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Respostas Imune Inata, Inflamatdria e
de Fase Aguda na Doenga de Chagas

Tania C. Aralijo-Jorge

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

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

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

Evolugdo da Infecgdo no Sitio de Inoculacgdo

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

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

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

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

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

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

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

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

Os sistemas imune inatos, naturais, sio compostos por proteinas soltveis e receptores de membrana
produzidos pelas linhagens germinativas para identificar substincias potencialmente nocivas. Seus principais
componentes soluveis sao o sisterma complemento e as proteinas de fase aguda, com destaque para as colectinas
(mannose-binding protein e outras), as pentraxinas e os inibidores de proteases. Seus principais componentes
celulares sio os macrdfagos tissulares e inflamatérios (macréfagos ativados inespecificamente), as células NK
(linfécitos natural killers), outras células apresentadoras de antigenos (especialmente células dendriticas), e
algumas células T (Y5 e células T “naturais”). A caracteristica comum a todas essas células é a expressao de
moléculas de superficie com capacidade de reconhecimento dos componentes soltveis da resposta inata
(receptores para complemento e para diversas proteinas de fase aguda), bem como de reconhecimento de
padrdes estruturais diferentes do préprio (non-self), especialmente carboidratos e glicolipidios complexos
comuns em microorganismos. Assim, diversos tipos de receptores de superficie sio moléculas de
reconhecimento caracteristicas dessas células, tais como os receptores scavenger, os receptores para
complemento, o receptor para LPS (CD14) e os receptores lectinicos como o receptor de manose ou as
galactinas. Por meio de sinalizagao desses receptores sao estimuladas a sintese de IL-1, IL-6, IL-12 ¢ TNF-
o (fator o necrosante de tumor). J4 a resposta imune adquirida, que envolve o rearranjo dos elementos V, D,
e ] dos genes RAG 1 e RGA 2 para gerar bilhdes de clones com distintos BCR e TCR, baseia-se num sistema
de detecgio de peptideos que fornece uma faixa de reconhecimento de estruturas moleculares mais ampla do
que os carboidratos, mas nao distingue patégenos potenciais, que precisam de uma resposta imune, de
substincias indcuas para as quais uma resposta imune pode ser desnecessdria ou até mesmo problemdtica,
como no caso de antigenos préprios.

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

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

A resposta inflamatéria é a primeira fase da resposta imune inata (Figura 2), e tem sido estudada com
diversos agentes infecciosos e traumdticos (Stadnyk & Gauldie, 1991), mas pouco com 7. cruzi. Macréfagos e
mastdcitos sao as principais células efetoras inflamatdrias residentes nos tecidos. Além destas, as células intersticiais
do estroma conjuntivo (fibroblastos) e as células endoteliais dos vasos sangiiineos das regioes afetadas, compoem
o universo celular responsdvel pela orquestragio da resposta inflamatéria e pelo recrutamento de células infla-
matdrias circulantes como linfécitos, neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos e plaquetas. Estas tltimas sio provavelmente
as geradoras dos primeiros sinais para a ativa¢io de macréfagos tissulares, quimiocinas PF4 e BTG e a citocina
TGF-P, secretados por plaquetas que ativam macréfagos a secretar as duas primeiras citocinas pré-inflamatérias,
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IL-1/TNF-q, e os fatores de crescimento PDGF e FGE que atuam sobre as células intersticiais do estroma
do tecido lesado. Dessa ativagio de plaquetas, mondcitos, mastdcitos e fibroblastos derivam a amplificacio
da resposta local e a montagem de uma resposta sistémica. A resposta local constitui-se de um aumento de
permeabilidade vascular causado principalmente por aminas vasoativas, 6xido nitrico (NO), prostaglandinas
e leucotrienos, ativagio do endotélio vascular e de células do estroma, causada por IL-1 ¢ TNE, com aumento
de expressio e da funcionalidade de diversas moléculas de adesdo e liberagio de estimulos quimiotdticos
(leucotrienos -LI'B,- e quimiocinas como IL-8 e MCAF), para a marginagio vascular de neutréfilos, linfécitos
e mondcitos. A resposta sistémica constitui-se de uma agdo de IL-1, IL-6, TNF e prostaglandinas ao nivel do
sistema nervoso central, levando a febre, & produgio de cortisol, de IL-1, IL-6 ¢ TNF ao nivel hepdtico,
estimulando a resposta de fase aguda, dos fatores estimuladores de colonias (GM-CSF e G-CSF) e de IL-3 ao
nivel da medula déssea para aumento do nimero de leucdcitos e, finalmente, pelo efeito de IL-1 e IL-6 na
inicializagao da resposta imune por células B e T.
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1% g «ra 2 — Células e mediadores envolvidos na resposta de fase aguda
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A Resposta Imune Inata na Doen¢a de Chagas

