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Um longo periodo de adaptagdo
evolucionéria terid conferido a cer-
tos protozoarios a capacidade de
perpetuarem-se em seus hospedei-
ros mamiferos oferecendo a civili-
zacdo humana exemplos notaveis
de coexisténcia pacifica? Certa-
mente este deve ser o caso de
certos tripanossomatideos descri-
tos neste livro.

O autor descreve as complexas re-
lacBes dos tripanossomos Sterco-
raria nos seus hospedeiros. Em
contraste com os protozoarios do
grupo Salivaria, representados pe-
los tripanossomos africanos pato-
génicos, os primeiros sdo conside-
rados relativamente néo-patogéni-
cos, pois as infecgbes resultantes
nao produzem doenca reconheci-
vel e sdo usualmente inécuos para
0 hospedeiro. Isto pode ser consi-
derado verdadeiro também para o
Trypanosoma cruzi, que causa
doenca de Chagas no homem e em
alguns animais domésticos, pois
este tripanossomo é perfeitamente
adaptavel e consegue sobreviver
em mamiferos que servem como
seus hospedeiros e reservatorios.
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PREFACIO

Seguramente, a monografia aqui apresentada é um trabalho de
folego, que ajudard o leitor a por seus conhecimentos em ordem. Em-
bora o estudo do Trypanosoma cruzi seja assunto tradicionalmente
brasileiro, desde sua descoberta por Carlos Chagas, em 1909, é importan-
te obter conhecimento sobre outros tripanossomos stercorarianos, com
objetivo de construir modelos experimentais, para esclarecimento do
comportamento nos seus hospedeiros vertebrados. As demais espécies
discutidas nesta monografia ttm importancia econémica na medicina
veterindria, pois esses protozoarios produzem complexas manifestaces
de doencas. Por exemplo, o Trypanosoma theileri, que infecta bovinos, pode
infligir severas perdas nos rebanhos. Podemos antecipar que muitos
trabalhadores deste campo do conhecimento cientifico terdo de consulta-
la periodicamente.

Um dos maiores problemas em biomedicina ainda é acomunicacao.
Por exemplo, quem no Brasil tem conhecimento dos avan 0s recentes,
neste campo, que se conquistaram na China e na Unido Soviética?
Todavia, os soviéticos tém um grupo relativamente grai de trabalhando
com os tripanossomos. Um fator dominante deste isolamento, que atinge
muitos povos, é a linguagem. N&o se prevé o advento de um esperanto
cientifico neste momento. Uma solucédo parcial é publicar o material de
referéncia Gtil em mais de uma lingua e isto foi 0 que Antonio Teixeira
obteve dos editores de sua obra. Desta forma, ela aparecera em inglés no
livro intitulado: Immunology, Immunopathology and Immunoprophylaxis of
Parasitic Diseases. Esperamos que esta solucdo seja adotada com freqliéncia
e signifique o comecgo de uma politica voltada para o publico da lingua
portuguesa.

Phillip D. Marsden
Universidade de Brasilia
Dezembro, 1985.






INTRODUCAO

Os tripanossomos Stercoraria constituem um grupo heterogéneo de
protozoarios ancidos, digenéticos, encontrados nos subgéneros Megatry-
panum, Herpetosoma e Schizotrypanum. Todos eles tém em comum o habito
de completar seu ciclo de desenvolvimento no meio fecal do intestino
posterior no inseto-vetor. Mais de cinglienta espécies ja foram identifica-
das e classificadas no grupo Stercoraria, todas elas infectantes para pelo
menos um hospedeiro mamiferol. Identificagéo e classificacdo de tripa-
nossomos Stercoraria sdo baseados em critérios morfoldgicos, infectivida-
de para o inseto-vetor, com desenvolvimento no intestino terminal e para
hospedeiros mamiferos, com identificagdo de tripomastigotas sanguicolas
ou amastigotas intracelulares, nos tecidos.

Consideravel atencdo tem sido focalizada na questao das relagdes
filogenéticas dos tripanossomos Stercoraria®5. Certamente, 0s ancestrais
dos tripanossomos ndo serdo descobertos em fdsseis paleontoldgicos, e,
portanto, a histdria de sua evolugéo s6 pode ser deduzida através de outras
evidénciasl. A este respeito, uma grande importancia deveria ser dada a
descoberta de um ecossistema na Baixa California, México, onde vérias
espécies de triatomineos (barbeiros) e répteis (lagartixas) foram encontra-
dos habitando buracos em rochas esfoliadas, sem que houvesse ali
indicios da presenga de mamiferos. Uma associacgéo notavel foi verificada no
laboratorio, quando barbeiros (Dipetalogaster maximus} alimentaram-se pron-
tamente pela inser¢do de seus estiletes entre as escamas da pele da
lagartixa (Sauromalis australis). Também, observou-se todo ciclo devida do
parasito, de vez que as lagartixas tornaram-se infectadas depois de comer
barbeiros infectados e que os barbeiros que se alimentaram naqueles
reptéis infectados recuperaram o Tnpanosoma cruzi6. Outras provas
laboratoriais mostraram que varias espécies de répteis podem servir como
hospedeiros transitdrios para um tripanossomo Stercoraria6-7. Em vista das
evidéncias acima, acrescentadas a semelhanca verificada entre os tripanos-
somos Stercoraria e certos flagelados encontrados em vertebrados inferio-
res, torna-se interessante considerar que todos esses tripanossomos séo
filogeneticamente relacionados.

