 1957; Anselmi et al., 1966; Andrade &
Andrade, 1980; Andrade et al., 1981; Andrade, 1984; Lana et al., 1988, 1992; Bahia et al.,
2002; Aradjo et al., 2002; Guedes et al. 2002 e 2004). Goble (1952) e Okumura & Correa-
Neto (1961) descreveram a forma digestiva da doenca de Chagas neste modelo, porém esses
dados néo foram reproduzidos.

Nos experimentos em que os animais foram eutanasiados na fase cronica foi observada
a miocardite chagésica cronica fibrosante e difusa semelhante 2 humana. Onde focos
inflamatorios intrafasciculares continuam formando-se lenta e progressivamente ao longo dos
anos, modulados por resposta imune ndo totalmente eficaz que gera a miocardite cronica
fibrosante. O grau de hipertrofia cardiaca, da fibrose e do infiltrado inflamatério sdo fatores

determinantes para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca congestiva e de alteracdes
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eletrocardiograficas na cardiopatia chagésica. (Tafuri, 1970; Lopes et al., 1970; Lana et al.,
1988).

Poucos estudos descritos na literatura avaliaram a infec¢do chagdsica em cies Beagle,
entretanto, sdo pesquisas mais antigas e que utilizaram indculos muito grandes que variaram
entre 5 x 10° a 8,3 x 107 parasitos por animal, inéculo este muito maior daquele utilizado
neste trabalho (4 x10° /kg) (Marsden & Hagstrom, 1966, 1968; Kramer Jr., 1972; Barr et al,,
1991a, 1991b). Por outro lado, devido ao fato da carga parasitiria influenciar as
manifestacdes clinicas da doenca, os animais apresentaram manifestagcdes clinicas graves. Foi
descrita durante a fase aguda a presenca de edema periorbital semelhante ao chagoma de
inoculacdo naqueles animais inoculados no plexo orbital, parasitemia patente, perda de peso,
prostracdo, miocardite severa, linfadenopatia, esplenomegalia e durante a fase cronica foi
descrita miocardite chagasica crénica fibrosante. Ademais, somente Barr er al. (1991b)
descreveu poucas caracteristicas imunoldgicas (producdo de IgG total e linfoproliferacio)
destes animais sem obter uma relag@o entre os niveis de producdo de IgG total ou da resposta
proliferativa em relagéo a patogénese da doenga, o que justificou uma anélise mais detalhada
do sistema imune para correlacdo com os achados clinicos da doenca de Chagas utilizando um
inoculo (4 x 10° /kg) padronizado em nosso laboratério no modelo Beagle.

Nossos resultados estdo de acordo com os descritos acima, para animais sem raga
definida e para cdes Beagle, sendo observado durante a fase aguda parasitemia patente,
linfadenopatia, esplenomegalia, miocardite intensa e degeneracdo hialina do miocardio em
todos os cdes infectados com as trés cepas do T. cruzi, além de ser detectado perda de peso em
alguns animais. Na fase cronica foram também observadas as formas clinicas, indeterminada
e cardiaca e correlacionadas com os aspectos da resposta imunolégica dos animais, 0s quais
foram muito semelhantes aos descritos na doenga humana, corroborando a idéia de que os
cdes da raca Beagle podem ser um bom modelo para estudos de imunopatogénese da doenga
de Chagas. A semelhancga entre os resultados descritos em nosso trabalho e a patologia da
doenca humana, e ainda a comparagdo com o modelo murino encontram-se sumarizadas a

seguir no Quadro 1.
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Quadro 1 — Avalia¢do imunoldgica e clinica comparativa da doenca de Chagas em pacientes e em
modelos experimentais (canino e murino). Semelhangas entre nossos resultados e a doenga humana

encontram-se destacados em azul.

Aspecto analisado CAMUNDONGO

CAO

HUMANO

Fase aguda com parasitemia
patente, porém, a fase cronica
obtida € curta (2 anos),

Fase aguda e
cronica da doenca

Fase aguda com parasitemia
patente seguida por uma fase
cronica, que pode ser de longa
duragdo (até 20 anos)

(Andrade et al., 1981; Lana et al.,
1988, 1992; Bahia et al., 2002;
Guedes et al., 2002 e 2004)

Fase aguda com parasitemia patente
seguida por uma fase cronica que pode
durar até 70 anos

(Salgado et al., 1962; Salgado, 1980; Rassi,
1979; Rassi Jr. et al., 2000)

Flacidez e cardiomegalia,
esplenomegalia linfadenopatia
aneurisma de ponta,
hepatomegalia

(Johnson, 1938; Laranja, 1953;
Koeberle, 1957; Andrade et al., 1981 ;
Andrade, 1984; Lana et al., 1988,
1992; Bahia et al., 2002)

Flacidez e cardiomegalia, aneurisma de
ponta, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, edema subcutineo, sinal
de Romand e chagoma de inoculacio

(Salgado et al., 1962; Salgado, 1980; Rassi,
1979; Rassi Jr. et al., 2000)

de Chagas impossibilita experimentos de
quimioterapia e patogénese de
longa duragdo
(Andrade et al., 1985; Toledo et al.,
2002 ; Veloso et al., 2005)
Aspectos
anatomopato-
légicos Flacidez da musculatura
cardiaca e cardiomegalia,
esplenomegalia
(Andrade & Andrade, 1968; Andrade
& Andrade, 1976; Andrade, 1990)
Semelhante a humana
Forma
indeterminada (Andrade et al., 1985; Toledo et al.,