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

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

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

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

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

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

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

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

41232 A resposta de fase aguda

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

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

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

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

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

Finalmente, foi demonstrado que também a Fn apresenta niveis ligeiramente elevados na fase aguda da
infec¢io experimental (Truyens et al., 1995), resultado encontrado também em criangas chagdsicas na fase
aguda (Antas, 1996). Em ambos os casos foi mostrado que hd elevagio dos niveis de anticorpos anti Fn.
Estudos iz vitro sugerem que Fn tenha papel como adjuvante na penetragio do parasita nas células do
hospedeiro vertebrado (Wirth & Kierszenbaum, 1984; Ouaissi et al., 1985), e que anticorpos anti Fn
podem ter efeito “protetor” na infecgio (Ouaissi 1988). Apesar desse conjunto de dados, ainda nio foi
esclarecido o real papel que essas proteinas de fase aguda apresentam 7z vivo na infecgio.
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Atividade de Células NK e de Células TvyS

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

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

R.egulacdo da Resposta Imune Inata

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

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

George A.Dos Reis

A infecgao experimental de camundongos por Trypanosoma cruzi induz a uma série de alteragdes no
sistema imune: imunossupressio, ativa¢do policlonal linfocitdria e hiperprodu¢io de imunoglobulinas
(Igs), além de resultar na persisténcia indefinida do parasita nos tecidos do hospedeiro e na lesio dos
tecidos nervoso e cardiaco (revisto em Brener, 1994 e em Dos Reis & Lopes, 1999). Estas caracteristicas
em muitos aspectos mimetizam a infec¢io humana conhecida como doenga de Chagas ou tripanosomfase
americana. O camundongo constitui o principal modelo experimental disponivel para o estudo dos me-
canismos patogénicos e imunoprotetores relacionados a infecgio chagdsica, com a ressalva de que serd
sempre necessdrio verificar a validade das observagdes descritas através da sua ocorréncia em humanos
infectados. A discussao aqui apresentada nio tenciona rever os dados j4 publicados, mas sim discutir
alguns aspectos controvertidos sobre o tema que permanecem por ser esclarecidos.

A Resposta Imune: Protecdo e Lesdo

7

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

Diferentes grupos de pesquisa, utilizando diferentes isolados de 7. cruzi e diferentes linhagens isogénicas
de camundongo, estao estudando aspectos da imunidade inata e da imunidade adquirida contra o parasita,
geralmente baseados na produgio de diferentes citocinas regulatérias da resposta imune. Numerosas evidén-
cias recentes indicam um papel importante da imunidade inata, nio s6 como primeira linha de defesa do
hospedeiro, mas também no direcionamento instrutivo da qualidade da resposta imune adquirida subseqiiente
(Fearon & Locksley, 1996). Vdrios estudos demonstraram um importante papel de células NK (natural
killer) na defesa inicial contra a infec¢ao por 77 cruzi (Cardillo et al., 1996), cuja fungio protetora estd ligada

48



Resposta do hospedeiro & infecgdo

a producio da citocina IFN-y por estas células. Esta citocina tem um papel protetor inicial na infec¢io
chagdsica (Reed, 1988), presumivelmente devido a sua capacidade de ativar a produgao de metabdlitos do
6xido nitrico (NO), com atividade tripanocida em macréfagos infectados (Gazzinelli et al., 1992). Por outro
lado, a ativagdo intensa de células NK parece dependente da produgao da citocina IL-12, além de TNF-a,
por macréfagos infectados pelo 7. cruzi (Aliberti et al., 1996). J4 foi amplamente demonstrado que a produ-
¢ao local de IL-12 e IFN-y por mecanismos inatos de defesa facilita a indugao subseqiiente de células T CD4
especificas para antigeno com o fendtipo secretério de células Thl. Esta deve ser a razio pela qual uma onda
de ativagao de células Thl ocorre primeiro na infec¢dao chagdsica, predominando no inicio da fase aguda
(Zhang & Tarleton, 1996).