O processo historico de evolugdo dos tripanossomos Stercoraria pode,
portanto, ser rastreado, retrospectivamente, até os invertebrados aqué-
ticosl, tais como sangues-sugas, que teriam transmitido os flagelados para
os peixes, anfibios e réptéis. Uma cadeia evolucionéria de eventos pode
ser reconstituida, teoricamente, através da qual aqueles protozoarios
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primitivos do intestino de vertebrados inferiores teriam passado para o
sangue. Esta cadeia continuou a evoluir com o tempo, quando aconteceu
que os insetos se adaptaram a predagdo e tornaram-se hemat6fagos
obrigatdriosl’O. Hoje em dia, considera-se que a hematofagia seja uma
aquisicdo relativamente recente, que teria possibilitado que alguns
Diptera - Triatominae, Cimicidae e Muscidae - transmitissem, por
contaminacdo, os tripanossomos Stercoraria a seus hospedeiros mamife-
rosl’2, quando os metatripanossomos presentes nas fezes depositadas na
pele ganham acesso imediato a corrente sanguinea ou através de abrasdes
produzidas pelo probdcis.

Em contraste com o grupo Salivaria, representado pelos tripanos-
somos africanos patogénicos, os Stercoraria sdo considerados relativamen-
te ndo-patogénicos, pois as infecces resultantes ndo produzem doenca
reconhecivel e sdo usualmente indcuos para o hospedeirol. Isto pode ser
considerado verdadeiro também para o Trypanosoma cruzi, que causa
doenca de Chagas no homem e em alguns animais domésticos, desde
qguando esses tripanossomos ancidos sdo perfeitamente adaptaveis e
conseguem sobreviver em mamiferos que servem como seus hospedeiros
naturais e reservatorios. Dessa forma, como regra geral, pode-se dizer que
0s tripanossomos encontrados no grupo Stercoraria sdo inclinados a
produzir infecgdes cripticas, sem ocasionar prejuizos para o hospedeiro.
Certamente, uma longa adaptacdo evolucionaria deve ter possibilitado a
esses tripanossomos a capacidade de perpetuarem-se em seus hospedei-
ros, de forma a também propiciar a civilizacdo humana este notavel
exemplo de coexisténcia pacifica. Todavia, 0 equilibrio estabelecido na
relagdo parasito/hospedeiro pode ser alterado sob certas condicdes e, em
conseqiiéncia, o0 parasito inocente torna-se patogénico, usualmente
quando a tolerancia é modificada de uma forma ou de outra. Nessas
circunstancias, alguns tripanossomos Stercoraria - T. cruzi, T. lewisi, T.
musculi e T. theileri - podem causar infeccBes que resultariam em
patogenicidade para o homem, roedores e bovinos. Este capitulo tratara
apenas daquelas infeccBes causadas por parasitos Stercoraria que apresen-
tam importancia médica e veterinaria, focalizando a atencdo naqueles
aspectos de imunidade que sdo envolvidos em modificacOes das relacGes
parasito/hospedeiro. resultando em complexas manifestacfes de doengas.



I. TRYPANOSOMA CRUZI e DOENCA DE CHAGAS
A - NOTA HISTORICA.

A existéncia de uma nova espécie de tripanossomiase humana foi
trazida a luz pelo cientista brasileiro, Dr. Carlos Chagas8-14, depois que
ele encontrou formas epimastigotas de um flagelado no intestino de um
inseto hematofago (barbeiro) que infestava as choupanas dos nativos da
pobre area rural de Minas Gerais. Chagas provou que aqueles tripanos-
somos eram infectantes para sagiis, cdes e roedores8-10. Essa observacéo
levou-o a suspeitar de que o novo tripanossomo podia causar certa forma
de doenca, ainda deconhecida, em criancas, manifestada por febre,

.anemia, edema e distirbios cardiacos. Foi assim que logo em seguida ele
encontrou tripanossomos no sangue de um gato e em uma crianga que
morava em uma casa infestada com o inseto hemat6fago Panstrongylus
megistus. A partir de entdo, a doenca de Chagas tornou-se um exemplo
memoravel de uma doenca humana, cujo agente causal, o Trypanosoma
cruzi, foi descoberto no inseto-vetor antes que seu hospedeiro vertebrado
fosse conhecido13-14.

O encontro de reservatdrios de T. cruzi entre animais silvestresi0
representou o proximo ganho importante no conhecimento de que a
Tripanosomiase Americana eraenzo6tica no Novo Continente. O grau de
adaptacdo do parasito aos animais silvestres era uma clara evidéncia de
algo remoto, pois anos incontaveis se passaram antes que a selecdo natural
favorecendo o equilibrio parasito/hospedeiro acontecesse. De fato, o T.
cruzi pode infectar mais de 90 espécies de hospedeiros invertebrados e
mais de 100 espécies de mamiferos, distribuidos em vérias ordens15-17.
Portanto, torna-se razoavel acreditar que em tempos pré-colombianos as
infeccbes pelo T. cruzi ndo pareciam prejudicar seus hospedeiros, enquan-
to as espécies sobreviviam em estado de firme equilibrio, tal como
encontrado agora entre os animais silvestres do Novo Mundo que servem
como reservatorios.

A primeira descricdo de uma entidade clinica que sugerisse doenca
de Chagas pode ser encontrada na literatura portuguesa, no comeco do
século XIX18 Uma doenca foi descrita que... “atacava principalmente os
negros recentemente chegados da costa africana™, e... “a febre insidiosa
acompanhando esta condigdo é tdo violenta que se pode ver a area
precordial”. A ocorréncia de morte subita parece também estar registrada
em habitantes portugueses e brasileiros, que ndo pareciam estar em mau
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Fig. 1. Panstrongylus megistus (barbeiro, bicudo, chupao), transmissor da Tripanossomiase
Americana ao homem.

estado de salide, mas perguntavam ao médico se “ele achava que ele iria
sobreviver”. Em adicdo, um dicionario de medicina doméstica e popular,
publicado em 1865, d4 uma precisa descricdo de megaesdtfago: “Mal de
engasgo, disfagia ou dificuldade de degluticdo™, que é endémico naquelas
regides onde a doencga de Chagas era altamente prevalentel?.

