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Capítulo 4

Resposta do hospedeiro à infecção

4. 1
Respostas Imune Inata, Inflamatória e
de Fase Aguda na Doença de Chagas

Tania C. Araújo-Jorge

A infecção humana pelo Trypanosoma cruzi deflagra um conjunto de reações que levam ao reconhecimento
do parasita e à montagem de uma resposta imune específica bastante eficaz, capaz de controlar o crescimento
parasitário por toda a vida do indivíduo. Parasitemias subpatentes e a resistência à reinfecção passam então a
caracterizar a infecção humana e de outros modelos experimentais mamíferos, inclusive em camundongos.

Os sinais típicos da fase aguda humana são o chagoma (lesão na porta de entrada do parasita) e a
parasitemia (presença do parasita no sangue circulante). A parasitemia desenvolve-se por uma fase indetectável
microscopicamente (período pré-patente), outra detectável e crescente e uma terceira, detectável e decrescente
(Figura 1). Este estágio da doença é pouco compreendido em humanos devido aos poucos casos estudados.
As fontes principais de estudos são casos de infecção acidental em laboratório (Hofflin et al., 1987; Grauert
et al., 1993) e casos de infecção congênita. Tal escassez está relacionada à curta duração dessa fase (um a dois
meses) e à presença de uma sintomatologia tão fugaz, que pode passar totalmente desapercebida (Antas et
al., 1999). Após a fase aguda, geralmente benigna e inaparente, segue-se uma fase clínica conhecida como
“indeterminada” ou “inaparente”, na qual associam-se ausência de sintomatologia clínica com sorologia
positiva.  Após vinte a trinta anos, cerca de 20% dos indivíduos infectados desenvolvem a fase crônica,
sintomática, com diferentes formas clínicas: cardíaca, digestiva ou neurológica.

Nos indivíduos imunocompetentes, a articulação da resposta imune ocorre em três etapas (Figura 1). A
primeira se desenvolve nas duas primeiras semanas pós-infecção, 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 inflamatória. A segunda etapa, que se desenvolve nos estágios
intermediário e tardio da fase aguda da infecção, quando a fase ascendente da parasitemia é refreada e
controlada até atingir novamente níveis subpatentes, depende dos componentes celulares e humorais da
resposta imune específica adquirida. A terceira etapa, também dependente da resposta imune específica, se
mantém por toda a fase crônica da infecção e é responsável pela manutenção da parasitemia subpatente por
longo prazo, por forte sorologia positiva e pela memória imunológica que garante resistência à reinfecção (e
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portanto ausência de reagudização por qualquer outra cepa do T. cruzi) no hospedeiro imunocompetente,
mas não no imunossuprimido. Essa fase é abolida se o indivíduo infectado for tratado durante a fase aguda
e for curado parasitologicamente.

4. 1 . 1  Evolução da Infecção no Sítio de Inoculação

Historicamente, a primeira questão colocada e confirmada no modelo do camundongo foi a infectividade
das formas metacíclicas obtidas dos triatomíneos infectados capturados em campo, bem como das sangüíneas
obtidas de animais infectados. Em 1912, Brumpt referia que em algumas horas tripomastigotas sangüíneos
inoculados por via subcutânea já podiam ser encontrados no sangue, e em 1934 Dias relatou que 40 minutos
após uma inoculação subcutânea, e 165 minutos após uma intraperitoneal, já se podiam evidenciar parasitas
circulantes. A porta de entrada foi investigada experimentalmente em camundongos também por Romaña
(1943). Este autor demonstrou que as mucosas permitiam a instalação e expansão da infecção, ao contrário da
pele íntegra, que se constituía numa barreira à penetração do T. cruzi. O parasita só coloniza a pele por
inoculação subcutânea, por escarificação e manutenção por duas horas do inóculo com fezes de triatomíneo
contaminadas com metacíclicos.
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Figura 1 – Cinética das respostas imune inata e adquirida durante a infecção
por Trypanosoma cruzi, avaliada a partir da detecção da parasitemia
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A evolução da infecção no sítio de inoculação subcutânea foi também abordada no modelo do camundon-
go e indica a relação parasita-célula hospedeiro in vivo (Dias, 1934; Romaña, 1943). Durante o primeiro
período de multiplicação intracelular do T. cruzi (três primeiros dias) não ocorrem fenômenos infiltrativos
celulares. Só quatro a cinco dias após à inoculação, em seguida às primeiras rupturas de células parasitadas, é que
aparecem as primeiras células de infiltrado inflamatório: leucócitos polimorfonucleares, monócitos, linfócitos e
mobilização e ativação de macrófagos tissulares. Enquanto as células estão íntegras não ocorre inflamação em
torno, mas à medida que aumenta o número de células destruídas pela multiplicação parasitária, aumenta a
infiltração celular. É freqüente o encontro de células parasitadas no tecido conjuntivo subcutâneo e entre os
feixes musculares, em especial macrófagos e fibroblastos, mas a invasão de fibras musculares vizinhas ao ponto de
inoculação é um fenômeno um pouco mais tardio.

O processo inflamatório inicial é dependente da presença do parasita e envolve o recrutamento de macrófagos,
células NK, neutrófilos e alguns eosinófilos nestas regiões focais. Isso foi reanalisado por Deutschländer et al.
(1978). Inoculando a cepa Brazil, subcutaneamente, na pata de camundongos NMRI, os autores observaram
a presença de granulócitos dois dias após a inoculação, de macrófagos infectados quatro dias após a infecção, forte
infiltrado inflamatório somente nove dias pós-infecção, em todos os tecido da pata, com ninhos de parasitas ainda
em macrófagos e pseudocistos em células musculares íntegras. Após dezoito dias não havia mais parasitas
nos macrófagos mas havia muitos pseudocistos nas fibras musculares, junto com forte reação inflamatória,
necrose de fibras e reação de cicatrização causada pela ruptura dos pseudocistos. É portanto comum o encontro
de macrófagos parasitados, servindo como hospedeiros para o parasita e sem capacidade microbicida imediata
sobre eles. Com a formação do infiltrado inflamatório e a ativação celular, podem ser encontrados macrófagos
com parasitas íntegros e em divisão e outros com parasitas destruídos (Romaña, 1943). É comum também a
destruição de células adiposas, e há relatos de que células de parede de vaso (endoteliais) também podem ser
encontradas parasitadas (Dias, 1934). Recentemente foi demonstrado que a carga parasitária na fase aguda é
decisiva no desenvolvimento da patologia, do parasitismo e da ativação do sistema imune na fase crônica da
infecção (Marinho et al., 1999).

Um recente estudo de Montéon et al. (1996) confirmou que o primeiro infiltrado inflamatório no sítio
de inoculação subcutânea do T. cruzi ocorre com polimorfonucleares após 1 hora, atinge um pico em 24
horas e não é mais visto após sete dias. Já o infiltrado mononuclear inicia-se após um dia, é máximo após
quinze dias, é ainda detectável aos trinta dias, e regride totalmente em oitenta dias pós-infecção. No sítio de
inoculação só foi possível detectar o parasita histologicamente e por imunocitoquímica 1 ou 15 minutos
após a infecção; no entanto, por PCR detecta-se DNA de T. cruzi desde um até quinze dias. Após trinta ou
180 dias nem mesmo por PCR os autores detectaram vestígios do parasita no sítio de inoculação. Já miosite
e miocardite foram detectadas em intensidade crescente após sete, quinze e trinta dias, sempre acompanhadas
de infiltrado mononuclear e da detecção do T. cruzi por PCR. O parasitismo decresce histologicamente após
180 dias mas mantém-se positivo por PCR, assim como a miosite e a miocardite.

Os autores acima referidos geralmente concordam em que os macrófagos têm papel decisivo na etapa
inicial de proliferação parasitária:

A completa mudança do parasitismo no sítio de inoculação para o compartimento muscular sugere que a quantidade de parasitas e
os macrófagos disponíveis no sítio inflamatório são fatores determinantes na fase inicial da infecção (Deutchländer et al., 1978).

Em 1929, Galliard chamou a atenção para o fato de que no peritônio dos camundongos, onde há
grande disponibilidade de macrófagos residentes, se desenvolve uma infecção muito mais intensa que a
percebida pelo exame do sangue. Desde muito cedo (dois dias após a infecção) já se pode detectar uma
quantidade apreciável de tripomastigotas no líquido peritoneal.
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4. 1 .2  A Resposta Imune Inata

Considerada por muito tempo como um vestígio ancestral de resposta imune, apenas recentemente a
resposta imune inata vem sendo reexaminada. Seu papel no desenvolvimento e na articulação das respostas
específicas adquiridas e em problemas de imunorregulação e imunopatologia vem sendo reinterpretado e
considerado chave nas definições da intensidade e do tipo de resposta específica (Fearon &  Locksley, 1996).

Os sistemas imune inatos, naturais, são compostos por proteínas solúveis e receptores de membrana
produzidos pelas linhagens germinativas para identificar substâncias potencialmente nocivas. Seus principais
componentes solúveis são o sistema complemento e as proteínas de fase aguda, com destaque para as colectinas
(mannose-binding protein e outras), as pentraxinas e os inibidores de proteases. Seus principais componentes
celulares são os macrófagos tissulares e inflamatórios (macrófagos ativados inespecificamente), as células NK
(linfócitos natural killers), outras células apresentadoras de antígenos (especialmente células dendríticas), e
algumas células T ( e células T “naturais”). A característica comum a todas essas células é a expressão de
moléculas de superfície com capacidade de reconhecimento dos componentes solúveis da resposta inata
(receptores para complemento e para diversas proteínas de fase aguda), bem como de reconhecimento de
padrões estruturais diferentes do próprio (non-self), especialmente carboidratos e glicolipídios complexos
comuns em microorganismos. Assim, diversos tipos de receptores de superfície são moléculas de
reconhecimento características dessas células, tais como os receptores scavenger, os receptores para
complemento, o receptor para LPS (CD14) e os receptores lectínicos como o receptor de manose ou as
galactinas. Por meio de sinalização desses receptores são estimuladas a síntese de IL-1, IL-6, IL-12 e TNF
 (fator  necrosante de tumor). Já a resposta imune adquirida, que envolve o rearranjo dos elementos V, D,
e J dos genes RAG 1 e RGA 2 para gerar bilhões de clones com distintos BCR e TCR, baseia-se num sistema
de detecção de peptídeos que fornece uma faixa de reconhecimento de estruturas moleculares mais ampla do
que os carboidratos, mas não distingue patógenos potenciais, que precisam de uma resposta imune,  de
substâncias inócuas para as quais uma resposta imune pode ser desnecessária ou até mesmo problemática,
como no caso de antígenos próprios.

Articulando as respostas imune inata e adquirida encontram-se as citocinas, que se classificam em classes
funcionalmente distintas: TNF, TGF, IL-1, IL-6, IL-8 e MCP-1 que são consideradas a resposta de fase
aguda; CNF, SCF, TPO e EPO que são citocinas envolvidas na hematopoiese e INF, IL-2, -4, -6, -7, -10,
-12, -13 e -15, que são as citocinas ditas reguladoras da função imune adquirida (Les &  Van Voorhis, 1995).

A intensidade de apresentação de um determinado antígeno é o primeiro determinante da montagem
da resposta específica adquirida pelo reconhecimento por células T auxiliadoras. Todos os sistemas de
endocitose mediada por receptores em macrófagos e células dendríticas que facili tem a apresentação
de antígenos parasitários (por exemplo, lectinas e receptores diversos de remoção de componentes fisiológi-
cos) conferem, portanto, capacidade de instrução da resposta imune inata para a resposta específica 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 linfócitos B ao interagir com seu
ligante estabiliza a ligação de CD19 com o BCR. No hospedeiro não imune os ativadores do complemento
são as IgM naturais, a pentraxina CRP, as colectinas ou a via alternativa.

A resposta inflamatória é a primeira fase da resposta imune inata (Figura 2), e tem sido estudada com
diversos agentes infecciosos e traumáticos (Stadnyk &  Gauldie, 1991), mas pouco com T. cruzi. Macrófagos e
mastócitos são as principais células efetoras inflamatórias residentes nos tecidos. Além destas, as células intersticiais
do estroma conjuntivo (fibroblastos) e as células endoteliais dos vasos sangüíneos das regiões afetadas, compõem
o universo celular responsável pela orquestração da resposta inflamatória e pelo recrutamento de células infla-
matórias circulantes como linfócitos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos e plaquetas. Estas últimas são provavelmente
as geradoras dos primeiros sinais para a ativação de macrófagos tissulares, quimiocinas PF4 e TG e a citocina
TGF-, secretados por plaquetas que ativam macrófagos a secretar as duas primeiras citocinas pró-inflamatórias,
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IL-1/TNF-,  e os fatores de crescimento PDGF e FGF, que atuam sobre as células intersticiais do estroma
do tecido lesado. Dessa ativação de plaquetas, monócitos, mastócitos e fibroblastos derivam a amplificação
da resposta local e a montagem de uma resposta sistêmica. A resposta local constitui-se de um aumento de
permeabilidade vascular causado principalmente por aminas vasoativas, óxido nítrico (NO), prostaglandinas
e leucotrienos, ativação do endotélio vascular e de células do estroma, causada por IL-1 e TNF, com aumento
de expressão e da funcionalidade de diversas moléculas de adesão e liberação de estímulos quimiotáticos
(leucotrienos -LTB4- e quimiocinas como IL-8 e MCAF), para a marginação vascular de neutrófilos, linfócitos
e monócitos. A resposta sistêmica constitui-se de uma ação de IL-1, IL-6, TNF e prostaglandinas ao nível do
sistema nervoso central, levando à febre, à produção de cortisol, de IL-1, IL-6 e TNF ao nível hepático,
estimulando a resposta de fase aguda, dos fatores estimuladores de colônias (GM-CSF e G-CSF) e de IL-3 ao
nível da medula óssea para aumento do número de leucócitos e, finalmente, pelo efeito de IL-1 e IL-6 na
inicialização da resposta imune por células B e T.

Figura 2 – Células e mediadores envolvidos na resposta de fase aguda
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4. 1 .3  A Resposta Imune Inata na Doença de Chagas

Existem poucos estudos sobre a resposta inflamatória imediata à inoculação subcutânea com T. cruzi,
protótipo da infecção natural ou acidental. Além disso, a infecção por via vetorial ocorre, provavelmente,
mais por via da mucosa ocular do que por via subcutânea, posto que o T. cruzi não está presente na saliva e
sim nas fezes que o triatomíneo deposita na região onde lesou um vaso sangüíneo para seu repasto.