Ainda durante a resposta imune inata, ocorre produ¢ao das citocinas regulatérias IL-10 (Reed et al.,
1994) e TGF-B (Silva et al., 1992), com uma cinética mais retardada em relagio ao IFN-y. Estas citocinas,
entre outros mecanismos, antagonizam a agio ativatéria do IFN-y ao nivel da resposta dos macréfagos
teciduais a esta citocina. Tanto macréfagos (Reed et al., 1994) como células B CD5 (Minoprio et al., 1993)
podem produzir IL-10, e é possivel que esta produgdo seja necessdria para minimizar os efeitos téxicos
causados por uma grande produgio das citocinas inflamatérias IL-12 e IFN-y. As células B CD5 correspondem
a uma subpopulagio “primitiva” de linfécitos B, com algumas caracteristicas semelhantes a macréfagos,
apesar de rearranjarem os genes de Ig (Hardy et al., 1994). As Igs formadas reconhecem, em geral,
determinantes antigénicos localizados em antigenos polissacaridicos tinicos de microorganismos, e a ativagao
destas células requer citocinas que podem aparentemente ser supridas por células NK como células auxiliadoras
(Snapper & Mond, 1996). A maior resisténcia de animais deficientes de células B CD5 a infecgio chagdsica
foi atribufda a uma maior produgio de IFN-y e a reduzida produgao de IL-10 neste caso (Minoprio et al.,
1993). Também as células T y8, uma linha de defesa intermedidria entre a resposta inata e a adquirida, e que
reconhecem um grupo restrito de determinantes antigénicos comuns a vdrios microorganismos, podem
modular a parasitemia e o grau de lesdo tecidual na infecgdo chagdsica (Cardillo et al., 1993).

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

49



DOENCA DE CHAGAS: MANUAL DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

aspecto da resposta imune celular tem sido prejudicado pela inexplicdvel dificuldade de se demonstrar e
isolar células T CD8 citot6xicas especificas para antigenos do parasita. Foi demonstrado que células T CD8
da infec¢do chagdsica sofrem um processo de morte celular por apoptose espontidnea quando explantadas
imediatamente de animais infectados (Lopes et al., 1995), o que poderia ter relagio com a dificuldade de
isolar células funcionais vidveis nesta infecgio.

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

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

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

Maria Teresa Rivera

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

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

A Ativacdo Policlonal dos Linfécitos B

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

Taibi et al., 1995).

A Fungdo das Células B CDS

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

A Produgdo dos Anticorpos Especificos anti 7. cruzi

7

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

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

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

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

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

* a deplecio de linfécitos B por injegao de anticorpos torna os animais mais susceptiveis a infec¢do (Okabe et al.,
1980);

* a transmiss3o passiva de soros imunes ou de imunoglobulinas purificadas provenientes de animais na fase
cronica protegem os camundongos contra uma infecgao letal (Scott & Goss-Sampson, 1984; Brener 1986);

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

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

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

extracelulares:

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

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

anticorpos capazes de reconhecer um epitopo galactosil-a-1-3galactose presente na superficie da forma

tripomastigota de 7. cruzi destroem os parasitas, participando assim na diminui¢do da parasitemia das
formas aguda e cronica da infec¢do (Gazinelli & Brener, 1991; Gazinelli et al., 1991);

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

a opsonizagdo dos parasitas por anticorpos pode contribuir para sua eliminagao através de mecanis-

mos de ADDC (citotoxicidade celular dependente de anticorpos). Diferentes populagoes celulares
apresentam receptores FcR na sua superficie, como eosinéfilos (Sanderson et al., 1977), macréfagos
(Okabe et al., 1980) e mastécitos (Tambourgi et al., 1989), podendo assim contribuir para a
eliminagao dos parasitas.