Deve existir um consideravel grau de adaptacdo do parasito nos
mamiferos que tém vivido no Novo Mundo por tempos imemoriais.
Entretanto, a doenca de Chagas ndo tem sido registrada na populacéo de
amerindios que sobrevivem a civilizagcdo pés-colombiana. Inquéritos
sorologicos realizados em quatro tribos do Brasil Centralld, onde a
doenca de Chagas é altamente prevalente, e, também, entre tribos
indigenas de diferentes regides da Amazonia20'2l mostraram auséncia de
infeccdes pelo T. cruzi. Sob um processo de aculturamento autodestrutivo,
os amerindios do Brasil Central moram em choupanas que se as-
semelham aquelas usadas pela populagdo rural ndo-amerindia. Entre-
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tanto, os primeiros ndo adquirem T. cruzi, aparentemente, pela transmis-
sdo via vetor. E parte do folclore nativo que os “amerindios usam ervas e
se perfumam para evitar a morte”, mas esta no¢do continua sem suporte.
Em todo caso, a pesquisa cientifica orientada para esclarecer os fatores
gue seriam responsaveis pela auséncia de infecgdes pelo T. cruzi na popu-
lacdo indigena continua negligenciada. Com o conhecimento atual, seria
preferivel considerar aqui que o processo de selegdo natural teria provido
as condicdes para que os amerindios se tornassem inadequados para
aquisicdo do T. cruzi, via inseto-vetor.

B - CICLO DE VIDA DO T. CRUZI NO VETOR E NO HOSPEDEIRO

O T. cruzi é a espécie-tipo do subgénero Schizotrypanum, distinguivel
de outros tripanossomos pertencentes a esse subgénero devido, principal-
mente, as relagdes parasito/hospedeirol5'22. T. cruzi infecta varias ordens
de mamiferos: Marsupiais, Edentados, Carnivoros, Lagomorfos, Roedo-
res e Primatas do Novo Mundo, ficando apenas a exce¢do dos Quirdpteros
(morcegos) que sdo Cosmopolitasl. Entretanto, a distribuicao geogréfica
do T. cruzi ndo parece ser confinada por restricbes de hospedeiros. Pois,
guando mamiferos de varias ordens foram introduzidos no Continente
Americano, eles adquiriram a infeccdo. Assim, homens e seus animais
domésticos, trazidos da Europa e da Africa, prontamente adquiriram o
T. cruzi.

O protozoario tem habito essencialmente intracelular no hospedei-
ro vertebrado23 Metatripanossomos introduzidos no organismo parasi-
tam qualquer célula hospedeira, onde eles se transformam em formas
amastigotas arredondadas com organelas tipicas, nucleo e cinetoplasto
facilmente identificaveis. Os parasitos intracelulares multiplicam-se por
divisdo binaria e os pseudocistos contendo amastigotas podem permane-
cer nas células dos tecidos por longos periodos de tempo. Nos tecidos do
hospedeiro as formas amastigotas transformam-se em tripomastigotas
relativamente pequenos, delgados, com cinetoplasto oval e volumoso,
situado proximo a extremidade posterior ponteaguda e curta do corpo.
Esta transformacao é precedida por um estagio epimastigota (Fig. 1), e 0
tripomastigota completamente diferenciado é propelido na corrente
sanguinea por um flagelo livre com duas ou trés convolugfes rasas.

Recentemente foi descrito que 93 por cento dos pacientes com
doenca de Chagas cronica, sem o parasito no sangue, apresentavam as
formas amastigotas nas fibras musculares lisas da veia central da glandula
supra-renal. O parasito ndo foi encontrado em nenhum outro lugar do
corpo 24. Neste caso, tem sido assumido que os niveis locais elevados de
horménios imunossupressores fariam da musculatura da veiaadrenal um
abrigo para o parasito, permitindo sua sobrevivéncia no hospedeiro
imunizado por tempo ilimitado.
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Fig. 1A. Trypanosoma cruzi: Formas cio parasito que se assemelham a estagios epimastigoias
permanecem livres no citoplasma de um fibroblasto MR-90 em cultura. N: nucleo; K:
cinetoplasto; F: flagelo.

Ainda mais recentemente foi descrito o curso da infecgdo no gambé
(Didelphis marsupialis). Esses reservatorios silvestres sao capazes de abrigar
0 parasito no limen das glandulas anais, onde eles apresentam as
caracteristicas do ciclo observado no hospedeiro invertebrado. Varios
estoques do T. Cruzi podem produzir infeccBes com altas parasitemias e
longos periodos de paténcia, mas essas infecgdes sdo geralmente cripticas.
Mesmo no caso de infecces severas, observam-se periodos em que 0s
parasitos desaparecem da circulacdo, deixando apenas 0s anticorpos
séricos como as marcas da infecgdo persistente. Desta forma, este
reservatério possui um ““esconderijo”, (glandulas anais exdcrinas) de
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onde as diversas formas do parasito podem ganhar a corrente circulatéria
ou limen intestinal através dos dutos glandulares, onde permanece
aparentemente protegido contra as defesas imunes do hospedeiro.