Num sítio de inoculação intradérmico, provavelmente as  plaquetas são as primeiras sinalizadoras para
a inflamação. O processo de invasão de macrófagos e células não fagocíticas 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 Araújo-Jorge et al., 1992a e em Burleigh &  Andrews,
1995). Após vários ciclos reprodutivos, as formas amastigotas sofrem diferenciação para tripomastigotas, que
são liberados após ruptura da célula, podendo invadir células vizinhas ou serem levados a outros tecidos pela
corrente sangüínea; por isso a parasitemia não é detectável nos primeiros sete a dez dias de infecção, quando
a proliferação parasitária ainda está restrita à lesão de porta de entrada. Num estudo de infecção acidental, a
parasitemia foi detectada apenas 33 dias após a infecção (Hofflin et al., 1987). O chagoma de inoculação
cutânea é a primeira reação observada no mamífero após o contato com as formas infectantes e lembra uma
reação tipo hipersensibilidade retardada (Romaña, 1943). Após o início da disseminação por circulação
sangüínea ou linfática, quando um a dois parasitas já podem ser observados numa gota de sangue periférico, há
uma fase rápida de expansão parasitária (fase ascendente rápida da parasitemia) devida sobretudo à proliferação
em macrófagos de baço e fígado. Essa fase é logo em seguida refreada pela ação eficiente de uma resposta
específica mediada por células T (ver item 4.2).

4. 1 .3. 1  Citocinas pró-inflamatórias e moléculas de adesão na fase aguda

Alguns estudos já abordaram as variações e o papel das citocinas IL-1, IL-6, TNF- e TGF-, principais
orquestradoras da resposta inflamatória durante a infecção experimental por T. 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 são detectáveis, aumentam rapidamente, geral-
mente precedem de uma semana o aumento da parasitemia,  elevam-se   cerca de dez vezes mais que o normal
entre o 14o e o 17o dias, a depender do inóculo utilizado, e decaem posteriormente para valores três a cinco
vezes os iniciais, normalizando-se após quarenta dias de infecção. A produção de TNF-  por camundongos
C57BL/6 pode ser induzida mesmo utilizando-se parasitas fixados como estímulo (Tarleton, 1988). Os níveis
de parasitemia não necessariamente se correlacionam com o nível de produção de TNF- (Russo et al., 1989).
Além disso, a susceptibilidade de uma linhagem a um certo isolado de T. cruzi parece ser o resultado do
conjunto de interações que ocorrem via rede de citocinas, e não do efeito isolado de uma delas, pois em
diferentes combinações camundongo/parasita são detectadas produções de todas as citocinas citadas, com
pequenas variações de cinética (Zhang &  Tarleton, 1996).

A produção de IFN-, TNF-, IL-1- e IL-6 por camundongos Balb/C infectados com duas diferen-
tes cepas de T. cruzi (Tulahuen e CA-1) foi estudada, tanto no baço, como no coração (Laucella et al.,
1996). O interessante é que no coração há intenso aumento da produção de todas as citocinas testadas,
que em alguns casos chega a ser maior do que no baço. Estes autores também analisaram os níveis da
molécula de adesão ICAM-1e mostraram que, como previsto pela presença de citocinas inflamatórias, foi
possível a detecção de níveis elevados de ICAM-1 solúvel, bem como de expressão aumentada de ICAM-
1na superfície de células. Essa molécula é fundamental para o extravasamento de células inflamatórias nos
sítios de lesão, mediando o reconhecimento dos leucócitos com o endotélio pela interação de ICAM-1 com
a integrina LFA-1.
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4. 1 .3.2  Ativação inespecífica de macrófagos

Os macrófagos têm um papel essencial nas infecções. Secretam uma vasta gama de mediadores químicos e de
citocinas que podem regular a resposta T emergente (funções endócrinas e parácrinas). Adquirem, processam e
apresentam antígenos para células T e B, e são uma fonte de moléculas co-estimulatórias para a ativação dessas
células. Uma vez sensibilizados (“primados”) por citocinas, eles podem se desenvolver em células ativadas para
uma atividade efetora citotóxica deflagrada por citocinas (como IFN- e TNF-) ou outros co-sinais, como LPS
ou produtos do alvo. Secretam então muitos produtos com atividade microbicida (metabólitos reativos de nitrogênio
e de oxigênio, lisozimas e citocinas citotóxicas como TNF-), efetivos a depender da susceptibilidade do alvo.

Um trabalho clássico de Hoff, em 1975, mostrou a cinética de ativação de macrófagos in vivo, em
camundongos C3H infectados com T. cruzi. Os macrófagos peritoneais se tornavam resistentes à infecção in
vitro apenas 21 dias após a infecção, no final da fase ascendente da parasitemia. Mostrou também que as
curvas de parasitemia dos animais infectados não se modificavam em indivíduos imunizados com BCG ou
com Listeria monocytogenes, mas eram reduzidas em animais previamente imunizados com formas epimastigotas
de T. cruzi. No ano seguinte, Brener &  Cardoso (1976) mostraram que a imunização com Corynebacterium
parvum reduzia a parasitemia e retardava a mortalidade de camundongos inoculados com altas doses de T.
cruzi. Em 1977 uma série de trabalhos de Nogueira  (Nogueira et al., 1977a,b) mostraram que tanto a
imunização com epimastigotas como com BCG pode ativar macrófagos a exercerem atividade fagocítica e
citotóxica contra T. cruzi in vitro, e que nesses casos já na primeira semana pós-infecção era possível detectar
a ativação dos macrófagos. Portanto, se a ativação inespecífica de macrófagos pelo BCG for eficiente, pode contribuir
para a resistência à infecção.

A julgar pelo aumento da expressão de moléculas de MHC classe II, a cinética de ativação de macrófagos
depende do número de parasitas inoculados e da via de inoculação. A porcentagem de macrófagos Ia+ aumenta
de três para cem em oito dias após um inóculo intraperitoneal de 105  parasitas, mas apenas após 12 dias com
o mesmo inóculo intradérmico, e após 28 dias com um inóculo ID de 102 parasitas (Behbehani et al.,
1981). O curso temporal da ativação de macrófagos in vivo acompanha o aumento nos níveis IFN-, a
principal citocina responsável pela ativação. Outras citocinas como GM-CSF, M-CSF e TNF- também
podem contribuir sinergicamente ao efeito do IFN-. Estudos mais recentes mostraram que as citocinas
IFN-, e TNF- são as principais mediadoras dessa ativação de macrófagos (ver Capítulo 4.4) e que IFN-
e IL-12 compõem um sistema autócrino de feed-back  positivo que amplifica os níveis de IFN- para ativação
de macrófagos e de IL-12 para produção e ativação de células NK e Th1.

4. 1 .3.3  A resposta de fase aguda

A resposta de fase aguda é o nome dado para um padrão característico de alterações metabólicas que
ocorrem em resposta a diferentes formas de infecção, inflamação ou danos tissulares (Koj, 1984).  Estas
mudanças metabólicas incluem leucocitose, diminuição da concentração plasmática de zinco e ferro, aumento
da concentração de cobre, aumento do catabolismo protéico e gliconeogênese, aumento da síntese protéica
total e febre, entre outros. Os níveis de complemento aumentam (Scharfstein et al., 1982), mas animais
deficientes no componente C5 do complemento desenvolvem curso normal de parasitemia e apresentam
níveis similares de mortalidade a animais com o sistema complemento funcionante (Dalmasso &  Jarvinen,
1980). Além disso, tripomastigotas são resistentes à ativação direta da via alternada do complemento, por
possuírem 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 T. cruzi apresenta um antígeno de superfície 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 à possível participação da MBP, que reconhece padrões de manoses comumente
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expostos na superfície dos microorganismos, ela não reconhece formas tripomastigotas, contribuindo, desse modo,
possivelmente, para o escape à lise por  complemento na fase inicial da infecção (Kahn et al., 1995). Já as formas
amastigotas se ligam à MBP, através de glicoproteínas de superfície, da família SA85 (Kahn et al., 1996).

Durante a inflamação, há um grupo bem definido de proteínas, conhecidas como proteínas de fase
aguda, cujos níveis plasmáticos aumentam. Entre elas temos:  (a) proteína C reativa (CRP), que funciona
como uma opsonina não específica para aumentar a fagocitose de bactérias;  (b) -2-macroglobulina (A2M)
e outros inibidores de proteases;  (c) proteína fibrinogênio da coagulação;  (d) proteína amilóide do soro
(SAP);  (e) haptoglobina;  (f ) fibronectina solúvel (Fn).  A maioria das alterações nas concentrações plasmáticas
pode ser diretamente atribuída a alterações nos níveis de síntese dessas proteínas plasmáticas por hepatócitos,
que por sua vez são regulados primariamente por IL-1 /TNF-e por IL-6.

Até o presente, pouco se sabe a respeito do papel dos elementos da resposta de fase aguda na
doença de Chagas. Do conjunto de proteínas de fase aguda apenas três 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 inóculo utilizado (Scharfstein et al., 1982; Luz et al., 1994). Já em camundon-
gos C3H seus níveis não se alteram em resposta à infecção (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). Crianças na fase
aguda da  doença de Chagas também apresentam uma resposta heterogênea quanto à elevação de CRP (o
homólogo da SAP de camundongos), com predomínio de aumento (Medrano-Mercado et al., 1996a). Sabe-se
que a CRP ativa complemento, atua como um opsonizante e ativa macrófagos e neutrófilos (revisto em Steel &
Whitehead, 1994). Os componentes C3 e C4 do complemento também aumentam na fase aguda da infecção
experimental (Scharfstein et al., 1982).

Tanto camundongos como crianças infectadas apresentaram níveis elevados de -macroglobulinas,
inibidores fisiológicos de proteinases, durante a fase aguda (Luz et al., 1994, 1995; Medrano-Mercado et
al., 1996a,b). O aumento do nível de A2M é mais significativo nas crianças assintomáticas do que naque-
las sintomáticas, que se encontravam hospitalizadas no momento da colheita do soro (Medrano-Mercado
et al., 1996b). Camundongos Balb/C que sobreviveram à infecção aguda apresentaram níveis mais eleva-
dos de A2M plasmática comparável àqueles que morreram (Araújo-Jorge et al., 1992b). No entanto, tal
como para SAP também é grande a heterogeneidade observada nos animais e em humanos quanto à
elevação dos níveis de A2M (Luz et al., 1994, 1995; Medrano-Mercado et al., 1996b). Como é conheci-
do o envolvimento de proteinases de T. cruzi em eventos moleculares ligados à sua interação com células
hospedeiras (revisto em Araújo-Jorge et al., 1992a), o efeito de A2M nesse processo foi estudado in vitro
e mostrou-se que A2M pode inibir a invasão de macrófagos e fibroblastos por parasitas das cepas Y,
Colombiana e CL, possivelmente devido à sua ação inibidora sobre proteinases.  Além disso, a pré-incu-
bação de macrófagos peritoneais residentes com A2M resulta em um aumento na endocitose e na destrui-
ção celular de tripomastigotas da cepa Y. Um papel potencialmente importante e ainda pouco explorado
da AM é sua atividade como carreadora de citocinas (revisto em Borth, 1992 e em Legrés et al., 1994).
Esta ligação resulta na redução de atividade dessas citocinas, ou no aumento de sua meia-vida. A2M liga-
se a TGF-, TNF-, IL-1, IL-2 e IL-6.

Finalmente, foi demonstrado que também a Fn apresenta níveis ligeiramente elevados na fase aguda da
infecção experimental (Truyens et al., 1995), resultado encontrado também em crianças chagásicas na fase
aguda (Antas, 1996). Em ambos os casos foi mostrado que há elevação dos níveis de anticorpos anti Fn.
Estudos in vitro sugerem que Fn tenha papel como adjuvante na penetração do parasita nas células do
hospedeiro vertebrado (Wirth &  Kierszenbaum, 1984; Ouaissi et al., 1985), e que anticorpos anti Fn
podem ter efeito “protetor” na infecção (Ouaissi 1988). Apesar desse conjunto de dados, ainda não foi
esclarecido o real papel que essas proteínas de fase aguda apresentam in vivo na infecção.
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4. 1 .4  Atividade de Células NK e de Células T

Quando ativadas, as células NK cumprem duas funções primordiais: sintetizar IFN- e lisar alvos reco-
nhecidos por seus receptores. Um dos sistemas de ativação das células NK é a interação. Na década de 80 foi
observado um aumento de atividade NK no baço de animais C57BL/6 e C3H infectados experimentalmen-
te (Hatcher et al., 1981), bem como a indução de atividade citotóxica em macrófagos peritoneais. Essa
atividade pode ser verificada tanto utilizando-se parasitas vivos como mortos por calor. Com base em seus
resultados, os autores discutiram que não havia indícios de que células NK desempenhassem um papel
direto na proteção durante a infecção por T. cruzi.  A administração de indutores da atividade NK, como o
ácido poliinosino-citidílico (Hatcher &  Kuhn, 1982), gera células NK com atividade tripanocida. Do mesmo
modo, a administração de tilerone (James et al., 1982), indutor de atividade NK, aumenta a resistência à
infecção. No entanto, o papel-chave das células NK como secretoras de INF- e participantes da resistência
do hospedeiro à infecção por T. cruzi foi recentemente demonstrado (Silva et al., 1995), especialmente
quando da sua depleção in vivo por anticorpos anti NK (ver item 4.4).

Já a subpopulação de linfócitos T pode ser ativada por antígenos contendo prenil-pirofosfato (compo-
nentes de membranas de microorganismos envolvidos na ligação de carboidratos), e não precisam de
processamento intracelular ou de associação com produtos MHC. Secretam IFN- e TNF e induzem a
diferenciação de células Th1. Seu número aumenta bastante durante a infecção (Minoprio et al., 1989).
Essas células podem modular a parasitemia em certos modelos (Cardillo et al., 1993) e a inflamação
característica da miocardite aguda (Santos-Lima &  Minoprio, 1996).

4. 1 .5  Regulação da Resposta Imune Inata

Há muitas evidências de que a resposta imune inata se auto-regula, reduzindo a ativação de macrófagos
e a produção local de óxido nítrico (NO). Em excesso, altos níveis de TNF-, de IFN- e de NO podem ser
extremamente prejudiciais ao próprio hospedeiro (Hunter et al., 1997; Meyer zum Buschenfelde et al.,
1998). Assim, nas situações experimentais de resolução da fase aguda, tanto a resposta imune adquirida,
específica anti T. cruzi, como o controle da ativação da resposta inata  têm  um papel decisivo (ver item 4.3).
As citocinas responsáveis por essa “desativação” são IL-10 e TGF-,  cuja síntese aumenta. IL-10 começa a
ser detectada três semanas após a infecção em Balb/c, tanto com cepa virulenta como atenuada de T. cruzi
(Revelli et al., 1999) e apresenta maiores níveis séricos, justamente no modelo mais resistente, sem lesão
tissular. A produção de IL-10 é necessária para controlar os efeitos inflamatórios letais de citocinas tipo 1
produzidas durante a infecção (Hunter et al., 1997) e camundongos resistentes apresentam maior produção
de IL-10 quando comparados com susceptíveis (Zhang &  Tarleton, 1996).  O declínio da síntese de TNF-,
NO e IL-13, medidos por detecção do mRNA por RT-PCR no tecido cardíaco (Powell et al., 1998) é mais
rápido num modelo experimental resistente do que num susceptível à infecção.