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

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

53



DOENCA DE CHAGAS: MANUAL DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

Diagndstico Imunoldgico da Doengca de Chagas

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

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

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

b; Antas et al., 1999).
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i

Participagdo de Citocinas no Determinismo de
Resisténcia ou Susceptibilidade & Infec¢do Experimental por
Trypanosoma cruzi

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

Neste capitulo discutiremos o papel de algumas citocinas e quimiocinas e de alguns dos possiveis mecanismos
que influenciam no determinismo da resisténcia e/ou susceptibilidade em camundongos infectados por Trypanosoma
cruzi. Durante a fase inicial da infecgdo por esse parasita, os indices parasitémicos e a mortalidade do hospedeiro
dependem intrinsecamente da cepa de 7. cruzi e das caracteristicas genéticas do animal infectado, induindo os genes
do sistema principal de histocompatibilidade (Wrightsman et al., 1982). Algumas cepas de parasitas sao capazes de
matar todos os animais infectados enquanto outras s3o quase avirulentas, induzindo baixa parasitemia e auséncia de
mortalidade. Certas linhagens de camundongos sio resistentes 4 infec¢io enquanto outras s3o altamente suscetiveis
e morrem durante ou logo apds a fase aguda (Andrade et al., 1985; Silva et al., 1992).

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

anticorpos a serem produzidas e a resposta eferente a ser desenvolvida.

O Papel de IFN-y

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

O Papel de TGF-B e IL-1O

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

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

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

que estas seriam as principais responsdveis pela produgao desta citocina apds o estimulo inicial com 77 cruzi,
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num perfodo da infec¢io no qual ainda nio hd resposta imune especifica. Nestes experimentos mostramos
também que sobrenadantes de esplendcitos aderentes cultivados com 7. cruzi foram capazes de induzir a
produgio de IFN-y por esplendcitos normais, sugerindo que as células produtoras desta citocina nao necessitam
contato direto com o parasita, mas sim com algum fator presente no sobrenadante, o qual ¢ produzido apds
a interagdo macréfagos-tripomastigotas (Cardillo et al., 1996).

Em seguida, mostramos que macréfagos cultivados com tripomastigotas vivos, mas nao epimastigotas
ou parasitas mortos, secretam IL-12, que por sua vez foi capaz de induzir a produgio de IFN-y por
esplendcitos normais. Nesses ensaios, a adi¢ao de anticorpo monoclonal neutralizante anti IL-12 aos
sobrenadantes bloqueou completamente a capacidade de induzir a sintese de IFN-y. O papel da IL-12
durante o curso da infecgdo in vivo, foi melhor entendido quando camundongos infectados e tratados com
anticorpo anti IL-12 apresentaram aumento de parasitemia e mortalidade. Estes resultados levaram-nos a
sugerir que IL-12, produzida por macréfagos quando da interagdo com 77 cruzi, participa conferindo
resisténcia ao hospedeiro, levando a uma diminuicio da parasitemia e 2 mortalidade durante a fase aguda
da infeccao por 7. cruzi (Alibert et al., 1996). De fato, o tratamento com IL-12 recombinante levou a
uma diminuigdo da parasitemia dos animais (Hunter & Araujo, 1996).

A. Participagdo das Puimiocinas

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

O Papel do Oxido Nitrico e TNF-a

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

Resultados obtidos em nosso laboratério demonstraram que células esplénicas de camundongos na
fase aguda da infecgdo secretam altas quantidades de NO, sendo essa produgio mais rdpida nos animais
resistentes. Camundongos infectados e tratados com inibidores da NOSi tornam-se mais susceptiveis a
infecgdo, apresentando maiores parasitemias e mortalidade, sugerindo que o0 NO também ¢ importante para
controlar a replicagio dos parasitas 7z vive. De fato, tripomastigotas sio altamente susceptiveis & morte
induzida por NO, visto que quando incubados com uma droga doadora de NO como SNAP (S-nitroso-
acetil-penicilamina), mas nao com seu andlogo penicilamina, morrem de maneira, dose e tempo dependen-
te. Assim, sugerimos que formas amastigotas ou tripomastigotas de 7. cruz7 sio mortas no interior de macréfagos
por um mecanismo dependente de NO (Vespa et al., 1994).