2002 ; Veloso et al., 2005)

Semelhante a humana

(Andrade, 1984; Lana et al., 1988,
1992; Araiijo et al., 2002; Guedes et
al., 2002)

Observada com exames sorolégicos e
parasitolégicos positivos e sem

apresentar sintomatologia clinica
(Salgado et al., 1962; Salgado, 1980; Rassi,
1979; Rassi Jr. et al., 2000)

Nao descrita,
dilatagdo no col6n, ndo como

da doenga humana
(Guillén-Pernia et al., 2001)

Forma digestiva

Megacolén e megaesofago,
nao reproduzida

posteriormente
(Koeberle, 1957; Okumura e Corréa-
Neto, 1961)

Megacolén e megaesdfago

(Koeberle & Nador, 1955; Koerbele,1957; Vago
et al., 2000, Lages-Silva et al, 2001)

Miocardite e Cardiopatia
chagdsica cronica fibrosante e
difusa
Onda T de repolarizagdo
ventricular vem logo apds
QRS (QRST) prejudica
caracterizagdo S-T e da onda S.
Outras alteragdes sido

semelhantes a humana
(Bolomo et al., 1982; Bijovsky et al.,
1983; Andrade et al., 1985; Toledo et
al., 2002 ; Veloso et al., 2005)

Forma cardiaca

Miocardite e Cardiopatia
chagdsica cronica fibrosante e
difusa
alteragdes ECG superponiveis
a humana (nestes Beagle, tese
Veloso VM)

(Andrade, 1980; Andrade et al.,
1981; Andrade, 1984, Lana et al.,
1988, 1992; Araiijo et al., 2002;
Guedes et al., 2002 e 2004)

Miocardite e Cardiopatia chagdsica
cronica fibrosante e difusa
Alteracdes ECG (taquicardia sinusal,
disrritimia ventricular, baixa voltagem
do QRS, bloqueio étrio ventricular,
extra-sistole ventricular, bloqueio do
ramo direito do feixe de His com ou
sem hemi bloqueio do esquerdo,
achatamento da onda T e retificacdo
ST)

(Dias & Kloetzel, 1968; Rodrigues et al., 1966,

Peralta et al., 1981; Prata et al., 1993; Garzon et
al., 1995)

Nao estd descrita relacio da
patologia cardiaca e subclasses
de IgG, producdo elevada de
IgGl1, IgG2a e IgG2b tendo
papel protetor e a formagao de
auto-anticorpos destas
subclasses

Subclasses de
IgG/ patologia
cardiaca

(Minoprio et al., 1988; Spinella et al.,
1990 e 1992; Cerban et al., 1991)

Producao de 1gG1 + 1gG2
encontrada na forma
indeterminada,

IgG2 apenas relacionada a
forma cardiaca

IgG1 + IgG2 encontrada na forma
indeterminada,
IgG2 apenas relacionada a forma
cardfaca

(Cerban et al., 1993; Morgan et al., 1996 ;
Cordeiro et al., 2001; Hernandez-Becerril et al.,
2001)

Altos niveis de IFN-y, TNF-o
e TGF-P e baixos de IL-10 e
IL-4 associados a danos
cardiacos, animais com poucos
danos cardiacos ttiveram alta
produgdo de IL-10 ou IL-4

Citocinas/
patologia
cardiaca

Teixeira et al., 2002; Waghabi et al.,
2002)

(Powell et al 1998, Soares et al., 2001 ;

Niveis elevados IFN-y e IL-10
in situ no coragdo (AD)
encontrados na forma
indeterminada, animais com
manifesta¢des cardiacas
detectou-se apenas IFN-y
durante a fase cronica

Alta producdo de TNF-o e IFN-y
associada a alta producdo de IL-4 e IL-
10 na forma indeterminada, enquanto
pacientes cardfacos produziram baixos
niveis de IL-4 e IL-10

(Reis et al., 1997; Bahia-Oliveira et al., 1998;
Higuchi et al., 1999; Correa-Oliveira et. al.,
1999; Ribeirdo et al., 2000; Abel et al, 2001;

Gomes et al., 2003, 2005).
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7. CONCLUSOES
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Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que:

1. Os padrdes mais graves de alteracdes anatomopatoldgicas cardiacas foram observados
nos animais infectados com as cepas Y e ABC, que apresentaram alta infectividade in
vitro e produziram niveis elevados de parasitemia, os quais ndo produziram IgG1 no

sangue periférico e IL-10 in situ no corac¢do durante a fase cronica da infec¢ao.

2. A auséncia ou a presenca de discretas alteragdes anatomopatoldgicas cardiacas foram
observadas nos animais infectados com a cepa Berenice-78, que apresentou baixa
infectividade in vitro e gerou baixos niveis de parasitemia, os quais produziram IgG1

no sangue periférico e IL-10 in sitfu no coracio durante a fase cronica da infecgao.

3. A deteccio de niveis de IgA apenas durante a fase aguda da infec¢do e, sua
negativagdo precoce, sugere que este isotipo juntamente com IgM poderia ser um

marcador auxiliar da fase aguda da doenca de Chagas.

4. O cdo da raca Beagle é um bom modelo experimental para estudos de
imunopatogénese da doenca de Chagas durante as fases aguda e cronica, uma vez que
a producdo de citocinas, imunoglobulinas e alteragdes cardiacas anatomopatoldgicas

foram semelhantes a doenga humana.
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