A distribuicdo geografica do parasito coincide com aquela dos
insetos vetores, pertencentes a subfamilia Triatominae. A existéncia de
triatomineos parece ser determinada pelas condigdes ecoldgicas favora-
veis, encontradas nas regides tropical e subtropical do Novo Mundo 25. A
faixa geogréafica desses insetos é extensa, desde a latitude 42° N nos
Estados Unidos at™ 43° S na Argentina. Pelo menos 50 espécies sdo
responsaveis pela circulagdo do parasito na natureza e pela manutencéo
do ciclo selvatico. As espécies incriminadas no ciclo doméstico sdo
Panstrongylus megistus, Triaioma braziliensis, T. dimidiata, T. infestam, T.
pseudomaculata, T. rubrofasciata, T. sordida e Rhodnius prolixus. 25-28 Esses
triatomineos sdo prontamente infectados com T. cruzi enquanto eles
ingerem sangue de hospedeiros vertebrados infectados. Os tripomastigo-
tas ingeridos sdo transformados em amastigotas no intestino anterior, em
epimastigotas no intestino médio e revertem a metatripanossomos no
intestino posterior do inseto, onde eles incubam. Ap6s uma alimentacao
plena os insetos engurgitados tém a tendéncia de defecar e passar
metatripanossomos nas fezes. A adaptacdo do T. cruzi aos Triatominae
parece ter resultado de uma associagdo de longa antigtiidade 29.

Os triatomineos tém habitos noturnos e usualmente atacam as presas
adormecidas; quando molestados pela luz ou movimento, eles retiram o
probdcis e afastam-se. A picada pode ser sentida como agulhada leve que
usualmente ndo desperta 0 homem de seu sono. A localizacéo da presa
pode ser orientada pela temperatura do ar e gradiente de dioxido de
carbono 30. Entretanto, os fatores que influenciam a selecdo da presa
entre os individuos de uma populacdo permanecem desconhecidos.
Parece claro que os insetos sdo atraidos por substancias quimicas. A este
respeito, ja foi descrito que a composicdo e decomposicdo de produtos
organicos, tais como acidos acético, propidnico e butirico, sdo especial-
mente atrativos para Drosophila 31. Existe, pois, a possibilidade de que os
atrativos quimicos possam influenciar os insetos Reduviid na selecdo de
suas presas. Esta area da investigagdo cientifica tem sido negligenciada, e
os fatores capazes de atrair ou repelir esses insetos poderiam ser
pesquisados na pele, nas secre¢des corporais, odores, etc.

C - MODOS DE TRANSMISSAO

1. Transmissdo pelo vetor

Contaminacdo de hospedeiros vertebrados com fezes de insetos
Reduviid (barbeiros) € a principal via de aquisi¢do de infecgdes pelo T. cruzi,
e é considerada como responsavel pela endemicidade da doenca de
Chagas na América Latina 32. A transmissdo do T. cruzi pelas fezes do
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barbeiro estd bem demonstrada 33’34, e sabe- se que a infec¢éo ndo resulta
de sua picada. A contaminacgdo das mucosas ou da abrasdo cutaneacom a
escreta dos barbeiros contendo metatripanossomos usualmente resulta
em infecgBes patentes dentro de uma a duas semanas, quando as formas
tripomastigotas aparecem no sangue periférico. A dindmica de transmis-
sdo pelo inseto-vetor tem sido estudada em populagfes humanas. Estudos
de campo tém mostrado que indices elevados de casas infestadas pelos
triatomineos e alta percentagem de insetos domiciliados portadores do
T. cruzi correlacionam com alto risco de transmissdo da infeccéo parao ho-
mem 35 38. Outros fatores envolvidos na transmissdo séo atividade
noturna do vetor doméstico e sua frequiéncia média de alimentacdo,
habito de defecacdo apds uma refeicdo e o niumero total de triapnossomos
na excreta24 Um modelo matemético foi desenvolvido como uma
tentativa de avaliacdo do risco de infec¢do 37, mas as evidéncias mostra-
ram tratar-se de uma simplificacdo inadequada. Por exemplo, estudos de
campo em reas de alta endemicidade mostraram que, enquanto vivendo
em ambiente de alto risco, nem todos membros de uma familia
adquiriram infec¢fes com igual facilidade 34. De fato, muitos individuos
escaparam de infectar-se durante muitos anos, décadas ou mesmo por
toda a vida passada em tal ambiente. Nem todos os fatores envolvidos na
transmisséo do T. cruzi pelo vetor sdo entendidos e, portanto, as tentativas
de avaliacdo do risco de infeccdo podem ser infrutiferas.

2. Transmissdo por transfusdo de sangue

A transmissdo do T. cruzi pela transfusdo de sangue é considerada a
segunda via mais freqliente de contaminagdo, em areas onde ocorre a
transmisséo ativa pelo vetor, enquanto tem sido considerada a principal
via de infeccdo, naquelas areas da América Latina onde o inseto-vetor foi
erradicado 32. Tem sido sugerido que 20 - 30.000 infeccbes podem
ocorrer no Brasil a cada ano como resultado direto de selecdo inadequada
de doadores de sangue 40-42 Observacdes foram feitas com o T. cruzi
estocado em sangue citratado, a temperatura ambiente; ap6s oito meses e
meio, verificou-se que tripanossomos nao apenas vidveis, mas que haviam
se transformado em amastigotas e epimastigotas e se multiplicaram no
sangue 43. O sangue estocado pode ser esterilizado com violeta de
genciana 1:4000, adicionada um dia antes da transfus@o44. Parece,
entretanto, que o sangue azul ndo é bem aceito pelos pacientes e, ademais,
violeta de genciana é consideravelmente toxica e variavel em composi-
cdo 24,