Esse conjunto de evidências e estudos são claros indicativos de que a resposta imune inata é ativa
durante a infecção por T. cruzi, colabora para o estabelecimento da resposta imune específica e, dependendo
da regulação homeostática de seus componentes efetores, pode ser decisiva para o estabelecimento de resis-
tência ou susceptibilidade à fase aguda, bem como ao desenvolvimento posterior de patologia associada à
fase crônica da infecção.
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4.2
A Resposta Imune Celular na Infecção Experimental por

Trypanosoma cruzi

George A . Dos Reis

A infecção experimental de camundongos por Trypanosoma cruzi induz a uma série de alterações no
sistema imune: imunossupressão, ativação policlonal linfocitária e hiperprodução de imunoglobulinas
(Igs), além de resultar na persistência indefinida do parasita nos tecidos do hospedeiro e na lesão dos
tecidos nervoso e cardíaco (revisto em Brener, 1994 e em  Dos Reis &  Lopes, 1999).  Estas características
em muitos aspectos mimetizam a infecção humana conhecida como doença de Chagas ou tripanosomíase
americana. O camundongo constitui o principal modelo experimental disponível para o estudo dos me-
canismos patogênicos e imunoprotetores relacionados à infecção chagásica, com a ressalva de que será
sempre necessário verificar a validade das observações descritas através da sua ocorrência em humanos
infectados. A discussão aqui apresentada não tenciona rever os dados já publicados, mas sim discutir
alguns aspectos controvertidos sobre o tema que permanecem por ser esclarecidos.

4.2. 1  A Resposta Imune: Proteção e lesão

Como outros microorganismos patogênicos intracelulares, o T. cruzi é capaz de infectar o hospedeiro
mamífero vertebrado, resistindo indefinidamente ao ataque da resposta imune.  Esta no entanto, após um
período de imunossupressão e ativação policlonal generalizada, torna-se capaz de controlar o nível de parasitismo
nos tecidos.  Segundo a tendência atual mais aceita, é o controle imunológico da carga parasitária nos tecidos
que gera mecanismos de lesão tecidual progressiva (Tarleton, 1995). No entanto, não está descartado que
mecanismos imunológicos de auto-reconhecimento disparados pelo processo infeccioso também possam ter
um papel adicional na patogênese das lesões observadas (Ribeiro dos Santos et al., 1992). O nível de conheci-
mento obtido sobre a imunidade celular contra o parasita, apesar de sofisticado em alguns casos, é descritivo.
Os mecanismos de persistência do T. cruzi, e a natureza das alterações imunológicas que permitem esta persistência
são amplamente ignorados, devido às limitações do conhecimento atual sobre imunorregulação.

Diferentes grupos de pesquisa, utilizando diferentes isolados de T. cruzi e diferentes linhagens isogênicas
de camundongo, estão estudando aspectos da imunidade inata e da imunidade adquirida contra o parasita,
geralmente baseados na produção de diferentes citocinas regulatórias da resposta imune. Numerosas evidên-
cias recentes indicam um papel importante da imunidade inata, não só como primeira linha de defesa do
hospedeiro, mas também no direcionamento instrutivo da qualidade da resposta imune adquirida subseqüente
(Fearon &  Locksley, 1996). Vários estudos demonstraram um importante papel de células NK (natural
killer) na defesa inicial contra a infecção por T. cruzi (Cardillo et al., 1996), cuja função protetora está ligada
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à produção da citocina IFN- por estas células. Esta citocina tem um papel protetor inicial na infecção
chagásica (Reed, 1988), presumivelmente devido à sua capacidade de ativar a produção de metabólitos do
óxido nítrico (NO), com atividade tripanocida em macrófagos infectados (Gazzinelli et al., 1992). Por outro
lado, a ativação intensa de células NK parece dependente da produção da citocina IL-12, além de TNF-,
por macrófagos infectados pelo T. cruzi (Aliberti et al., 1996). Já foi amplamente demonstrado que a produ-
ção local de IL-12 e IFN- por mecanismos inatos de defesa facilita a indução subseqüente de células T CD4
específicas para antígeno com o fenótipo secretório de células Thl. Esta deve ser a razão pela qual uma onda
de ativação de células Thl ocorre primeiro na infecção chagásica, predominando no início da fase aguda
(Zhang &  Tarleton, 1996).

Ainda durante a resposta imune inata, ocorre produção das citocinas regulatórias IL-10 (Reed et al.,
1994) e TGF- (Silva et al., 1992), com uma cinética mais retardada em relação ao IFN-. Estas citocinas,
entre outros mecanismos, antagonizam a ação ativatória do IFN- ao nível da resposta dos macrófagos
teciduais a esta citocina. Tanto macrófagos (Reed et al., 1994) como células B CD5 (Minoprio et al., 1993)
podem produzir IL-10, e é possível que esta produção seja necessária para minimizar os efeitos tóxicos
causados por uma grande produção das citocinas inflamatórias IL-12 e IFN-. As células B CD5 correspondem
a uma subpopulação “primitiva” de linfócitos B, com algumas características semelhantes a macrófagos,
apesar de rearranjarem os genes de Ig (Hardy et al., 1994). As Igs formadas reconhecem, em geral,
determinantes antigênicos localizados em antígenos polissacarídicos únicos de microorganismos, e a ativação
destas células requer citocinas que podem aparentemente ser supridas por células NK como células auxiliadoras
(Snapper &  Mond, 1996). A maior resistência de animais deficientes de células B CD5 à infecção chagásica
foi atribuída a uma maior produção de IFN- e à reduzida produção de IL-10 neste caso (Minoprio et al.,
1993). Também as células T , uma linha de defesa intermediária entre a resposta inata e a adquirida, e que
reconhecem um grupo restrito de determinantes antigênicos comuns a vários microorganismos, podem
modular a parasitemia e o grau de lesão tecidual na infecção chagásica (Cardillo et al., 1993).

A resposta imune inata tem um papel inicial importante na defesa anti T. cruzi, controlando parcial-
mente a infecção. Animais geneticamente deficientes de respostas adquiridas (animais RAG knockout cujos
linfócitos não fazem rearranjo gênico) controlam a infecção tão bem como animais normais durante a primeira
semana de infecção, perdendo, a seguir, o controle da parasitemia, enquanto animais normais conseguem
resolvê-la (Abrahamsohn &  Coffman, 1996). A resposta imune adquirida, mediada por linfócitos T CD4 e
CD8 convencionais (TCR ) e pelos anticorpos produzidos por células B convencionais, é absolutamente
essencial para o controle da parasitemia e para a sobrevivência do hospedeiro. Estes dados foram obtidos
infectando-se camundongos deficientes na expressão de moléculas de histocompatibilidade classe I ou classe
II, deficientes em células T CD8 ou CD4 maduras, respectivamente (Tarleton et al., 1992; Rottenberg et
al., 1993). Os animais são altamente susceptíveis à morte pela infecção.  Existe ainda uma correlação entre
o grau de lesão tecidual e a imunocompetência do hospedeiro na fase aguda. Os animais deficientes em
células T CD8 ou CD4 apresentam alta carga parasitária nos tecidos, mas pouca ou nenhuma lesão tecidual
(Tarleton et al., 1992, 1995). Estes dados sugerem que a lesão tecidual é conseqüência inescapável do
processo de controle do parasitismo tecidual por linfócitos efetores competentes (Tarleton, 1995). A necessidade
de células T CD4 na defesa poderia estar relacionada com a ativação imunológica de macrófagos infectados
e com a destruição intracelular de parasitas por células do tipo Thl, produtoras de IFN- e, no caso de
células Th2, com a indução da produção de anticorpos líticos protetores (Brener, 1986). Um estudo recente
demonstrou a existência de uma onda de atividade Thl na infecção chagásica que posteriormente se extingue,
dando lugar a uma onda de atividade Th2 que persiste durante a infecção crônica (Zhang &  Tarleton,
1996). O mecanismo de inativação das células Thl não está claro, podendo derivar da indução de anergia
clonal ou de morte celular programada. Por último, 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 não expressam MHC classe II, apenas MHC classe I. Neste caso, a defesa anti T. cruzi deve estar
relacionada com a atividade citotóxica de efetores do tipo T CD8. No entanto, o estudo deste importante
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aspecto da resposta imune celular tem sido prejudicado pela inexplicável dificuldade de se demonstrar e
isolar células T CD8 citotóxicas específicas para antígenos do parasita. Foi demonstrado que células T CD8
da infecção chagásica sofrem um processo de morte celular por apoptose espontânea quando explantadas
imediatamente de animais infectados (Lopes et al., 1995), o que poderia ter relação com a dificuldade de
isolar células funcionais viáveis nesta infecção.

Vários estudos identificaram a presença de uma etapa de imunossupressão generalizada in vitro de
linfócitos T (Harel-Bellan et al., 1985) e foi sugerido que esta etapa é crítica para o escape e persistência do
parasita nos tecidos (Kierszenbaum, 1981). Estudos recentes apontam para dois mecanismos distintos de
imunossupressão: um mediado por produtos de macrófagos ativados, e outro mediado por um programa
de morte programada induzida por ativação pelo TCR da célula T. Confirmando estudos anteriores, uma
investigação recente identificou um mecanismo de supressão de células T CD4 na infecção aguda por T. cruzi
mediado por células aderentes/macrófagos (Abrahamshon &  Coffman, 1995). Neste trabalho, contudo, foi
demonstrado que após ativação linfocitária, a produção exacerbada de IFN- levou também à produção de
radicais de NO por macrófagos, que inibiram a proliferação celular de linfócitos T  (Abrahamshon &  Coffman,
1995). Portanto, este mecanismo resulta de respostas Thl exacerbadas  que culminam com a produção de
mediadores tóxicos por macrófagos ativados. Utilizando um modelo de infecção de baixa virulência, com
formas metacíclicas de T. cruzi, outros estudos identificaram um defeito intrínseco na ativação de células T CD4
via o receptor antigênico (TCR), mas não através da via alternativa de ativação mediada pelo antígeno CD69 (Lopes &
Dos Reis, 1994, 1996).  Neste modelo, não se encontrou evidência de anergia nas células T (Lopes &  Dos
Reis, 1996), mas o defeito intrínseco foi identificado como morte programada induzida por ativação, levando
à apoptose linfocitária (Lopes et al., 1995). Neste estudo, células T CD8 morriam espontaneamente por
deprivação de fatores (exaustão clonal?), mas não morriam após ativação (Lopes et al., 1995). A morte por
ativação de células T CD4 parece ser um fenômeno imunorregulatório decorrente da extensa ativação policlonal,
e causa supressão das respostas proliferativas in vitro, estando ausente quando a ativação se processa por vias
alternativas como CD69 e Ly-6 (Lopes &  Dos Reis, 1996). Em conjunto, estes estudos indicam a operação de
mecanismos supressores distintos, possivelmente atuando em fases distintas da infecção. A imunorregulação
de células T CD8 na infecção permanece pouco entendida.

Os dados discutidos aqui revelam um avanço significativo na compreensão da patogênese da infecção
chagásica.  No entanto, as várias lacunas existentes ainda não permitem estabelecer com clareza as anomalias
imunológicas que resultam na cronificação da infecção.  Animais geneticamente alterados em determinadas
vias moleculares de regulação imunológica (como citocinas, receptores sinalizadores de apoptose e proteínas
protetoras contra a exaustão clonal) serão ferramentas importantes para dissecar estes processos in vivo.
Também faltam modelos adequados para definir os mecanismos imunopatogênicos de lesão do tecido cardíaco,
e resolver se esta é primariamente causada pela presença do parasita, ou por linfócitos T auto-reativos,
sensibilizados durante o processo agudo de ativação policional. Uma última fronteira pouco explorada
é a identificação de moléculas e mecanismos utilizados pelo parasita para subverter local e sistemicamente a
imunidade celular. Nesta linha situam-se os trabalhos recentes de identificação do TIF (fator imunossupressor
de tripomastigotas) (Majunder &  Kierszenbaum, 1996), e do glicoinositol fosfolipídeo (GIPL) de T. cruzi
(Gomes et al., 1996) como moléculas capazes de bloquear respostas imunes celulares do hospedeiro.
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4.3
A Resposta Imune Humoral e

As Funções do Linfócito B na Infecção por Trypanosoma cruzi

Maria Teresa Rivera

A forma aguda da infecção pelo Trypanosoma cruzi se caracteriza por uma intensa multiplicação parasi-
tária. A parasitemia aumenta rapidamente, associada à morte de um certo número de indivíduos. Naqueles
que sobrevivem, o controle da infecção se traduz por uma diminuição progressiva da parasitemia, que se tornará
praticamente indetectável na forma crônica da infecção. Os parasitos circulantes não são eliminados completa-
mente, apesar de o hospedeiro parasitado na fase crônica ter se tornado resistente a uma nova infecção.

A infecção por T. cruzi apresenta, assim, o paradoxo encontrado freqüentemente nas relações parasita-
hospedeiro, ou seja, a persistência de uma população parasitária no hospedeiro imune. Além disso, a infecção
acarreta uma desregulação do sistema imune, com uma ativação policlonal dos linfócitos B e T, um certo
grau de hipergamaglobulinemia e um estado de imunossupressão, que são, provavelmente em parte, a
origem da patologia da doença de Chagas.