Em outros experimentos avaliamos o papel de TNF-a em induzir a produgao de NO em células isoladas ou
em animais infectados. Verificamos que a adigao de TNF-ou sobre macréfagos infectados, tratados ou nio com
IFN-y n3o induziu qualquer atividade tripanocida, nem potenciou o efeito de IFN-y. Contudo, a adi¢io de
anticorpo anti TNF-a &s culturas de macréfagos infectados e estimulados com IFN-y promoveu uma diminui¢io
significante da produ¢do de NO e um aumento da replicagao dos parasitas intracelulares. Verificamos, ainda, que
TNF-o ¢ produzido por macréfagos na presenca de tripomastigotas vivos e que a adi¢io de IFN-y exdgeno
potenciou essa produgio em pelo menos dez vezes. Esses resultados permitiram sugerir que tripomastigotas de 7
cruzi induzem liberagio de TNF-o por macréfagos que, na presenca de IFN-y, atuam de maneira autdcrina,
promovendo a produ¢iao de NO. Desta forma, juntos IFN-y ¢ TNF-a desempenham importante papel no
controle da quantidade de parasitas circulantes em animais infectados por 7 cruzi. Além de IFN-y e TNF-a, a
produgio de NO pelos macréfagos infectados com 7. cruzi pode ser modulada também pelo fator ativador de
plaquetas ou PAF (do inglés plateler-activating factor), como demonstrado por experimentos realizados recente-
mente em nosso laboratério. Os resultados desses experimentos indicam que a atividade indutora de produgao de
NO exercida por PAF nos macréfagos infectados 7z vitro também ¢é dependente de TNF-a, ilustrando assim a
importincia de TNF-al na indugio dos mecanismos tripanocidas. Com efeito, o tratamento de camundongos
infectados com anticorpo anti TNF-a provoca aumento de parasitemia e mortalidade e conseqiiente diminuigao
da produ¢io de NO, confirmando os resultados obtidos 77z vitro (Silva et al., 1995).

Oxido Nritrico e Uiporresponsividade

Apesar da importancia do NO como mecanismo microbicida na fase aguda da infec¢do experimental com 77
cruzi ser patente, tem sido demonstrado que o NO também induz imunossupressio nessa fase da infecgio
(Abrahamsohn & Coffmann, 1995). De fato, tratamentos 7z vivo que levam a diminui¢io da produgio de NO,
como os tratamentos com os anticorpos monoclonais anti TNF-a ou anti IFN-y ou com o inibidor da enzima
NOS;, foram capazes de restaurar, a0 menos parcialmente, a resposta proliferativa de células esplénicas de animais
infectados ante a mitdgenos. Ainda esses tratamentos promoveram aumento da viabilidade celular observada
nestas células apds cultura por 24 horas (Martins et al., 1998). O efeito imunossupressor do NO foi anteriormente
demonstrado em outras infecgdes causadas por protozodrios como 7. brucei (Sternberg & McGuidan, 1992;
Schleifer & Mansfield, 1993), Toxoplasma gondii (Candolfi et al., 1995), e Plasmodium vinkei (Rockett et al.,
1994), ou por bactérias, como Listeria monocytogenes (Gregory et al., 1993). Nessas infeccdes, a resposta proliferativa
pode ser parcial ou totalmente restaurada pelo tratamento 7z vivo ou in vitro com inibidores da NOSi.
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Os mecanismos pelos quais o NO exerce fun¢ao imunossupressora ainda nio sao claros, entretanto,
foi demonstrado que o NO pode inibir a apresentagdo de antigenos por macréfagos regulando negati-
1994).

Adicionalmente, alguns trabalhos demonstram que o NO pode alterar o funcionamento de complexos

vamente a expressio de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (Sicher et al.,

enzimdticos imprescindiveis para o metabolismo celular (Granger & Lehninger, 1982; Kilbourn et al.,
1984), inibir a duplicagao de DNA (Lepoivre et al., 1990) ou causar danos diretos no DNA (Nguyen
et al., 1992) sugerindo que o NO nio sé pode inibir a replicagao mas também pode induzir a morte
celular. De fato, o NO tem sido identificado como indutor de apoptose em macréfagos ativados in vitro
com LPS e IFN-y (Albina et al., 1993; Sarih et al.,

1982), células das ilhotas pancredticas (Kaneto et al.,

1993), em células tumorais (Granger & Lehninger,
1995), timécitos (Fehsel et al., 1995) e em
1994), entre outros. Por outro lado, o NO
também pode bloquear a indugiao de apoptose em determinadas circunstincias.