3. Transmissdo transplacentaria e pelo leite

A transmissdo transplacentaria do T cruzi para o concepto é causa
importante de aborto, natimorto e prematuridade, naquelas regides onde
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a doenca de Chagas é endémica 45'49. A freqliiéncia com que as maes
chagéasicas transmitem o T. cruzi para os filhos varia de 0, | a 2,58 por
cento 50-51. Esta freqiiéncia aumenta para 10.7 por cento em partos
prematuros52. Recém-natos com infecgdes congénitas pelo T. cruzi
podem manifestar doenca aguda ou podem ser assintomaticos, a despeito
da presenca do parasito na circulagdo32' 46' 49. A importancia da trans-
missdo congénita na epidemiologia da doenga de Chagas ¢é dificil de ava-
liar devido a pobreza de investigacGes nesta area. Entretanto, a profilaxia
das infecgBes do T. cruzi pelo vetor e por transfusdo de sangue levara fi-
nalmente a maior interesse por esta forma de transmisséo.

A transmissdo congénita do T. cruzi tem sido obtida experimental-
mente em varios hospedeiros vertebrados, tais como cées 53. 54, coe-
Ihos 55, cobaios 56 e camundongos 5?. 58 Em geral, transmissdo ao
concepto pode ocorrer em qualquer fase da infeccdo materna, mas o
maior risco é observado na fase aguda quando a parasitemia esta patente
(i. e., parasitos sdo observados no sangue). LesBes granulomatosas e
infiltrados mononucleares sdo vistos nas vilosidades e tecidos intervilosos,
e formas amastigotas do T. cruzi sdo encontradas em histidcitos49. A
placenta pode ser parcialmente necrética com lesfes extensas no epitélio
trofoblastico. Formas do parasito podem estar presentes também no
corion e corddo umbilical. Les6es histopatologicas sdo vistas usualmente
no coracgdo, sistema nervoso, tubo digestivo, pele e musculos esqueléti-
cos de natimortos e prematuros 47_49.

Transmissdo pelo leite tem sido observada em mulheres e em
animais de experimentacdo com a infeccdo aguda 59. 60 Existe um caso
publicado em que ajovem mé&e com a doencga de Chagas aguda tinhao T.
cruzi no colostro antes e depois da parturicdo, mas o recém-nato ndo
adquiriu a infeccdo congenitamente "1, Foi recomendado suspender o
aleitamento materno. Por outro lado, se tem observado que as infec¢des
pelo T. cruzi sdo exacerbadas durante a gestacdo, quando as parasitemias
podem voltar a paténcia 62, provavelmente como resultado da depresséo
da imunidade celular que acompanha a gravidez.

O T. cruzi é considerado ser o mais infectante protozoario do sangue
humano 29. Transmisséo acidental ao homem tem sido registrada, e mais
de 50 casos ja ocorreram em laboratérios, devidos a acidentes com
seringas infectadas ou durante pipetagem de culturas29. Deve ser lembra-
do também que infecgdes experimentais tém sido obtidas por aerosol29
Entretanto, transmissdo oral sdo mais freqlientemente encontradas entre
insetivoros e carnivoros.

D - INCIDENCIA E IMPORTANCIA ECONOMICA

As infeccbes do homem pelo T. cruzi estdo espalhadas naquelas
regides neotropicais e subtropicais em que insetos-vetores e reservatorios
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sdo encontrados e onde as condigdes ecologicas favorecem a circulagdo
do parasito na natureza !

Nem sempre a extensa circulacdo do parasito correlaciona-se com a
prevaléncia de infeccdo humana. No Sudoeste dos Estados Unidos, uma
alta percentagem de invertebrados intermediarios e hospedeiros verte-
brados foram encontrados naturalmente infectados com o T. cruzi 63
Entretanto, infeccdo humana é rara.naquela area. Os primeiros casos
verdadeirmente autdctones foram descritos no Texas em 1955 64, e o
terceiro caso na Californiaem 1983 65. Na Amazonia tém sido detectados
poucos casos de infec¢es pelo T. cruzi em humanos 61- 67, a despeito de
gue elas sdo observadas freqlientemente em animais silvestres 67_69. Os
fatores que desempenham um papel na modulacédo da epidemiologia da
doenca de Chagas sdo diversos em natureza. Alguns desses fatores ja
foram descritos em outros trabalhos 15-17, 27-30. Entretanto, ¢ do maior
interesse notar que as infecgbes pelo T. cruzi ndo sdo encontradas
usualmente entre a populagdo de amerindios.

Existem evidéncias sugerindo que aproximadamente 35 milhdes de
individuos nas Ameéricas estdo expostos e sujeitos ao risco de adquirir
infecgdes com T. cruzi30. A prevaléncia da infeccdo no homem é
usualmente determinada sorologicamente e o percentual de testes
positivos varia de 0,43 por cento na Gedrgia, EUA 70,71 a 74 2 por cento
em area rural hiperendémica da Argentina 72. Um grupo de peritos sobre
doenca de Chagas considerou a média de 20 por cento de infecgdes,
determinada em inquéritos de habitantes rurais de varios paises, e
estimou que 10-12 milhdes de pessoas na América Latina estdo infectadas
com T. cruzi 73. O éxodo rural que se tem observado na América Latina
parece ser responsavel pela introdugéo de legibes de individuos infectados
na vida urbana74 76. J& se observou que, em conseqiiéncia de migracoes,
10,2 por cento dos trabalhadores na indUstria automobilistica em Sao
Paulo tém teste soroldgico positivo para T. cruzill