4.3. 1  A Ativação Policlonal dos Linfócitos B

No camundongo infectado pelo T. cruzi ocorre logo uma ativação policlonal de células B na fase aguda,
que persiste na fase crônica (D’Imperio Lima et al., 1985, 1986; Minoprio et al., 1986a). Esta ativação
causa uma hipergamaglobulinemia poliisotípica importante e reversível, sendo caracterizada por um aumento
considerável de imunoglobulinas e uma resposta específica ao parasita, que também é  poliisotípica e estável.
Nesta resposta se detectam altas concentrações de  IgG2a e IgG2b entre os anticorpos anti T. cruzi, e IgG2a
entre os anticorpos inespecíficos (Spinella et al., 1992; El Bouhdidi et al., 1994), podendo esse isotipo
atingir 50% das imunoglobulinas totais do soro (Hontebeyrie-Joskowicz, 1994). Esta ativação policlonal
foi bem demonstrada no modelo murino da doença de Chagas, porém na infecção humana ainda não está
totalmente estabelecida (Kierszenbaum &  Sztein, 1994). Existem, no entanto, os seguintes relatos indicativos
de sua ocorrência em humanos: (1) num caso de infecção acidental em laboratório foi estudado o curso da
produção de imunoglobulinas específicas anti T. cruzi, bem como de imunoglobulinas dirigidas para auto-
antígenos (Grauert et al., 1993); foi demonstrada hipergamaglobulinemia precoce desde 17 até 66 dias
(máxima em trinta dias) após a infecção, quando a parasitemia se tornou subpatente, de IgM e IgG, de
caráter poliisotípico (IgA, IgM e IgG), e  também com elevados níveis de auto-anticorpos IgM e das subclasses
de IgG; (2) foi demonstrado que pacientes chagásicos crônicos apresentam na circulação uma alta
freqüência de células ativadas (Dutra et al., 1994), tanto B como T, características de condições patológicas
com respostas auto-imunes, hiperimunes e policlonais, e que esta ativação se mantém mesmo após a cura
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parasitológica (Dutra et al., 1996). Recentemente foi identificado um antígeno de T. cruzi de 24 kDa com
capacidade de ativação policlonal de células B (Silva et al., 1998), que utilizada para sorologia em ELISA
correlaciona-se aos resultados obtidos com o método de detecção de anticorpos líticos (Krautz et al., 1994;
Taibi et al., 1995).

4.3.2  A Função das Células B CD5

As células B CD5 constituem uma população de linfócitos B, presentes principalmente durante a
vida fetal, que participam da seleção dos linfócitos maduros (Minoprio et al., 1989). Estas células
aumentam consideravelmente durante a infecção por T. cruzi, e assim poderiam estar implicadas nas
reações auto-imunes associadas à doença de Chagas (Minoprio, 1991). Em pacientes crônicos também
foi demonstrada alta freqüência de células B CD5 (Dutra et al., 1996). Camundongos geneticamente
deficientes em linfócitos B CD5 (mutação Xid) controlam a parasitemia de modo mais eficaz, não
apresentando alterações no estado geral (caquexia) e desenvolvendo somente poucas lesões inflamatórias
no início da fase crônica da infecção. Além disso, produzem níveis menores de imunoglobulinas tanto
não específicas (policlonais) como anticorpos específicos anti T. cruzi (dez vezes menores do que nos
animais sem mutação) (Minoprio et al., 1993). Estas informações sugerem que as células B CD5 estão
implicadas na maturação das células B seja diretamente, ou aumentando a atividade dos linfócitos
CD4 Th2; no camundongo Xid, a deficiência em linfócitos B CD5 poderia produzir uma inibição das
células CD4 Th2 e uma ativação das células CD4 Th1 (Hontebeyrie-Joskowics, 1991), aumentando
assim a resistência à infecção por T. cruzi . Em conclusão, as células B CD5 permitiriam uma forte
ativação das células B convencionais com uma produção dos isotipos IgG2a e IgG2b, acarretando
lesões inflamatórias e auto-imunes associadas com a doença de Chagas (Minoprio et al.,  1991).

4.3.3  A Produção dos Anticorpos Específ icos anti T. cruzi

A investigação de anticorpos anti T. cruzi por meio de diferentes técnicas é a base do diagnóstico
imunológico da doença de Chagas (Brenière et al., 1985; Carlier et al., 1985; Brener &  Krettli 1990;
Tanowitz et al., 1992). Na infecção experimental, a resposta específica é poliisotípica com um predomínio
dos anticorpos IgG2a, IgG2b e IgM (Spinella et al., 1992; El Bouhdidi et al., 1994).

Um trabalho clássico no estudo dos mecanismos humorais de proteção demonstrou que, associados ao
estado de proteção do hospedeiro, estavam apenas os anticorpos reativos contra formas vivas de tripomastigotas
(e não formas fixadas ou extratos e frações celulares), que podiam mediar nestas a lise por complemento
(Krettli &  Brener, 1982). Essa linha de investigação firmou o conceito de anticorpos anti T. cruzi líticos,
reativos apenas contra formas vivas do parasita, e que decaem quando ocorre cura parasitológica após terapia
tripanocida (e proposto como critério de cura parasitológica), e anticorpos anti T. cruzi convencionais,
capturáveis com antígenos de parasitas fixados, extratos ou frações. Um polipeptídeo de 160 kDa da super-
fície dos tripomastigotas foi identificado como alvo para os anticorpos protetivos (Martins et al., 1985), e
posteriormente foi clonado um antígeno de 160 kDa (gp160) que é capaz de induzir a síntese de anticorpos
líticos 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 infecção (Krettli &
Brener, 1976) e participam da eliminação dos parasitas circulantes (Kipnis et al., 1981; Umekita et al., 1988).
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Diferentes experiências evidenciam sua função protetora:

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

• a pré-incubação de tripomastigotas com um soro de forma crônica  diminui sua infectividade (MacHardy,
1977);

• a depleção de linfócitos B por injeção de anticorpos torna os animais mais susceptíveis à infecção (Okabe et al.,
1980);

• a transmissão passiva de soros imunes ou de imunoglobulinas purificadas provenientes de animais na fase
crônica protegem os camundongos contra uma infecção letal (Scott &  Goss-Sampson, 1984; Brener 1986);

• por outro lado, níveis elevados de infecção são obtidos em animais sem células B; a transferência de células
imunes do baço sem linfócitos B, não induz a uma proteção nestes animais (Scott, 1981).

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

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

• sua aglutinação com soros imunes específicos diminui sua infectividade (Krettli &  Brener 1976; Brener &
Krettli, 1990);

• a infecção de células não fagocíticas (como células miocárdicas e fibroblastos) pode ser inibida por anticorpos
(Wirth &  Kierszenbaum, 1988);

• anticorpos capazes de reconhecer um epítopo galactosil--1-3galactose presente na superfície da forma
tripomastigota de T. cruzi destroem os parasitas, participando assim na diminuição da parasitemia das
formas aguda e crônica da infecção (Gazinelli &  Brener, 1991; Gazinelli et al., 1991);

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

• a opsonização dos parasitas por  anticorpos pode contribuir para sua  eliminação através de mecanis-
mos de ADDC (citotoxicidade celular dependente de anticorpos). Diferentes populações celulares
apresentam receptores FcR na sua superfície, como eosinófilos (Sanderson et al., 1977), macrófagos
(Okabe et al., 1980) e mastócitos (Tambourgi et al., 1989), podendo assim contribuir para a
eliminação dos parasitas.

A expressão dos FcRII/I I I de baixa afinidade está aumentada nas células de camundongos infectados
(Araújo-Jorge et al., 1993). Mesmo assim, os parasitas opsonizados por anticorpos são mais facilmente
fagocitados e lisados por macrófagos. A atividade tripanocida dos macrófagos resulta de sua ativação
por certas citocinas liberadas por linfócitos T sensibilizados (Nogueira et al., 1981), como o IFN-,
cuja função foi claramente demostrada in vitro e in vivo (Golden &  Tarleton, 1991). Outras citocinas
podem entrar em sinergia com IFN- e contribuir para uma maior ativação dos macrófagos. Este é o
caso de TNF-, produzido pelos próprios macrófagos durante a infecção por T. cruzi (Tarleton, 1988),
e que também tem uma função protetora demostrada in vitro e in vivo (De Titto et al., 1986; Starobinas
et al., 1991).

IL-1,  GM-CSF e  IL-3 parecem possuir também uma ação sobre a ativação de macrófagos, porém inferior
a de IFN- e TNF- (Reed, 1998). Além disso, a  IL-1 complementada com a IL-2, estimula também a função
das células T helper, participando deste modo na resposta imune dos linfócitos B (Reed et al., 1989).
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4.3.4  Diagnóstico Imunológico da Doença de Chagas

A detecção de anticorpos anti T. cruzi é um instrumento muito importante, sobretudo no diagnóstico e
na avaliação da forma crônica da infecção (Ferreira, 1992). Extratos antigênicos do parasita preparados a
partir de formas epimastigotas de cultivo ou de tripomastigotas obtidos por cultivo celular, são utilizados
em diferentes reações sorológicas como fixação do complemento (reação de Machado-Guerreiro),
hemaglutinação,  imunoprecipitação,  imunofluorescência e  ELISA (Carlier et al., 1985; Brenière et al.,
1987). Estas técnicas permitem o diagnóstico de infecções crônicas em 95 a 99% dos casos. Além do
diagnóstico clínico, estes métodos são utilizados no controle de doadores em bancos de sangue e em estudos
epidemiológicos.

O problema ocasionado por reações falso-positivas levou ao desenvolvimento de técnicas de diagnóstico
sorológico muito mais específicas. A utilização de antígenos purificados específicos para T. cruzi, ou de
anticorpos monoclonais permitem eliminar as reações cruzadas devido a outros tripanosomatídeos encontrados
na América Latina (Leishmania e T. rangeli) (Dragon et al., 1985; Lemesre et al., 1986; Martin et al., 1990;
Paranhos-Bacalla et al., 1994).  Tambem graças à detecção de anticorpos antiidiotípicos específicos para T.
cruzi,  pode-se diferenciar pacientes crônicos assintomáticos daqueles que apresentam doença crônica grave
(D’Avila Reis et al., 1993b). A detecção de anticorpos que inibem a atividade da enzima transialidase de T.
cruzi permite avaliar a infecção crônica e a congênita. Tal como os anticorpos líticos, estes anticorpos
neutralizantes podem servir também como marcadores de remissão no acompanhamento de pacientes
submetidos a quimioterapia (Leguizamon et al., 1994). Porém, uma resposta humoral específica contra um
extrato total de T. cruzi e contra o  peptídeo  R-13 (derivado da proteína ribosomal P do parasita) mostra que
os anticorpos anti R-13 permitem diferenciar formas da patologia chagásica: estes anticorpos se apresentaram
em grande proporção em pacientes chagásicos cardíacos 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 congênita (Aznar et al., 1995).

 A detecção de anticorpos líticos, que foi classicamente feita pelo teste de lise mediado por complemen-
to (Krettli &  Brener 1982), está sendo aprimorada. Já 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 antígenos purificados ou
recombinante (Tc-24), que também diferenciam a infecção por T. cruzi da infecção por T. rangeli. Apesar
de anticorpos líticos estarem presentes em vários mamíferos, uma característica importante da doença de
Chagas é a presença somente em humanos (e em primatas do Novo Mundo, mas não em camundongos)
de anticorpos antigalactose, capturáveis por laminina de camundongo ou outros antígenos ricos no epítopo
Gal-1-3-Gal (Szarfman et al., 1982; Milani &  Travassos, 1988). São precoces e intensamente estimula-
dos durante a infecção pelo T. cruzi (Gazzinelli et al., 1988; Grauert et al., 1993); são capazes de induzir
a lise dos parasitas em presença de complemento (Almeida et al., 1991)  e apresentam-se em níveis mais
elevados em pacientes crônicos assintomáticos do que em sintomáticos (Gazzinelli, 1992). Estudos com
crianças infectadas em área endêmica da infecção demonstraram que a presença desses anticorpos em dilui-
ções séricas de 1:5.000 pode ser indicativa da presença de infecção recente (Medrano-Mercado et al., 1996a,
b; Antas et al., 1999).
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4.4
Participação de Citocinas no Determinismo de

Resistência ou Susceptibilidade à Infecção Experimental por
Trypanosoma cruzi

Gislâine A . Martins, Júlio C. S. Aliberti & João S. Silva

Neste capítulo discutiremos o papel de algumas citocinas e quimiocinas e de alguns dos possíveis mecanismos
que influenciam no determinismo da resistência e/ou susceptibilidade em camundongos infectados por Trypanosoma
cruzi. Durante a fase inicial da infecção por esse parasita, os índices parasitêmicos e a mortalidade do hospedeiro
dependem intrinsecamente da cepa de T. cruzi e das características genéticas do animal infectado, incluindo os genes
do sistema principal de histocompatibilidade (Wrightsman et al., 1982). Algumas cepas de parasitas são capazes de
matar todos os animais infectados enquanto outras são quase avirulentas, induzindo baixa parasitemia e ausência de
mortalidade. Certas linhagens de camundongos são resistentes à infecção enquanto outras são altamente suscetíveis
e morrem durante ou logo após a fase aguda (Andrade et al., 1985; Silva et al., 1992).

A resposta imune protetora e/ou auto-imunidade desenvolvida durante a infecção pelo T. cruzi e o tipo de
célula T auxiliar (Th) a ser expandido são certamente influenciados pelas citocinas presentes no ambiente
durante o processo de diferenciação celular. Citocinas  como IFN-, IL-4, IL-10 e IL-12, IL-13, IL-14 e IL-18
podem dirigir a diferenciação de subpopulações de células T com conseqüente ativação preferencial de linfócitos
Th1 ou Th2. Estas subpopulações de células T foram definidas com base em seu padrão de secreção de
citocinas (Mosmann et al., 1986), assunto recentemente revisto por Mosmann &  Sad (1996). Com o
desenvolvimento do padrão de resposta Th1 há um predomínio da secreção de IL-2 e IFN-, induzindo
preferencialmente ativação de macrófagos e resposta mediada por células (Cher &  Mosmann, 1987; Stout &
Bottomly, 1989), enquanto o desenvolvimento de Th2 leva à síntese preferencial de IL-4, IL-5 e IL-10
favorecendo a resposta mediada por anticorpos (Coffmann et al., 1988). IFN- inibe a proliferação de células
Th2 (Gajewski &  Fitch, 1988) e IL-4 inibe a expressão de receptores de IL-2 e produção de IFN- (Peleman
et al., 1989; Martinez et al., 1990). Por sua vez, IL-10 inibe a síntese de citocinas por Th1 (Fiorentino et al.,
1989). O balanço entre estas citocinas determina o padrão de resposta celular a ser gerada, ditando as classes de
anticorpos a serem produzidas e a resposta eferente a ser desenvolvida.