clones de células T antigeno-especificas (Stefani et al.,

Resultados obtidos em nosso laboratério tém demonstrado que em animais agudamente infectados
pelo 77 cruzi, um dos possiveis mecanismos pelo qual o0 NO poderia participar mediando imunossupressao
seria através da indugdo de apoptose. Inicialmente demonstramos que durante a fase aguda da infec¢io
por 17 cruzi hd um aumento da porcentagem de células em apoptose no bago dos animais infectados por
1" cruzi. Nesses animais os maiores {ndices de apoptose foram encontrados justamente quando os {ndices
parasitémicos e de produgao de NO estavam elevados. Esses primeiros achados possibilitaram a
formulagao da hipétese de que o NO produzido em indices elevados durante a fase aguda da infec¢io
experimental por 7. cruzi poderia participar na modula¢io da indugao de apoptose. Tal possibilidade
foi posteriormente confirmada quando experimentos in vitro demonstraram que, apds 48 horas de
cultivo, a porcentagem de apoptose em esplendcitos obtidos de animais agudamente infectados por 77
cruzi poderia ser reduzida se fossem adicionados as culturas inibidores da enzima NOSi ou anticorpos
monoclonais anti TNF-a ou anti IFN-y. Quando os animais infectados receberam esses mesmos
tratamentos iz vivo, a porcentagem de apoptose nas células esplénicas foi menor que a dos controles
infectados e tratados com salina ou anticorpo controle (Martins et al. 1998).

Em conjunto, os resultados apresentados (ver sumdrio na Figura 3.), além de demonstrarem o papel
fundamental de citocinas na indugio dos mecanismos efetores da morte dos parasitas, também documentam a
importincia desses mediadores na regulacio de tais mecanismos. Nossos resultados comprovam a importincia
do NO como agente tripanocida e simultaneamente sugerem um mecanismo pelo qual o NO participaria na
indugio de imunossupressao durante a fase aguda da infecgdo experimental pelo 77 cruzi. Tais achados contri-
buem para um melhor entendimento da relagio hospedeiro-parasita na infecgao por 7. cruzi e podem abrir
perspectivas para futuras intervengbes imunoterdpicas em pacientes chagdsicos.
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14

O Timo como Org&o-alvo na Infecgdo pelo Trypanosoma
cruzi

Vinicius Cotta-de-Almeida& WVilson Savino

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Alteragcdes no Compartimenteo LinWide apds Infecgdo pelo 7. cruzi

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

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

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

Mais recentemente, a andlise do repertério de timdcitos de animais infectados revelou um aumen-
to na porcentagem de células CD4CD8*Vb5* ¢ CD4CD8*Vb14* e apenas um ligeiro aumento na
porcentagem de células CD4*CD8Vb5* e CD4*CD8Vb14* (Leite-de-Moraes, 1993). Estas altera-
¢oes ao nivel do repertério devem ser analisadas a luz da presenga de antigenos parasitdrios no timo, visto que
recentemente foi demonstrada atividade do tipo “superantigénica” associada ao 7. cruzi (Leite-de-Moraes, 1993),
que pode ser detectado parasitando o parénquima timico (Savino et al., 1989; Gongalves-da-Costa et al., 1991).

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

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

Alteragcdes Fenotipicas e Funcionais na R.ede E pitelial Timica

Em paralelo as alteragdes fenotipicas e funcionais de timdcitos na fase aguda da infecgdo experimental pelo
1" cruzi, demonstrou-se que o microambiente timico também estd modificado. Nos animais infectados apre-
sentando atrofia timica, observou-se um processo de densificagio da rede epitelial do 6rgao. Um estudo mais
detalhado desta rede foi realizado através de andlise imunohistoquimica utilizando-se um painel de anticorpos
dirigidos contra diferentes proteinas da familia de citoqueratinas. Assim, células reconhecidas pelo anticorpo
monoclonal (mAb) ER-TR.5, que em timos normais estdo presentes exclusivamente na medula, passam a ser

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

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

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

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

Disturbios nas Interagdes Timdcitos/Microambiente

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

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

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

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

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

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

verdadeira patologia timica na infecgdo experimental pelo 7. cruzi.