A importancia econémica da doenca de Chagas pode ser avaliada
pelas taxas de aposentaduria precoce (9,27/100.000 habitantes) em
conseqiiéncia direta da doenca 78 Outras avalia¢cbes podem ser inferidas
a partir das taxas de morbidade e mortalidade. Taxas elevadas de
anormalidades eletrocardiograficas foram observadas em individuos
soropositivos, onde o pico da prevaléncia ocorreu entre 25 e 44 anos de
idade. ECG anormal neste grupo etario de individuos soropositivos é 9,6
vezes mais frequente do que entre individuos soronegativos79. Com
base em estudos de campo, longitudinais, foi estimado que pelo menos
73.000 pessoas morrem, cada ano, como resultado direto das lesdes
cardiacas e digestivas da doenga de Chagas 35 78 80
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E-MANIFESTAGCOES CLINICAS E PATOLOGICAS DA DOENGA DE
CHAGAS

1. Fase aguda

InfeccBes de humanos pelo T. cruzi sdo usualmente adquiridas na
infancia e adolescéncial?. Em um estudo de campo em regido com alta
pressdo de transmissdo, aproximadamente um ter¢o de todos casos
agudos doi visto em infantes com menos de dois anos de idade e 75 por
cento de todos casos agudos foram vistos em criangas com menos de 10
anos de idade, enquanto as infeccBes agudas restantes foram vistas em
jovens com menos de 15 anos de idade [ » 35 A escassez de doenca de
Chagas aguda em adultos e idosos pode ser devida a observagdo de que
uma superinfeccdo ndo induz um segundo surto de doenca aguda, ou
porgue a selecdo da presa pelo vetor, que costuma acontecer nos pri-
meiros anos de vida, ja teria descartado aqueles individuos menos sujeitos
a transmissdo pelo inseto-vetor. A dinamica de transmissao do T. cruzi ao
homem revelaria, portanto, a prontiddo com que o T. cruzi pode ser
transmitido para certos individuos de uma populagdo, enquanto outros
escapam a transmissdo pelo vetor e ndo se tornam infectados29’39. De fato,
a curvade prevaléncia das infecgBes agudas pelo T. cruzi, determinada por
testes sorolégicos em uma area de alta endemicidade, mostra pouco in-
cremento em grupos etarios acima de 20 anos, a qual atinge um plateau e
comeca a declinar ap0s os 40 anos de idade35- 81.

A fase aguda da doenca de Chagas pode ser totalmente assintontati-
ca e usualmente passa despercebida, ainda que a infec¢do possa manifestar-
se com febre e sinais de doenca aguda em uma minoria de casos 37. Uma
estimativa retrospectiva parece mostrar que para cada caso agudo
manifesto, detectado clinicamente em criangcas com menos de dois anos
de idade, havia nove outros casos de infecgdo aguda assintomatica que
passava despercebida35. Além disso, a proporcéo entre casos sintomati-
cos/assintomaticos ioi de 1:15 em criangas com menos de 10 anos de
idade 35 Existe, pois, a possibilidade de que esses dados reflitam a
capacidade de deteccdo de casos agudos da doenca de Chagas, desde
quando o estudo referido foi feito quase quarenta anos atras. Naquele
tempo, somente os casos agudos com manifestacdo clinica flagrante,
diagnosticados pela febre e sinais cardinais indicativos da porta de entrada
do parasito no corpo, manifestado por edema bipalperal unilateral,
conjuntivite e linfonodos aumentados - sinal de Romana - ou por lesdo
indurada da pele - chagoma, eram identificados.

Em um estudo de campo, prospectivo, realizado ha oito anos, na
Bahia, Brasil, e voltado para a deteccdo precoce de todos casos agudos,
verificou-se a existéncia de dois grupos de individuos com infeccles
agudas 82. O primeiro grupo consistiu de uma minoria de pacientes, nos
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quais a doenca foi detectada clinicamente com base nos sintomas e sinais
classicos. O segundo grupo consistiu de mais de dois tercos das infeccoes
agudas que tinham curso assintomatico 8-, Este ultimo grupo pode ser
identificado apenas pela conversdo de testes sorologicos, previamente
negativos, e os diagndsticos eram confirmados pela demonstracdo do
parasito no sangue periférico 82

As parasitemias patentes na doenca de Chagas aguda usualmente
desaparecem espontaneamente dentro de dois a trés meses. Entretanto, a
fase aguda da infecgdo é dita durar seis meses, em cujo periodo persistem
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, linfocitose e alteracdes eletrocar-
diograficas 83. A mortalidade na fase aguda da infeccdo pode ser estimada
em 5 por cento de todos os casos flagrantes, sintomaticos, e ¢ relacionada a
insuficiéncia cardiaca, meningoencefalite ou infeccdo intercurrente. De
modo que, se aceitarmos que aproximadamente 25 por cento 'das
infeccbes agudas sdo sintomaticas, poderiamos também estimar que a
mortalidade devido a doenca de Chagas aguda estaria dentro da faixa de
1,25 por cento ou menos. N&o obstante, a doenca de Chagas tornou-se,
talvez, 0 maior problema de salde publica nas areas éndémicas da
Ameérica Latina porque € responsavel por taxas elevadas de morbidade e
de mortalidade determinadas pelas infec¢des cronicas do T. cruzi.