4.4. 1  O Papel de IFN-

O IFN- é uma das citocinas mais estreitamente implicadas na resistência à infecção pelo T. cruzi e
desempenha papel central em induzir a ativação de macrófagos e a inibição da replicação intracelular dos
parasitas (Nogueira &  Cohn, 1978; Silva et al., 1991; Gazzinelli et al., 1992), e quando administrado in
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vivo em camundongos aumenta a resistência à infecção, levando à diminuição de parasitemia e ao aumento
da sobrevida (Reed, 1988). A importância de IFN- no controle da infecção por T. cruzi foi definitivamente
estabelecida por experimentos nos quais a neutralização por meio de tratamento in vivo com anticorpos
monoclonais (Cardillo et al., 1996) ou a deleção gênica (Martins et al., 1999) de IFN- aumentou drasti-
camente a susceptibilidade à infecção. Resultados obtidos mais recentemente em nosso laboratório demons-
tram que além de ser necessário para a eliminação dos parasitas, através da indução da produção de óxido
nítrico (NO), o IFN-participa ainda da modulação da expressão das moléculas Fas e Fas-L, expressas em
níveis significativamente elevados nas células esplênicas após a infecção. Em seguida, baseados em uma série
de experimentos realizados com animais geneticamente deficientes de IFN-, sugerimos que essa citocina
está indiretamente implicada no controle da resposta imune, através da indução de NO e expressão de Fas e
Fas-L e, conseqüente indução de apoptose nos linfócitos dos animais na fase aguda da infecção com T. cruzi
(Martins et al., 1999). Contudo, experimentos recentes mostraram que camundongos resistentes e susceptíveis
secretam quantidades semelhantes de IFN- quando infectados por T. cruzi. Esse achado sugere que outras
citocinas secretadas durante a infecção poderiam  inibir os efeitos de IFN-.

4.4.2  O Papel de TGF- e IL-10

Citocinas que sabidamente inibem os efeitos de IFN- em macrófagos são TGF- e IL-10 (Ding et al.,
1990). Investigando a possibilidade dessas citocinas participarem do controle da resposta ao T. cruzi, mostramos
a presença de TGF- biologicamente ativo e de IL-10 em sobrenadantes de esplenócitos de animais infectados. A
presença de tais citocinas coincidiu com o aumento da produção de IFN- e com o início do aparecimento de
parasitemia patente nos animais. Experimentos in vitro mostraram que tanto TGF- como IL-10 são capazes
de inibir o efeito tripanocida de macrófagos ativados por IFN- (Silva et al., 1991, 1992). Adicionalmente,
concluímos que TGF- e IL-10 atuam in vivo durante a infecção com T. cruzi, pois o tratamento dos animais
infectados com TGF- recombinante ou com anticorpo anti IL-10 resultou em aumento e diminuição de parasitemia
e mortalidade, respectivamente (Silva et al., 1991; Reed et al., 1994). Por outro lado, o tratamento com anticorpo
anti IFN- determinou aumento da mensagem para IL-10, sugerindo que a produção de IL-10 e de IFN- 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 produção e o papel
das citocinas sintetizadas logo após o primeiro contato dos parasitas com as células-alvos. Os resultados
demonstraram que o tratamento com anticorpo anti IFN- foi mais eficaz em determinar o aumento de
parasitemia quando realizado mais próximo do dia de infecção dos animais. O inóculo de anticorpo anti
IFN- no 11o dia após à infecção, ou mais tarde, foi completamente ineficaz em determinar o aumento de
parasitemia ou mortalidade dos animais. Isto é, neste período ainda que produzido em grande quantidade,
IFN- já não é mais efetivo em controlar a infecção, possivelmente pela presença de TGF- e IL-10. Com o
objetivo de entender a regulação da resposta anti T. cruzi logo no início da infecção, incubamos esplenócitos
normais com tripomastigotas vivos e verificamos que animais resistentes e susceptíveis produziram quanti-
dades similares de IFN-. Entretanto, animais resistentes produziram quantidades significativamente me-
nores de IL-10 que os susceptíveis. Este dado sugere que a susceptibilidade pode estar relacionada à maior
produção de IL-10.

Investigamos em seguida quais células envolvidas na resposta imune inata eram responsáveis pela pro-
dução de IFN-. Verificamos que tripomastigotas vivos foram capazes de induzir a produção de IFN- tanto
em células esplênicas  de camundongos eutímicos como de atímicos, o que demonstrou que a produção de
IFN- é independente de células T. Como a depleção de células NK bloqueou a produção de IFN-, sugerimos
que estas seriam as principais responsáveis pela produção desta citocina após o estímulo inicial com T. cruzi,
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num período da infecção no qual ainda não há resposta imune específica. Nestes experimentos mostramos
também que sobrenadantes de esplenócitos aderentes cultivados com T. cruzi foram capazes de induzir a
produção de IFN- por esplenócitos normais, sugerindo que as células produtoras desta citocina não necessitam
contato direto com o parasita, mas sim com algum fator presente no sobrenadante, o qual é produzido após
a interação macrófagos-tripomastigotas (Cardillo et al., 1996).

Em seguida, mostramos que macrófagos cultivados com tripomastigotas vivos, mas não epimastigotas
ou parasitas mortos, secretam IL-12, que por sua vez foi capaz de induzir a produção de IFN- por
esplenócitos normais. Nesses ensaios, a adição de anticorpo monoclonal neutralizante anti IL-12 aos
sobrenadantes bloqueou completamente a capacidade de induzir a síntese de IFN-. O papel da IL-12
durante o curso da infecção 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 macrófagos quando da interação com T. cruzi, participa conferindo
resistência ao hospedeiro, levando a uma diminuição da parasitemia e à mortalidade durante a fase aguda
da infecção por T. cruzi (Aliberti et al., 1996). De fato, o tratamento com IL-12 recombinante levou a
uma diminuição da parasitemia dos animais (Hunter &  Araujo, 1996).

4.4.3  A Participação das Quimiocinas

Quimiocinas são mediadores inflamatórios amplamente implicados na modulação dos fenômenos que
levam ao acúmulo de populações específicas de leucócitos em processos inflamatórios agudos e crônicos em
uma série de doenças. Em termos gerais, as quimiocinas podem ser liberadas por diferentes tipos celulares
depois da ativação e desempenham atividade quimiotática potente tanto in vivo como in vitro. Além da grande
implicação na migração dos leucócitos, as quimiocinas podem participar, ainda, de outros eventos extremamente
importantes para o estabelecimento da resposta imune, como proliferação de linfócitos T e diferenciação dos
padrões Th1 e Th2, entre outros. Estudando a possível participação das quimiocinas na resposta imune contra
o T. cruzi, experimentos realizados em nosso laboratório demonstraram que macrófagos inflamatórios obtidos
da cavidade peritoneal de camundongos produzem as -quimiocinas JE/MCP-1, MIP-, MIP- e RANTES
quando cultivados in vitro com tripomastigotas vivos de T. cruzi. Adicionalmente, essas quimiocinas foram
diretamentes implicadas na indução da produção de NO e inibição do crescimento dos parasitas nesse sistema
(Aliberti et al., 1999). Em concordância com esses resultados, Villalta et al. (1998) demonstraram que também
em macrófagos humanos, a atividade tripanocida via produção de NO pode ser induzida in vitro pelas quimiocinas
RANTES, MIP- e MIP-, sugerindo portanto que as quimiocinas devem estar amplamente implicadas na
resposta imune contra o T. cruzi. Nesse contexto, cabe ressaltar que a produção dessas quimiocinas poderia estar
envolvida também nos mecanismos mediadores de processos patológicos agudos e crônicos como a ocorrência
de miocardite freqüentemente observada após a infecção com T. cruzi.

4.4.4  O Papel do Óxido Nítrico e TNF-

A atividade tripanocida dos macrófagos ativados foi inicialmente atribuida à geração de peróxido de hidrogênio
(Nogueira &  Cohn, 1978; Reed et al., 1987). Entretanto, a quantidade de peróxido de hidrogênio liberada por
macrófagos durante a infecção de camundongos susceptíveis pode ser mais alta que a observada em animais resisten-
tes (Russo et al., 1989) e tratamentos capazes de exaurir ou eliminar os metabólitos do burst respiratório de macrófagos
ativados não inibiram a atividade tripanocida destas células. Mesmo macrófagos incapazes de ativar o burst respirató-
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rio matam parasitas intracelulares com a mesma eficiência que macrófagos normais (Gazzinelli et al., 1992). Esses
dados sugeriram que a atividade tripanocida de macrófagos é independente da geração de peróxido de hidrogênio.
Adicionalmente, as citocinas que facilitam a replicação dos parasitas (IL-10 e TGF-) também inibem a indução da
enzima óxido nítrico sintase (NOSi). Ao contrário, IFN- tem atividade tripanocida e ativa a NOSi. Realmente, o
bloqueio dessa enzima por inibidores específicos abole completamente a atividade tripanocida de macrófagos ativados,
demonstrando que o NO efetivamente controla a replicação intracelular do T. cruzi  (Vespa et al., 1994).

Resultados obtidos em nosso laboratório demonstraram que  células esplênicas  de camundongos na
fase aguda da infecção secretam altas quantidades de NO, sendo essa produção  mais rápida nos animais
resistentes. Camundongos infectados e tratados com inibidores da NOSi tornam-se mais susceptíveis à
infecção, apresentando maiores parasitemias e mortalidade, sugerindo que o NO também é importante para
controlar a replicação dos parasitas in vivo. De fato, tripomastigotas são altamente susceptíveis à morte
induzida por NO, visto que quando incubados com uma droga doadora de NO como SNAP (S-nitroso-
acetil-penicilamina), mas não com seu análogo penicilamina, morrem de maneira, dose e tempo dependen-
te. Assim, sugerimos que formas amastigotas ou tripomastigotas de T. cruzi são mortas no interior de macrófagos
por um mecanismo dependente de NO (Vespa et al., 1994).

Em outros experimentos avaliamos o papel de TNF- em induzir a produção de NO em células isoladas ou
em animais infectados. Verificamos que a adição de TNF- sobre macrófagos infectados, tratados ou não com
IFN- não induziu qualquer atividade tripanocida, nem potenciou o efeito de IFN-. Contudo, a adição de
anticorpo anti TNF- às culturas de macrófagos infectados e estimulados com IFN- promoveu uma diminuição
significante da produção de NO e um aumento da replicação dos parasitas intracelulares. Verificamos, ainda, que
TNF- é produzido por macrófagos na presença de tripomastigotas vivos e que a adição de IFN- exógeno
potenciou essa produção em pelo menos dez vezes. Esses resultados permitiram sugerir que tripomastigotas de T.
cruzi induzem liberação de TNF- por macrófagos que, na presença de IFN-, atuam de maneira autócrina,
promovendo a produção de NO. Desta forma, juntos IFN- e TNF- desempenham importante papel no
controle da quantidade de parasitas circulantes em animais infectados por T. cruzi. Além de IFN- e TNF-, a
produção de NO pelos macrófagos infectados com T. cruzi pode ser modulada também pelo fator ativador de
plaquetas ou PAF (do inglês platelet-activating factor), como demonstrado por experimentos realizados recente-
mente em nosso laboratório. Os resultados desses experimentos indicam que a atividade indutora de produção de
NO exercida por PAF nos macrófagos infectados in vitro também é dependente de TNF-, ilustrando assim a
importância de TNF- na indução dos mecanismos tripanocidas. Com efeito, o tratamento de camundongos
infectados com anticorpo anti TNF- provoca aumento de parasitemia e mortalidade e conseqüente diminuição
da produção de NO, confirmando os resultados obtidos in vitro (Silva et al., 1995).

4.4.5  Óxido Nítrico e Hiporresponsividade

Apesar da importância do NO como mecanismo microbicida na fase aguda da infecção experimental com T.
cruzi ser patente, tem sido demonstrado que o NO também induz imunossupressão nessa fase da infecção
(Abrahamsohn &  Coffmann, 1995). De fato, tratamentos in vivo que levam à diminuição da produção de NO,
como os tratamentos com os anticorpos monoclonais anti TNF- ou anti IFN- ou com o inibidor da enzima
NOSi, foram capazes de restaurar, ao menos parcialmente, a resposta proliferativa de células esplênicas  de animais
infectados ante a mitógenos. Ainda esses tratamentos promoveram aumento da  viabilidade celular observada
nestas células após cultura por 24 horas (Martins et al., 1998). O efeito imunossupressor do NO foi anteriormente
demonstrado em outras infecções causadas por protozoários como T. 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 infecções, a resposta proliferativa
pode ser parcial ou totalmente restaurada pelo tratamento in vivo ou in vitro com inibidores da NOSi.
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Os mecanismos pelos quais o NO exerce função imunossupressora ainda não são claros, entretanto,
foi demonstrado que o NO pode inibir a apresentação de antígenos por macrófagos regulando negati-
vamente a expressão de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (Sicher et al., 1994).
Adicionalmente, alguns trabalhos demonstram que o NO pode alterar o funcionamento de complexos
enzimáticos imprescindíveis para o metabolismo celular (Granger &  Lehninger, 1982; Kilbourn et al.,
1984), inibir a duplicação de DNA (Lepoivre et al., 1990) ou causar danos diretos no DNA (Nguyen
et al., 1992) sugerindo que o NO não só pode inibir a replicação mas também pode induzir a morte
celular. De fato, o NO tem sido identificado como indutor de apoptose em macrófagos ativados in vitro
com LPS e IFN- (Albina et al., 1993; Sarih et al., 1993), em células tumorais (Granger &  Lehninger,
1982), células das ilhotas pancreáticas (Kaneto et al., 1995), timócitos (Fehsel et al., 1995) e em
clones de células T antígeno-específicas (Stefani et al., 1994), entre outros. Por outro lado, o NO
também pode bloquear a indução de apoptose em determinadas circunstâncias.

Resultados obtidos em nosso laboratório têm demonstrado que em animais agudamente infectados
pelo T. cruzi, um dos possíveis mecanismos pelo qual o NO poderia participar mediando imunossupressão
seria através da indução de apoptose. Inicialmente demonstramos que durante a fase aguda da infecção
por T. cruzi há um aumento da porcentagem de células em apoptose no baço  dos animais infectados por
T. cruzi . Nesses animais os maiores índices de apoptose foram encontrados justamente quando os índices
parasi têmicos e de produção de NO estavam elevados. Esses primeiros achados possibili taram a
formulação da hipótese de que o NO produzido em índices elevados durante a fase aguda da infecção
experimental por T. cruzi poderia participar na modulação da indução de apoptose. Tal possibilidade
foi posteriormente confirmada quando experimentos in vitro demonstraram que, após 48 horas de
cultivo, a porcentagem de apoptose em esplenócitos obtidos de animais agudamente infectados por T.
cruzi poderia ser reduzida se fossem adicionados às culturas inibidores da enzima NOSi ou anticorpos
monoclonais anti TNF- ou anti IFN-. Quando os animais infectados receberam esses mesmos
tratamentos in vivo, a porcentagem de apoptose nas células esplênicas foi menor que a dos controles
infectados e tratados com salina ou anticorpo controle (Martins et al. 1998).