14

Imunemodulagdo da Resposta T-dependente na Doenga de
Chagas Experimental

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

InflLamacgdo e Resisténcia - da Antigiiidade aos Dias Atuais

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

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

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

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

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

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

Por outro lado, pacientes cronicos imunocomprometidos em conseqiiéncia de imunoterapia supressora
devido a um transplante cardiaco apresentam lesbes cutineas nodulares (Jatene, 1987). Lesoes cutineas
similares foram encontradas em camundongos atimicos (Calabrese & Gongalves da Costa, 1992), mostran-
do que o modelo murino é importante neste aspecto. Quando estudamos na leishmaniose tegumentar o
espectro das diferentes formas clinicas, o pdélo que aparece nos pacientes com lesdes localizadas e benignas,
bem como o pélo anérgico com formas difusas extremamente graves, podemos analisar este espectro pelo
perfil imunoldgico da pele.
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Seria interessante lembrar que a idéia da existéncia de uma imunidade érgao-especifica remonta
ao inicio do século, tendo sido este assunto levantado no Instituto Pasteur de Paris por Alexandre
Bessedka, colaborador de Ilya Metchnikoff (Silverstein, 1989). Fichtelius et al. (1970) publicaram
um artigo no qual chegaram a sugerir que a pele seria um 6rgao linféide de primeira linha, compari-
vel até com o timo. Esta conclusio foi obtida com base nas estruturas linfoepiteliais que ocorrem na
pele dos recém-nascidos e fetos humanos. Estes acimulos linféides podem reaparecer nos adultos,
sendo entdo diagnosticados como linfomas cutineos benignos. Esta proposta constitui a hipétese
mais interessante para explicar a origem de certas doengas cutineas de proliferagio linféide nio
maligna. Entretanto, o conceito que estabelece a pele como um érgao de primeiro nivel linféide nio tem
bases consistentes.

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

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

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

sugerem algumas questoes.

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

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

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

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

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

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

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

O estudo da imunologia 6rgao-especifica que estamos iniciando poderd esclarecer muitos destes aspectos
ainda obscuros da tripanosomiase americana (Figura 5).
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1% g «ra 5 — Esquema mostrando a colonizagio
do sistema linféide pelo Trypanosoma cruziea
Medula Sssea correlagdo entre a invasio tissular e a reagio
inflamatéria em diferentes érgaos, iniciando
0s processos imunopatoldgicos.
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Imunopatologia e resisténcia

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

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

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

Imunomeodulacdo Exmpregando a Fracde de Flagelo Associada
ac BCqQ

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

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

A fragdo purificada de flagelo (Pereira et al., 1978) e os antigenos recombinantes FRA ¢ CRA (Lafaille et
al., 1989), vém sendo empregados no Laboratério de Imunomodulagao, em estudos imunobioldgicos no
modelo murino, jé4 que o flagelo se constitui na organela mais importante para a doenga de Chagas, do ponto
de vista antigénico. Os resultados de estudos comparando a agio imunogénica de diferentes fragdes subcelulares
do 7" cruzi mostraram que a fracio flagelar (FF) tem maior capacidade de induzir prote¢do e apresenta a
vantagem de induzir poucos efeitos imunopatolégicos (Ruiz et al., 1985). Outros autores, entretanto,
realizando estudos sobre o papel de diferentes componentes da FF tm fornecido resultados interessantes.
Com o emprego de anticorpos monoclonais, vdrios antigenos foram identificados e purificados pela técnica
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de imunoafinidade. Um destes antigenos (antigeno 123) apresentou propriedades imunossupressoras, e
estudos sobre a seqiiéncia de aminodcidos de alguns peptideos isolados do antigeno 123 mostraram homologia
com as alfa-fetoproteinas humanas e de ratos (Carlomagno et al., 1994).

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

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

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

A CY provoca alteragdes importantes no fluxo de células leucocitdrias (Calabrese et al., 1996) e
deve influir no teor de linfocinas que t8m um papel critico no curso de infecgdes. Apds uma fase de
depressao, em virtude da agao téxica da CY, ocorre uma explosio de PMN e mondcitos no sangue
circulante, em estrita correlacgio com um aumento da miocardite (Calabrese et al., 1996). Embora
estas células monocitdrias sejam células hospedeiras de alta afinidade para a multiplicagio do 7.
cruzi, os macréfagos tém sido considerados um elemento-chave no controle do parasito, desde que
ativados (Hoff, 1975). Assim, a atividade tripanosomicida depende da ativagiao de células T CD4
pela produgio de g-interferon cuja produg¢do vai mediar a ativagao macrofdgica (McCabe et al., 1991;
Vandekerckhove et al., 1994). E interessante assinalar que estas reagoes de HR sio T-dependentes
(Lagrange & Trickston, 1979).

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

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

de Chagas foram discutidos no Capitulo 4.3.
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