2. Fase latente

Os individuos que se recuperam das infeccdes agudas do T. cruzi
continuardo a abrigrar o parasito no organismo, tal como é sugerido pela
persisténcia dos testes soroldgicos positivos e pelo xenodiagnéstico
(alimentagdo de triatomineos ndo-infectados, criados no laboratério, para
determinacdo da parasitemia), ainda que eles ndo apresentem qualquer
manifestacdo da doencga de Chagas cronica 84. Diz-se que esses individuos
estariam na fase latente ou indeterminada da infeccdo. Evidéncias
laboratoriais e clinicas tém sugerido que aproximadamente 50-60 por
cento dos individuos com evidéncia soroldgica de infecgdes pelo T cruzi
podem ser classificados na forma indeterminada35 84 Entretanto,
aqueles que morrem subitamente, enquanto na forma indeterminada,
apresentam lesfes inflamatorias no coracdo85 Além disso, estudos
prospectivos mostram que num periodo de mais de 10 anos, 24 porcento
dos individuos infectados pelo T. cruzi evoluem para apresentar manifes-
tacOes cardiacas ou digestivas da doenca de Chagas cronica 83. A aquisi¢do
de anormalidades do ECG numa populacdo soropositiva é gradual e
evolui na taxa de 2,3 por cento ao ano 79. Tem sido sugerido que a
manifestacdo cardiaca da doenca de Chagas cronica aparece, em média,
27,7 anos ap0s a fase aguda3s.
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3. Fase cror.ica

A doenca de Chagas crénica é a principal causa de morbidade e
mortalidade em é&reas endémicas. Seu reconhecimento em pacientes
assintomaticos é feito pelas alteracdes eletrocardiograficas associadas a
cardiomiopatia crénica. Um estudo prospective mostrou que entre a
populacao com infeccBes cronicas pelo T. cruzi, 57 por cento das mortes
sdo devidas a doenca de Chagas. Destes, 58 por cento morrem de
insuficiéncia cardiaca e 37,5 por cento sdao acometidos por morte subita.
Os pacientes restantes morrem de doenca digestiva, megaesofago ou
megacdlon 80. A cardiomiopatia da doenca de Chagas leva a aumento
global do coragédo, devido a insuficiéncia ventricular direita e esquerda.
Pacientes com insuficiéncia cardiaca associada & miocardite da doen-
ca de Chagas (Fig. 2) evoluem inexoravelmente para a morte em

Fig. 2. Cardiomiopatia chagasica: Seccédo sagital mostrando um coragéo alargado com dila-
tacdo das camaras. Trombos murais (T) s&o vistos no apex do ventriculo esquerdo (LV) e
no atrio direito (RA). (Cortesia do Dr. Albino Vercosa Magalhaes, Universidade de Bra-
silia).
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um periodo usualmente menor do que cinco anos 85. Por outro lado,
pacientes com envolvimento de visceras ocas desenvolvem um curso
insidioso, sindrome consumptiva, e apresentam diferentes graus de
acalasia, com dilatagdo e espessamento da parede de por¢8es do esofago e
do célon 86.

Despopulacao de neurdnios parassimpaticos mioentéricos tem sido
descrita, que se poderia relacionar com propagacéo defeituosa e faléncia
dos segmentos distais das visceras ocas no relaxamento 87-91. A doenca de
Chagas também ataca musculos lisos e estriados, e lesdes inflamatorias
podem ser encontradas também nas visceras e musculos esqueléti-
cos 55" 92- 93, A miocardite (Fig. 3), miosite e ganglionite da doenca
de Chagas cronica séo caracterizadas por infiltrados de células mononu-
cleares e destruigdo das células-alvo, na auséncia do parasito in situ 94- 95,

Fig. 3. Miocardite cronica da doenga de Chagas: Destruigdo de fibras cardiacas ndo-parasitadas
por linfécitos efetores. Note a lise das células-alvo pelo ataque dos linfécitos imunes.
Linfécitos ativados séo vistos dentro do citoplasmade uma miofibra (seta) e uma cédula
cardiaca fragmentada esta presente no lado esquerdo.



DOENCA DE CHAGAS EOUTRAS DOENCAS PORTRIPANOSSOMOS 27

F - ESTOQUES E CLONES DO T. CRUZI

Organismos indistinguiveis morfologicamente do T. cruzi circulam
na natureza em vertebrados e invertebrados, os quais formam um grupo
altamente heterogéneo de parasitos prudentemente considerados pato-
génicos para o homem. T. cruzi isolado de humanos, mamiferos silvestres
e insetos-vetores tém sido estocados, cuja viruléncia e patogenicidade sdo
determinadas em animais de laboratorio. Ainda que a definicdo micro-
bioldgica de cepa ndo possa ser estritamente aplicada neste caso, tem se
tornado lugar-comum o uso daquele termo na literatura, como meio de
identificacdo de isolados ou estoques de origem conhecida. A maioria dos
critérios usados no passado como tentativa de identificacdo de estoques de
7. cruzi permanece como referéncia valiosa para o trabalho no laborato-
rio 96-98, apesar de néo ter resultado em valor pratico, de vez que sdo de
dificil padronizagdo. O uso de técnicas recentes para analise de variagao
do isozima (isodema), perfil polipeptidico (peptidema) e marcadores do
gendtipo da célula (esquizodema) tem permitido certo progresso acerca
da heterogeneidade das populacbes de T. cruzi 99-105. Entretanto, a
identificacdo adequada de estoques requer mais trabalho. A importancia
do tema deve ser enfatizada, pois a caracterizacdo de estoques de T. cruzi
com base em marcadores fisiol0gicos estaveis permitiria correlagdes com
alguns aspectos das infeccdes do parasito em animais de laboratério, e
levaria a abordagem da questdo sobre a associacdo entre variagdes
geogréficas das manifestacdes clinicas da doenca de Chagas e possiveis
diferencas putativas existentes em estoques do parasito.