Em conjunto, os resultados apresentados (ver sumário na Figura 3.), além de demonstrarem o papel
fundamental de citocinas na indução dos mecanismos efetores da morte dos parasitas, também documentam a
importância desses mediadores na  regulação de tais mecanismos. Nossos resultados comprovam a importância
do NO como agente tripanocida e simultaneamente sugerem um mecanismo pelo qual o NO participaria na
indução de imunossupressão durante a fase aguda da infecção experimental pelo T. cruzi. Tais achados contri-
buem para um melhor entendimento da relação hospedeiro-parasita na infecção por T. cruzi e podem abrir
perspectivas para futuras intervenções imunoterápicas em pacientes chagásicos.

Figura 3 – Principais interações de citocinas e
células que podem resultar em modulação da
resposta imune em camundongos infectados
com Trypanosoma cruzi. Mf: macrófagos,
NK: células natural ki ller, NO: óxido
nítrico, Th: células T auxiliar. Setas contínu-
as indicam ativação e setas interrompidas in-
dicam inibição. Ver explicações no texto.
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4.5
O Timo como Órgão-alvo na Infecção pelo Trypanosoma

cruzi

Vinícius Cotta-de-Almeida & Wilson Savino

O sistema imunológico é determinante na resistência antiparasitária durante o curso da infecção pelo
Trypanosoma cruzi (Tarleton, 1991, 1995). Isto pode ser verificado quando camundongos atímicos são
infectados pelo T. cruzi (Gonçalves-da-Costa et al., 1984), bem como após depleção específica de linfócitos
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 diminuição no
infiltrado inflamatório intracardíaco, demonstrando assim, que ambas as subpopulações CD4 e CD8 pare-
cem ser relevantes no controle da infecção (Tarleton, 1991, 1995).

Paralelamente, diversas alterações no ramo celular da resposta imunológica celular podem ocorrer
como, por exemplo, uma ativação policlonal maciça concomitante a uma imunossupressão (revisado
em Minoprio et al., 1989). Destaca-se ainda uma diminuição na produção de IL-2 (Harel-Bellan et
al., 1983; Nabors &  Tarleton, 1991), redução na expressão de moléculas de superfície de linfócitos T
(Kierszenbaum et al., 1989) e presença importante de apoptose de linfócitos T (Lopes et al., 1995).

Outro ponto relevante refere-se à presença de um componente auto-imune na miocardite da fase crônica
da doença (Takle &  Hudson, 1988; Cunha-Neto et al., 1995). Nesse fenômeno, foi sugerida a participação
de linfócitos T, após estudo em camundongos, mostrando que as células T CD4+ são responsáveis pela
efetuação de uma resposta auto-imune antimúsculo cardíaco que ocorre em animais cronicamente infectados
(Ribeiro-dos-Santos et al., 1992). Entretanto, a demonstração de que células CD8+ predominam em sítios
inflamatórios no coração de pacientes chagásicos (D’Avila Reis et al., 1993a) sugere uma participação dessas
células na lesão cardíaca da fase crônica.

Esses distúrbios na imunidade celular nos levam a imaginar um possível comprometimento também na
geração de células T. De fato, a influência do timo no curso da infecção pelo T. cruzi pode ser evidenciada
pela noção de que a infecção em animais timectomizados (Schmunis et al., 1971) ou em camundongos
atímicos (Kierszenbaum &  Pienkowski, 1979; Gonçalves-da-Costa et al., 1984), apresenta-se com um grau
maior de severidade, com os animais apresentando parasitemia e mortalidade mais altas. É importante
ressaltar que a timectomia em animais adultos, seguida de infecção pelo T. cruzi, determina nestes animais
redução na resposta policlonal de linfócitos B, e que pode ser evidenciada diminuição no número de células
secretoras de Ig, principalmente em relação aos isotipos de IgG (Minoprio et al., 1989). Além disso, a
detecção de formas amastigotas no timo (Savino et al., 1989) demonstra como este órgão pode ser diretamente
afetado na infecção pelo T. cruzi.

Antes de descrevermos as diversas alterações que ocorrem no timo após a infecção pelo T. cruzi, é impor-
tante ressaltar alguns aspectos da fisiologia deste órgão.
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4.5. 1  O Timo e a Diferenciação de Células T

O timo é um órgão linfóide primário onde células precursoras dos linfócitos T se diferenciam e aqueles
selecionados para sobreviver, ao terminar o processo de maturação, deixam o órgão e vão se localizar nas regiões
timo-dependentes dos órgãos linfóides periféricos. Esse processo ocorre em íntimo contato com o microambiente
tímico, uma rede tridimensional formada essencialmente por células epiteliais, células dendríticas, macrófagos e
elementos da matriz extracelular (ver revisões de Boyd et al., 1993; Savino et al., 1993; Anderson et al., 1996).

As células epiteliais tímicas (TEC) formam o principal componente celular do microambiente tímico e
apresentam significante heterogeneidade morfológica e fenotípica (Boyd et al., 1993). As TEC são capazes de
produzir diversas citocinas que estão envolvidas na proliferação e diferenciação de timócitos (ver revisão
de Carding et al., 1991). Além disso, uma característica fundamental das TEC é a expressão de moléculas de
classe I e classe II do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), capazes de apresentar peptídeos
ao receptor clonal de células T (TCR) expresso pelos timócitos, com a participação, respectivamente, dos co-
receptores CD8 e CD4, também expressos na superfície dos timócitos.

Dentre as TEC, é importante destacar um grupo de células que apresenta um certo grau de organização
celular e possíveis funções específicas, os complexos linfo-epiteliais denominados de células nurse do timo
(TNC). Estes complexos, compostos de uma célula epitelial envolvendo de dois a duzentos timócitos,
obtidos a partir de digestão enzimática de fragmentos de timo, foram primeiramente descritos por Wekerle
&  Ketelsen (1980). Eles parecem ser relevantes no processo de diferenciação, provavelmente participando
em eventos de seleção positiva e negativa de timócitos (Kyewski, 1986; Aguilar et al., 1994). Os complexos TNC
têm provável localização na região cortical tímica (Kyewski &  Kaplan, 1982; Houben-Defresne et al.,1982; van
de Wijngaert et al., 1984; van Vliet et al., 1984; Andrews &  Boyd, 1985), e os timócitos intra TNC (TNC-T)
apresentam características fenotípicas 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 cório-alantóica, onde TNCs de galinha são depositadas e TNC-T interagem com moléculas de MHC
classe II expressas nessa membrana, demonstrou freqüência 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
hormônios tímicos e citocinas, expressam proteínas de MHC classe I e classe II, produzem proteínas de matriz
extracelular e ainda apresentam junções comunicantes (ver revisão Villa-Verde et al., 1995).

É no contexto deste microambiente de TEC, macrófagos e células dendríticas, e de matriz extracelular, que
ocorre um intenso processo de migração, concomitante a um vasto corpo de interações celulares e moleculares
desde a chegada de precursores até a saída de linfócitos T imunocompetentes do timo. Durante a diferenciação, as
células precursoras passam por diversos estágios de maturação, caracterizados, em parte, pela expressão diferencial
de algumas moléculas de superfície (para revisão, ver Fowlkes &  Pardoll, 1989; Godfrey &  Zlotnik, 1993).

As primeiras células linfóides a colonizarem o timo, os pró-timócitos, foram identificados em camun-
dongos como precursores, expressando baixas quantidades de CD4 (CD4lo), sendo negativos para CD8 e
CD3 (Wu et al., 1991), mas positivos para CD44. Em seguida estas células começam a expressar CD24
e CD90 (Thy-1) em níveis mais altos, perdem a molécula CD4, e passam a expressar também CD25,
resultando na subpopulação de timócitos CD4-CD8-TCR-, referidos como triplo-negativos. Neste estágio
as células passam a estar comprometidas com a linhagem de células T (Godfrey &  Zlotnik, 1993), sendo
precursoras das outras subpopulações timocitárias: os timócitos duplo-negativos, os timócitos imaturos
corticais CD4+CD8+, ditos duplo-positivos, e os simples-positivos CD4+CD8- e CD4-CD8+, considerados
maduros (Figura 4) e que migrarão para a periferia (revisado em Fowlkes &  Pardoll, 1989; Godfrey &
Zlotnik, 1993; Anderson et al., 1996).
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Figura 4 – Diferenciação intratímica de linfócitos T. Adaptado a partir de Oliveira-Dos-Santos (1997) e Godfrey & Zlotnik (1993)

Dentre essas subpopulações, é importante destacar os timócitos duplo-positivos TCRlo, que correspondem
à subpopulação tímica mais freqüente e que, com a expressão do TCR/CD3, representam também o estágio no
qual ocorre o principal evento da maturação timocitária, o fenômeno de seleção intratímica. Este fenômeno
define quais dos inúmeros receptores gerados no processo de rearranjo do TCR darão origem ao repertório de
células T maduras que povoará a periferia (Sprent et al., 1988). Dois são os processos envolvidos naquele
fenômeno, a seleção positiva (Bevan, 1977) e a seleção negativa (Kappler et al., 1987). A seleção negativa tem
como efeito a eliminação ou inativação de clones de timócitos com potencial auto-reativo, e a seleção positiva
tem como efeito duplo permitir que as células progridam para a maturação (ao invés de morrerem) e definir o
caminho de maturação. Essa definição se dá como conseqüência do reconhecimento pelos timócitos de com-
plexos peptídeo-MHC apresentados por células do microambiente tímico (fenômeno de restrição ao MHC).
Assim, paralelamente ao aumento da expressão de TCR/CD3 (Bonifacino et al., 1990), dependendo da interação
com moléculas do MHC, apenas uma das moléculas acessórias, CD4 ou CD8, permanecerá (Guidos et al.,
1990). Desse modo, se um linfócito T, durante o processo de desenvolvimento, reconhecer um peptídeo em
associação com a molécula de MHC de classe II, será uma célula simples-positiva CD4 que não expressa CD8
e, reciprocamente, se a especificidade da célula T for dirigida a um peptídeo complexado ao MHC de classe I,
expressará apenas CD8 (von Boehmer &  Kisielow, 1993; von Boehmer et al., 1993). Essas subpopulações de
células CD4 e CD8 agora maduras, localizadas na região medular dos lóbulos tímicos, emigrarão do órgão
indo povoar as áreas T-dependentes dos órgãos linfóides periféricos (ver esquema da Figura 4).

4.5.2  Alterações no Compartimento Linfóide após Infecção pelo T. cruzi

A atrofia é uma das principais características relacionadas ao timo em condições de imunodeficiência,
estando entre elas diversas doenças infecciosas (revisado em Savino, 1990; Savino et al., 1992). Uma
das características observadas na fase aguda da infecção pelo T. cruzi  em murinos é uma atrofia tímica
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progressiva, com perda de massa e celularidade do órgão (Savino et al., 1989; Leite-de-Moraes et al.,
1991). A severa diminuição na celularidade tímica se reflete, principalmente, na diminuição de células
imaturas de fenótipo CD4+CD8+ (duplo-positivas). Nesse contexto, verificou-se em paralelo um au-
mento na freqüência de células simples-positivas CD4+CD8- e CD4-CD8+ e duplo negativas CD4-

CD8-. Além disso, a detecção de aumento na freqüência de células CD3hi corroboram a noção de que as
células resistentes são, em sua maior parte, do t ipo medular (Lei te-de-Moraes et al., 1991).
Histologicamente destaca-se uma redução na região cortical e até mesmo desaparecimento quando a
atrofia é bastante intensa. Outro aspecto marcante é a presença de muitos núcleos picnóticos de timócitos
na região cortical remanescente.

Como estas alterações se assemelham àquelas vistas em animais injetados com hidrocortisona, e como detec-
tou-se no soro de animais infectados em fase aguda níveis três vezes aumentados de glicorticóides circulantes, as
mesmas análises foram feitas em animais adrenalectomizados e infectados. Estas análises mostraram que o padrão
das alterações se manteve semelhante àquelas descritas em animais intactos (Leite-de-Moraes et al., 1991).

Outro importante achado foi a demonstração de que toda esta modulação nas subpopulações de timócitos
parece ser transitória, tendo em vista que as subpopulações de timócitos, definidos pela expressão de CD3, CD4
e CD8, retornam aos valores normais quando se analisa o timo de animais infectados na fase crônica da doença
(Leite-de-Moraes et al., 1992). Nesse sentido, cabe frisar que ao final da fase aguda da doença experimental em
camundongos isogênicos da linhagem C3H/HeJ, detectamos um aumento de células CD25+ e células em ciclo,
que podem corresponder a timócitos em fases iniciais de diferenciação (Leite-de-Moraes et al., 1992).

Mais recentemente, a análise do repertório de timócitos de animais infectados revelou um aumen-
to na porcentagem de células CD4-CD8+Vb5+ e CD4-CD8+Vb14+, e apenas um ligeiro aumento na
porcentagem de células CD4+CD8-Vb5+ e CD4+CD8-Vb14+ (Leite-de-Moraes, 1993). Estas altera-
ções ao nível do repertório devem ser analisadas à luz da presença de antígenos parasitários no timo, visto que
recentemente foi demonstrada atividade do tipo “superantigênica” associada ao T. cruzi (Leite-de-Moraes, 1993),
que pode ser detectado parasitando o parênquima tímico (Savino et al., 1989; Gonçalves-da-Costa et al., 1991).

A análise funcional dos timócitos no curso da fase aguda da infecção experimental demonstrou, ainda,
reduzida resposta proliferativa à concanavalina A (Con A) e ao anticorpo anti CD3 (Leite-de-Moraes et al.,
1994). Demonstrou-se, também, aumento na atividade citotóxica inespecífica destes timócitos. Estas altera-
ções podem ser explicadas pela modulação na produção de citocinas por timócitos de animais infectados em
fase aguda. Assim, a resposta proliferativa diminuída se deve, provavelmente, à insuficiente produção de IL-2,
visto que a adição deste fator restaura a atividade proliferativa. Esta insuficiência na produção de IL-2, por sua
vez, se deve, provavelmente, aos níveis aumentados na produção de IFN-e IL-10, já que a resposta proliferativa
à Con A e a produção de IL-2 são recuperadas ao se utilizar anticorpos contra estas duas citocinas. Por outro
lado, a atividade citotóxica inespecífica exacerbada se deve, provavelmente, aos níveis aumentados na produção
de IL-4, IL-5 e IL-6 pelos timócitos dos animais infectados (Leite-de-Moraes et al., 1994).

4.5.3  Alterações Fenotípicas e Funcionais na Rede  Epitelial Tímica

Em paralelo às alterações fenotípicas e funcionais de timócitos na fase aguda da infecção experimental pelo
T. cruzi, demonstrou-se que o microambiente tímico também está modificado. Nos animais infectados apre-
sentando atrofia tímica, observou-se um processo de densificação da rede epitelial do órgão. Um estudo mais
detalhado desta rede foi realizado através de análise imunohistoquímica utilizando-se um painel de anticorpos
dirigidos contra diferentes proteínas da família de citoqueratinas. Assim, células reconhecidas pelo anticorpo
monoclonal (mAb) ER-TR.5, que em timos normais estão presentes exclusivamente na medula, passam a ser
encontradas também no córtex subcapsular e interno. Além disso, células CK8/18+, normalmente restritas à
região cortical, passam a ser detectadas também na medula tímica (Savino et al., 1989).
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Um dado bastante relevante para a análise da patologia tímica na doença de Chagas é a observação de uma
expressão maior de antígenos de classe II do MHC concomitante à atrofia que ocorre no timo de animais
infectados (Savino et al., 1989). Este efeito seria, possivelmente, secundário ao processo de densificação da rede
epitelial, mas talvez também decorra de indução por IFN-, cujos níveis intratímicos estão bastante elevados na
fase aguda da doença (Leite-de-Moraes et al., 1994).

Por outro lado, a análise da produção do hormônio tímico timulina mostrou pequena redução nos
níveis séricos e no número de células timulina-positivas (Savino et al., 1989).

Outra importante observação corresponde ao aumento progressivo na rede intralobular de proteínas de mem-
brana basal fibronectina, do colágeno IV e do antígeno reconhecido pelo mAb ER-TR.7 (Savino et al., 1989).

4.5.4  Distúrbios nas Interações Timócitos/Microambiente

As alterações, tanto no compartimento linfóide como no microambiente tímico, nos levaram a investigar possí-
veis alterações das interações fisiológicas que acontecem entre timócitos/microambiente, no curso da infecção pelo T.
cruzi. Assim, recentemente, estudando os complexos nurse do timo, verificamos uma diminuição no número destes,
bem como alterações no tamanho, granularidade, e diversos danos em nível ultra-estrutural (Cotta-de-Almeida et al.,
1997). Observamos também aumento na freqüência de timócitos mortos no interior desses complexos nurse, bem
como aumento na expressão de proteínas de matriz extracelular, com aumento concomitante na liberação de timócitos
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
após à infecção aguda pelo T. cruzi  há um aumento progressivo na expressão de ligantes de matriz
extracelular, por exemplo fibronectina e laminina, bem como na expressão de respectivos receptores
VLA-4/VLA-5 e VLA-6 (Cotta-de-Almeida, 1996). Interessante é a observação de que o aumento pode
ser percebido antes de haver uma clara atrofia do órgão. Definimos ainda, por citometria de fluxo, que
a expressão de VLA-4 se mostrava aumentada já no 15o dia de infecção, porém de forma mais exuberante
no 22o dia de infecção. A expressão de VLA-5 e VLA-6 mostrava discretas flutuações nos dias analisados,
com a subpopulação de células duplo-positivas sendo, provavelmente, o grupo-alvo do aumento observado
na expressão das integrinas (Cotta-de-Almeida, 1996).

Interessantemente, a infecção aguda pelo T. cruzi, além de determinar alterações na expressão de
ligantes de matriz extracelular que possuem propriedades adesivas, provoca também importante modula-
ção na expressão de tenascina, uma proteína de matriz extracelular que apresenta propriedades
imunorregulatórias, tendo sido descrita como uma proteína de de-adesão (Chiquet-Ehrismann, 1995).
Análises imunocitoquímicas in situ da expressão de tenascina no timo mostraram uma marcação essenci-
almente restrita à medula do órgão, com o córtex expressando tenascina apenas no nível da membrana
basal de vasos sangüíneos e pouca ou nenhuma marcação na membrana basal subseptal e subcapsular. Já
no nono dia de infecção, os timos de animais infectados mostravam aumento de tenascina; progressiva-
mente percebemos que a infecção induzia aparecimento de tenascina no córtex, bem como uma forte
marcação na membrana basal de cápsula e septos (Cotta-de-Almeida, 1996).

Além disso, estudando funcionalmente in vitro a adesão de timócitos com células epiteliais tímicas, fenô-
meno este sabidamente mediado por ligantes e receptores de matriz extracelular, pudemos observar que, ao
contrário da expressão de ligantes e receptores de matriz extracelular, a adesão de timócitos obtidos de animais
infectados se encontrava diminuída em relação aos timócitos de animais controles. Por outro lado, quando esses
timócitos eram colocados sobre células epiteliais tímicas infectadas, observamos um bloqueio parcial na dimi-
nuição da adesão, o que ocorria em paralelo com um aumento de matriz extracelular nas culturas de células
epiteliais tímicas infectadas (Cotta-de-Almeida, 1996). O conjunto de dados discutidos acima sugere que o
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processo de adesão/de-adesão/migração intratímica de células T, sob influência das alterações na expressão de
ligantes e receptores de matriz extracelular, esteja modificado no curso da infecção experimental pelo T. cruzi,
com provável influência no processo normal da diferenciação intratímica de células T.

Nesse sentido, é importante salientar dados recentes em que evidenciamos em linfonodos e baço de
animais infectados a presença de número anormalmente alto de células duplo-positivas nesses órgãos duran-
te a infecção aguda. De fato, essas células também foram detectadas na fase crônica da infecção. Análises por
citometria de fluxo dos antígenos de membrana CD3 e CD24 (HSA), demonstraram um fenótipo imaturo
dessa população de células duplo-positivas. Embora seja necessária a demonstração inequívoca da origem
tímica dessas células, esses resultados novamente apontam para a existência de distúrbios na migração e,
conseqüentemente na diferenciação intratímica de células T durante a infecção pelo T. cruzi.

Os achados de atrofia e depleção linfocitária, juntamente com as diversas alterações no timo de animais
infectados, e a detecção de formas amastigotas no parênquima tímico, parecem definir a existência de uma
verdadeira patologia tímica na infecção experimental pelo T. cruzi.

4.6
Imunomodulação da Resposta T-dependente na Doença de

Chagas Experimental

Sylvio Celso G. da Costa, Katia S. Calabrese & Tania Zaverucha do Vale

4.6. 1  Inflamação e Resistência – da Antigüidade aos Dias Atuais

O emprego de uma terapia de imunoestimulação visando aumentar a resistência de um doente contra
infecções e doenças parasitárias, ou controlar o desenvolvimento de um câncer, é bastante sedutor. É o futuro da
medicina já conhecido há longo tempo. Assim, Chamfort relata em suas Máximas que os pacientes com palu-
dismo encontravam-se relativamente protegidos contra a peste, fato este que já é conhecido desde o século
XVIII. Os egípcios já haviam constatado, empiricamente, que os doentes portadores de certos abcessos resisti-
am melhor que pessoas sadias a epidemias,  conforme mencionado na história clássica da imunoestimulação.

Ao fim do século passado, Elie Metchnikoff, trabalhando no Instituto Pasteur, descobriu a fagocitose. Ele estava
longe de imaginar que levaríamos quase cem anos para compreender como os leucócitos passam pelo endotélio
vascular para alcançar o local da inflamação (revisto por Girard &  Springer, 1995). O papel do endotélio no tráfico
de células entre o sangue e os tecidos começou a ser esclarecido no início dos anos 80, ficando pouco a pouco
evidenciado o papel das moléculas de adesão na tarefa de capturar células circulantes nos vasos vizinhos de um foco
inflamatório. Este assunto é de importância para explicar a propagação de metástases cancerosas, onde células tumorais
podem ser detectadas no sangue circulante, um assunto já conhecido há 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 glóbulos brancos são ativadas em determinados momentos do desenvolvimento do
processo inflamatório, envolvendo pares de moléculas em missões específicas. Gallatin et al. (1983) evi-
denciaram a primeira destas moléculas por meio de anticorpos monoclonais (MEL -14). Após purifica-
ção, elas foram denominadas selectinas, cujo sítio ativo, a lectina, se liga aos açúcares dos polimorfos
nucleares e dos monócitos, que são as primeiras células atraídas para o local da inflamação (Lasky et al.,
1992; Baumhueter et al., 1993).

Por outro lado, as moléculas de adesão, situadas na superfície dos leucócitos, do tipo integrinas (como
a LFA-1), são ativadas por moléculas quimiotáticas como a PAF (platelet activating fator), a IL-8 e outras que
são produzidas pelo endotélio sob influência de mediadores da inflamação (a trombina e a histamina). Essas
moléculas, após serem secretadas nos vasos e antes de circularem, se associam a outras moléculas da superfí-
cie do endotélio, principalmente com a CD44 (Tanaka et al., 1993). Em uma fase subseqüente, moléculas
como PECAM-1 (platelet endothelial adhesion molecule-1) ou CD31 participam da aproximação dos leucócitos
e também da ativação das integrinas.

Algumas moléculas de adesão intervêm apenas no sentido de retardar a locomoção dos leucócitos na
circulação (Butcher, 1991; Lawrence &  Springer, 1991). Fazendo uma análise rápida dos modelos que
descrevemos nos trabalhos, vamos ver que os imunomoduladores que empregamos estão em primeiro plano
modulando a entrada de células no local da inflamação e, em uma segunda etapa, ativando-as. Uma vez
ativadas, as integrinas mudam de forma e podem se ligar às moléculas de adesão da superfície endotelial
como ICAM-1 (intercellular adhesion molécule-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) e CD31, que
garantem uma forte adesão dos leucócitos ao endotélio.

Estes estudos poderão explicar porque, em casos de reativação da doença de Chagas, devido à evolução
da síndrome de imunodeficiência adquirida (Aids), ocorre, preferencialmente, o comprometimento do sis-
tema nervoso central, usualmente apresentando sintomas de meningoencefalite (Rocha et al., 1994). A
reativação da doença de Chagas ocorre apenas em pacientes imunossuprimidos (Krettli, 1983), sendo nestes
casos muito freqüente 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 (França et al.,
1969; Monteverde et al., 1976; Kohl et al., 1982; Corona et al., 1988), linfomas (Monteverde et al.,1976)
e Aids (Meneses et al., 1992; Oddó et al., 1992; Rosemberg et al., 1992). Em pacientes imunocomprometidos,
têm sido descritas lesões pseudotumorais no sistema nervoso central devidas ao T. cruzi (Gluckstein et al.,
1988, 1992; Del Castillo et al., 1990; Ferreira et al.,  1991). De maneira semelhante, a ativação de
tripanosomíase, pela ação da cortisona em macacos rhesus com infecção por Trypanosoma vickersae na Índia,
mostrou alta incidência de encefalomielite. Assim, poderíamos perguntar quais fatores da resposta imunológica
estariam atuando, ou deixando de atuar, sobre a barreira hemato-encefálica favorecendo estas alterações?
Seria conseqüência da depleção das células CD4+ e dos fatores por elas induzidos que deixariam de atuar na
regulação do endotélio vascular?

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

Por outro lado, pacientes crônicos imunocomprometidos em conseqüência de imunoterapia supressora
devido a um transplante cardíaco apresentam lesões cutâneas nodulares (Jatene, 1987). Lesões cutâneas
similares foram encontradas em camundongos atímicos (Calabrese &  Gonçalves da Costa, 1992), mostran-
do que o modelo murino é importante neste aspecto. Quando estudamos na leishmaniose tegumentar o
espectro das diferentes formas clínicas, o pólo que aparece nos pacientes com lesões localizadas e benignas,
bem como o pólo anérgico com formas difusas extremamente graves, podemos analisar este espectro pelo
perfil imunológico da pele.



67

Resposta do hospedeiro à infecção

Seria interessante lembrar que a idéia da existência de uma imunidade órgão-específica remonta
ao início do século, tendo sido este assunto levantado no Instituto Pasteur de Paris por Alexandre
Bessedka, colaborador de I lya Metchnikoff (Silverstein, 1989). Fichtelius et al. (1970) publicaram
um artigo no qual chegaram a sugerir que a pele seria um órgão linfóide de primeira linha, compará-
vel até com o timo. Esta conclusão foi obtida com base nas estruturas linfoepiteliais que ocorrem na
pele dos recém-nascidos e fetos humanos. Estes acúmulos linfóides podem reaparecer nos adultos,
sendo então diagnosticados como linfomas cutâneos benignos. Esta proposta constitui a hipótese
mais interessante para explicar a origem de certas doenças cutâneas de proliferação linfóide não
maligna. Entretanto, o conceito que estabelece a pele como um órgão de primeiro nível linfóide não tem
bases consistentes.

O sistema imune cutâneo (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 (queratinócito, histiócitos, monócitos, granulócitos e mastócitos) 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 três fases distintas (Nickoloff, 1988): recrutamento, retenção/prolife-
ração, recirculação.

A fase de recrutamento envolve o extravasamento de leucócitos através da estrutura vascular e o
subseqüente movimento destas células para a epiderme. As fases de retenção e de proliferação compre-
endem a interação entre as células de Langerhans, queratinócitos, células T e citocinas, bem como a
subseqüente proliferação destas células T que induzirão a formação do infiltrado inflamatório que po-
derá evoluir para um granuloma. Finalmente a fase de recirculação é ativada após a eliminação do
componente de agressão da pele e envolve processos regulatórios cujos sinais são originados das células
de Langerhans e dos queratinócitos.

As lesões cutâneas decorrentes da reativação do doença de Chagas em pacientes imunocomprometidos
sugerem algumas questões.

• Seriam conseqüência de uma colonização latente da derme, resultado de um estado de imunidade
concomitante que foi reativada pelas alterações dos mecanismos regulatórios do SIC?

• Seriam resultado de alterações dos sistemas regulatórios das estruturas vasculares, que parecem ocorrer
também no sistema nervoso central de pacientes chagásicos aidéticos?

Na leishmaniose tegumentar, os dois pólos da doença apresentam alterações marcantes tanto na derme
quanto na epiderme: as formas localizadas apresentam na epiderme um número elevado de células de
Langerhans e de queratinócitos expressando ICAM e MHC, ao passo que na forma difusa os queratinócitos
não expressam ICAM ou MHC, ocorrendo um pequeno número de células de Langerhans. Observando-se
a derme na leishmaniose cutânea, nota-se o acúmulo de células T epidermotrópicas e uma resposta imunológica
do tipo Th1, enquanto na forma difusa a resposta é do tipo Th2 (Tapia et al., 1994).

No momento, desenvolvemos diferentes modelos experimentais, o que permite termos um espectro da
doença de Chagas, cujas posições extremas são as seguintes:

• pólo constituído pelos camundongos atímicos e que, por conseguinte, apresenta uma ausência marcante
de resposta T-dependente e ausência de miocardite;

• pólo constituído por camundongos resistentes pela imunopotenciação da resposta T-dependente específi-
ca, com 100% de sobrevida à infecção aguda e insignificante miocardite nesta fase.

O estudo da imunologia órgão-específica que estamos iniciando poderá esclarecer muitos destes aspectos
ainda obscuros da tripanosomíase americana (Figura 5).
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4.6.2  A Infecção pelo T. cruzi na Ausência de Reação Inflamatória

Camundongos atímicos OF1 (Swiss Websten, Albin) ou singênicos de linhagens sensíveis, intermediá-
rios e resistentes ao T. cruzi (Nude, C3H/He, Balb/C e C57BL/6, respectivamente) infectados com 104

tripomastigotas oriundos de culturas em células, ou tripomastigotas sanguícolas, apresentam uma infecção
com parasitemias elevadíssimas, sem os perfis observados nos camundongos eutímicos. Apresentam, também,
uma correspondente exarcebação da colonização tissular, de caráter sistêmico. As cepas Y e CL, ditas polares
do T. cruzi pela colonização preferencial de células do sistema fagocítico mononuclear ou do músculo,
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 T. cruzi (Gonçalves da Costa et al.,
1984, 1986). O estudo histopatológico tem demonstrado que na ausência da resposta T-dependente não
ocorre nenhum infiltrado inflamatório. A transferência de células T de camundongos cronicamente infectados
pelo T. cruzi, ou mesmo de camundongos normais, restaura o infiltrado inflamatório, ocorrendo a destruição
de pseudocistos quando transferimos células T de camundongo com trinta dias de infecção (Gonçalves da
Costa et al., 1984). Com o emprego de anticorpos monoclonais anti CD4+, ficou evidenciado que a depleção
deste tipo celular favorece o aumento da parasitemia e a densidade das formas amastigotas nos tecidos, bem
como a diminuição do infiltrado inflamatório numa evidência clara sobre o papel das células CD4+ na
resistência e na patologia da doença de Chagas experimental (Russo et al., 1988). Foi demonstrado que estas
células são capazes de provocar a destruição de corações singênicos de camundongos recém-nascidos

Figura 5 – Esquema mostrando a colonização
do sistema linfóide pelo Trypanosoma cruzi e a
correlação entre a invasão tissular e a reação
inflamatória em diferentes órgãos, iniciando
os processos imunopatológicos.

Reação inflamatória

Imunopatologia e resistência




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transplantados para camundongos adultos (transplante inserido na orelha de camundongos adultos) (Mengel
et al., 1988). Em recente publicação, Kierszenbaum (1995) pergunta: “O que estão fazendo realmente as
subpopulações de células T na doença de Chagas?” A complexidade da participação destas células requer,
evidentemente, muitos estudos. Tarleton (1995) sugere que as células T têm um papel regulador na replicação
dos parasitas, não apenas no início da fase aguda, mas também na fase crônica. Nos resultados obtidos por
Tarleton et al. (1994), tanto a depleção de células CD8+ ou CD4+ em torno do 20o dia  e dias subseqüentes,
resulta numa diminuição moderada da inflamação e no aumento da colonização do coração quando avaliada
no 30o dia da infecção.

Recentemente foi demonstrado que a miocardite chagásica crônica é dependente de subpopulações
CD8+. O número destas células aparece elevado nos pacientes portadores de lesões contendo antígenos do T. cruzi,
enquanto as células CD4+ permanecem baixas. Esta última observação reforça a proposição de que ocorre
uma imunodepressão seletiva na fase crônica da doença (Higuchi, 1996).

4.6.3  Imunomodulação Empregando a Fração de Flagelo Associada
          ao BCG

O emprego de frações subcelulares como antígenos na tripanosomíase americana determinou o desen-
volvimento de métodos especiais de fracionamento visando a pureza das preparações contendo as organelas.
Os trabalhos iniciais (Segura et al., 1974, 1977) não apresentavam grau de pureza apreciável, o que constituía
um obstáculo sério para a análise bioquímica e imunológica das frações. Visando a obtenção de frações subcelulares
com um grau elevado de pureza, foram desenvolvidos alguns métodos para obtenção de frações
subcelulares de tripanosomatídeos (Pereira et al., 1978; Dwyer, 1980). Outras investigações confirmaram
que o fracionamento subcelular de tripanosomatídeos é complexo e que diferentes frações subcelulares não
podem ser obtidas simultaneamente nem empregando um único esquema de fracionamento (Piras et al.,
1981). Frações enriquecidas de flagelo de T. cruzi têm se mostrado como imunógenos importantes, capazes
de induzir resistência e imunidade celular (Segura et al., 1977; Gonçalves da Costa &  Lagrange, 1981), mas
apresentando uma estrutura complexa. Vários trabalhos têm sido publicados sobre a biologia celular dos
flagelos e sua caracterização ultra-estrutural, onde se destaca a estrutura paraxial com vários componentes
macromoleculares (Cunha et al., 1984).

No caso do T. brucei – causador da doença do sono e de um complexo de  doenças de interesse veterinário,
em grande parte da África – esses estudos estão bem avançados, tendo sido determinada a principal proteína
da estrutura paraxial do flagelo e os genes que a codificam (Schlaeppi et al., 1989). A localização e isolamento
de imunógenos do T. cruzi é de grande importância, não apenas para o desenvolvimento de métodos de
diagnóstico mais sensíveis e específicos para a doença 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
imunopatológicos (Carlomagno et al., 1994; Gonçalves da Costa et al., 1994, Hansen et al., 1996).

A fração purificada de flagelo (Pereira et al., 1978) e os antígenos recombinantes FRA e CRA (Lafaille et
al., 1989), vêm sendo empregados no Laboratório de Imunomodulação, em estudos imunobiológicos no
modelo murino, já que o flagelo se constitui na organela mais importante para a doença de Chagas, do ponto
de vista antigênico. Os resultados de estudos comparando a ação imunogênica de diferentes frações subcelulares
do T. cruzi mostraram que a fração flagelar (FF) tem maior capacidade de induzir proteção e apresenta a
vantagem de induzir poucos efeitos imunopatológicos (Ruiz et al., 1985). Outros autores, entretanto,
realizando estudos sobre o papel de diferentes componentes da FF têm fornecido resultados interessantes.
Com o emprego de anticorpos monoclonais, vários antígenos foram identificados e purificados pela técnica
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de imunoafinidade. Um destes antígenos (antígeno 123) apresentou propriedades imunossupressoras, e
estudos sobre a seqüência de aminoácidos de alguns peptídeos isolados do antígeno 123 mostraram homologia
com as alfa-fetoproteínas humanas e de ratos (Carlomagno et al., 1994).

A capacidade que as micobactérias têm de modificar a resposta imunológica tem sido empregada para fins
práticos há longo tempo (Freund &  McDermott, 1942), e se baseou na observação de Dienes (1928), que
mostrou que quando se inocula um antígeno no local previamente preparado por uma injeção de bacilos da
tuberculose mortos, algumas vezes obtemos hipersensibilidade retardada (HR) a estes antígenos. 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;  Gonçalves da Costa &  Lagrange, 1980; Gonçalves da Costa et al., 1986) e resistên-
cia, associado ou não a antígenos parasitários (Andrade &  Carvalho, 1969; Hommel et al., 1982). O uso de
imunoestimulantes no tratamento de doenças humanas teve origem nos Estados Unidos da América, com o uso
de toxinas bacterianas para o tratamento do câncer por William B. Coley. Um número limitado de agentes,
entretanto, se encontra liberado para a clínica médica. Entre eles está o BCG, que é largamente empregado nos
Estados Unidos e na Europa no tratamento do câncer de bexiga (ver Hadden, 1993) e do carcinoma escamoso
(Bier et al., 1980). Seu emprego com interesse veterinário também ocorre, tendo sido usado no tratamento do
carcinoma escamoso da vaca, por aplicação intralesional, com excelentes resultados (Bier et al., 1980). Um grande
número de publicações tem mostrado uma certa ação estimulatória da imunidade natural por imunomoduladores
como o BCG e o Corynebacterium parvum. Estes podem influenciar o curso de infecções parasitárias, como a
doença de Chagas experimental (Kierszenbaum, 1975; Brener &  Cardoso, 1976; Gonçalves da Costa &  Lagrange,
1981), babesiose (Clark et al., 1977), malária (Clark et al., 1976) e leishmaniose (Fortier et al., 1987; Gonçalves
da Costa et al., 1988), ou controlar o desenvolvimento de tumores (Bast &  Bast, 1976). Injeções intralesionais
produzem uma reação inflamatória local capaz de provocar a cicatrização de lesões por L. braziliensis (Gonçalves,
A. P., comunicação pessoal) e provocar a regressão de tumores (Salomon &  Cream-Goldberg, 1980).

Resultados muito interessantes foram observados quando pacientes com câncer de pele, sensibilizados
com compostos orgânicos de baixo peso molecular, como o 2,4-dinitrochlorobenzeno, receberam uma segunda
dose do produto no local do tumor, ocorrendo a erradicação da lesão (Klein, 1968). A exploração da reação
inflamatória como um elemento de controle da propagação de tumores e de infecções, entretanto, tem seus
resultados mais importantes quando se baseia no fenômeno de Dienes &  Schoenheit (1930): “antígenos
comuns como albumina do ovo, proteínas séricas e pólen, induzem uma HR do tipo tuberculínico quando
introduzidos no local de uma infecção pelo bacilo tuberculínico”. A exploração que se tem deste fenômeno
se deve, em grande parte, aos trabalhos desenvolvidos por George Mackaness e Phillipe Lagrange no Trudeau
Institute, Saranac Lake, em Nova Iorque, tendo esta linha de pesquisa mais tarde prosseguido no Instituto
Pasteur de Paris. Foi demonstrado que a imunopotenciação exercida pelo BCG sobre o antígeno superposto
se estende tanto à imunidade humoral quanto à celular. A resposta imunológica é efetiva quando o BCG e o
outro antígeno são introduzidos de forma a serem drenados num linfonodo comum (Miller et al., 1973). A
HR induzida pelo eritrócito de carneiro (EC), sem ou com modulação por diferentes agentes (BCG,
ciclofosfamida -CY-, AFC, etc.), fornece diferentes tipos de HR (Ohmichi et al., 1976). Desta forma, têm-
se desenvolvido estudos em que tumores e diferentes microorganismos são inoculados junto com a dose de
revelação do EC nestes diferentes modelos de HR e o crescimento tumoral ou o curso das infecções são
acompanhados (Lagrange et al., 1978; Lagrange &  Trickston, 1979; Gonçalves da Costa &  Lagrange, 1981).
Estes diferentes tipos de HR são mediados por diferentes subpopulações de linfócitos 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 inflamatórios, um granuloma de corpo estranho, é capaz
de promover um certo nível de resistência (De Mesquita, 1979). Um nível maior de resistência é alcançado
quando a dose desafio de tripomastigotas é aplicada juntamente com a dose de revelação de HR em camundongos
previamente sensibilizados (Gonçalves da Costa &  Lagrange, 1980). Em infecções por L. amazonensis, entretanto,
experimentos similares conduzem a um estado de facilitação (Calabrese &  Gonçalves da Costa, 1992) ao passo
que uma reação de HR inespecífica, de tipo tuberculínico, confere proteção contra L. enrietti (Behin et al., 1977).



71

Resposta do hospedeiro à infecção

Um nível muito mais elevado de resistência tem sido obtido quando se substitui o EC pela fração
purificada de flagelo (FPF) (Gonçalves da Costa &  Lagrange, 1980, 1981). A substituição da FPF por
tripomastigotas viáveis em camundongos previamente tratados pelo BCG e FPF é capaz de revelar uma HR.
Esta HR é amplificada pela CY injetada dois dias antes da dose de sensibilização com FPF (Gonçalves da
Costa &  Lagrange, 1981; Abrahamsohn et al., 1981). A análise histopatológica mostrou um intenso processo
inflamatório no local da inoculação da dose de infecção no camundongo tratado pelo BCG e muito mais
intensa ainda quando ambos os imunomoduladores são usados.

A CY provoca alterações importantes no fluxo de células leucocitárias (Calabrese et al., 1996) e
deve influir no teor de linfocinas que têm um papel crítico no curso de infecções. Após uma fase de
depressão, em virtude da ação tóxica da CY, ocorre uma explosão de PMN e monócitos no sangue
circulante, em estrita correlação com um aumento da miocardite (Calabrese et al., 1996). Embora
estas células monocitárias sejam células hospedeiras de alta afinidade para a multiplicação do T.
cruzi , os macrófagos têm sido considerados um elemento-chave no controle do parasito, desde que
ativados (Hoff, 1975). Assim, a atividade tripanosomicida depende da ativação de células T CD4
pela produção de g-interferon cuja produção vai mediar a ativação macrofágica (McCabe et al., 1991;
Vandekerckhove et al., 1994). É interessante assinalar que estas reações de HR são T-dependentes
(Lagrange &  Trickston, 1979).

Como demonstrou Mackaness (1964), no caso de microorganismos que colonizam macrófagos,
o controle da infecção depende essencialmente da imunidade celular, sendo a imunidade humoral
insignificante. Um começo efetivo e posterior propagação da resposta imunológica requer a produ-
ção de um perfi l de linfocinas apropriado que vai influenciar o curso da infecção, como veremos
mais adiante.

A resistência à infecção pelo T. cruzi , induzida por várias formas de HR no camundongo, de certa
forma pode explicar os resultados pouco claros sobre o papel de subpopulações de células T auxilia-
res no controle desta infecção. O conhecimento que se tem sobre o papel de subpopulações Th na
doença de Chagas é menos claro que aquele já estabelecido na leishmaniose tegumentar. A função de
células auxiliares e o estudo de secreções de linfocinas vêm sendo desenvolvidos em linhagem de células
T, denominada G-05, derivada de linfonodo de camundongo cronicamente infectado (Spinella et
al., 1990). Estas células têm o perfi l de células Th2, secretando IL-4 mas não IL-2 ou -IFN e
induzindo células B a produzir anticorpos, produção esta mediada por linfocinas liberadas em cultu-
ra, principalmente IL-4, IL-5 e IL-6. Esta linhagem de células T induz, in vivo, a ativação de células
B, que produzem principalmente IgG2a e IgG2b (Spinella et al., 1990), de forma semelhante ao
que se observa em infecções murinas pelo T. cruzi . Esta expressão da célula B é considerada, por
muitos autores, como resultado de uma ativação policlonal e a ela tem se dado muita atenção
recentemente (Ortiz-Ortiz et al., 1980; D’Imperio Lima et al., 1986; M inoprio et al., 1986a,b;
Hontebeyrie-Joskowicz, 1991). É 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 T. cruzi se ligam em uma fração polissacarídica presente na superfície
deste parasito. Como estes anticorpos são absorvidos dos soros de pacientes chagásicos por eritrócito de
carneiro, foram chamados de anticorpos heterófi los. Os aspecto da imunidade humoral na doença
de Chagas foram discutidos no Capítulo 4.3.

Agradecimentos: a Luciana Freitas Pereira pelo trabalho de preparação do manuscrito, bem como pela organização de um
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