Tem sido postulado que cada membro de um estoque de T. cruzi é
um clone, porque ndo esta provado que a sexualidade participa da
renovacdo do genoma da célula '. Existe a possibilidade de que a
clonagem de varios membros de um estoque do parasito levaria a
obtencdo de cepas selecionadas no laboratorio, distinguiveis por marca-
dores fisioldgicos estaveis e pelo atributo de reproduzir consistentemente
alguns, se ndo todos, aspectos da doenca de Chagas. Com este fim, se tem
obtido isolados de um sd tripanossomo, e sua caracterizacdo bioldgica
podera esclarecer a importancia do parasito como um dos fatores que
modulam o processo que leva a doenga 106-110

G - IMUNOGENICIDADE E ANTIGENOS DO T. CRUZI

Vérios métodos tém sido utilizados para obtengdo de antigenos de
formas do T. cruzi. Homogeneizados do parasito rompidos por alta
pressdo ou por pressdo-descompressdo, em baixas temperaturas, tém
sido fracionados e a imunogenicidade de cada fragdo subcelular tem sido
caracterizada contra os produtos de reagdes imunes, induzidas experi-
mentalmente em animais de laboratorios | *| 120.A partigdo do homoge-
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neizado total mostrou que o sobrenadante, apés centrifugacao a 100.000
X g, contém os antigenos sollveis capazes de produzir titulos altos de
anticorpos humorais, ainda que esses antigenos sollveis também evo-
guem reacOes de imunidade celular H2-118. Todavia, reacbes fortes de
imunidade celular s&o obtidas usualmente com as fracGes subcelulares
ribossomal e microssomal 118 120. pma fragdo flagelar também pode ser
obtida dos homogeneizados, que tém consideravel imunogenicidade em
camundongos 119-120. £m geral, os métodos fisicos empregados tém
fornecido varios antigenos de imunogenicidade potente, sem guardar
relacdo com o estagio do ciclo de desenvolvimento do parasito 116-120 a
maioria dos estudos sobre imunologia e imunopatologia da doenca de
Chagas sdo feitos usualmente com preparagdes antigénicas obtidas de
formas epimastigotas de culturas, por processo fisico, tal como congela-
mento e descongelamento repetidos.

Ultimamente tem havido um grande interesse acerca da imunoqui-
mica dos antigenos do T. cruzi por duas razbes principais: Em primeiro
lugar, acredita-se na idéia de que a infecgdo produz um grau consideravel
de resisténcia, ainda que a imunidade resultante seja ndo-estéril. Em
segundo lugar, por causa do postulado de que os mecanismos de
imunidade adquirida possam existir independentemente daquelas rea-
¢cGes imunes de hipersensibilidade que parecem alterar o equilibrio
parasito/hospedeiro. Dai a urgéncia com que muitos cientistas tém
explorado este campo, em paralelismo com o crescente desenvolvimento
de metodologia para identificagdo, isolamento, purificagdo e caracteriza-
cao de antigenos dotados de importancia imunologica. A pesquisa
cientifica nesta arealida com grandes problemas relacionados com acomple-
xa composicdo antigénicae com aplasticidade que envolve os varios estagios do
ciclo de desenvolvimento do parasito. Uma visdo supersimplificada da
complexa composicdo antigénica do T. cruzi pode ser prontamente
observada numa placa de imunoeletroforese, onde um soro de coelho
hiperimune é deixado reagir com um extrato do parasito paraformar uma
gama de arcos de precipitacdo109 112. Quais entre 0os componentes
daquele mosaico sdo os antigenos importantes para evocagao de respostas
imunes humoral e celular?Esta questdo continua a requerer muito
trabalho nos laboratérios de pesquisas.

A andlise imunoeletroforética de um extrato solivel do T. cruzi
mostrou 19 arcos de precipitacdo do antigeno por um soro polivalente de
coelho imune 112 O antigeno do arco 5 é caracterizado por sua alta
imunogenicidade e notavel especificidade do T. cruzi, quando comparado
com varios tripanosomatideos Salivaria e outros Stercoraria 113, Coelhos
imunizados com o eluado do gel, onde o arco 5 foi encontrado pela
imunoeletroforese bidimensional, forneceram um anti-soro monoespeci-
fico que foi usado como imunoadsorvente apos acoplamento a sefarose-
CNBr ativada. Desta forma, o0 componente antigénico do arco 5 pode ser
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purificado dos extratos de culturas de epimastigotas ou de tripomastigotas
sanglicolas, em coluna de fase solida com o imunoadsorvente. O eluado
foi submetido a controles analiticos usando imunoeletroforese bidimen-
sional, e preparacdes antigénicas puras foram usadas depois para a
obtencao de anti-soro monoespecifico 113, Foi comprovado por micros-
copia de luz e eletrbnica que o antigeno 5 é um constituinte importante da
superficie celular e da membrana flagelar de formas do parasito | 14. Os
antigenos de superficie desempenham um papel importante na resposta
imune do hospedeiro contra as infeccbes do parasito, mas o grau de
imunidade contra o 7. cruzi que se obtém com o antigeno 5 é desconheci-
do. Um anticorpo monoclonal da subclasse IgGl, especifica para o
componente 5 do parasito, foi obtido pela tecnologia do hibridoma 115.
Todavia, as vantagens de tal anticorpo sobre o anti-soro monoespecifico,
produzido por uma técnica simples, continuam sem ser conhecidas.

A extracdo a partir do T. cruzi de fragbes polissacarides contendo
carboidratos foi inicialmente voltada para a caracterizacéo das proprieda-
des imunologicas 121-124 Entretanto, maior aten¢do foi focalizada por
ultimo nos constituintes polissacarides do protozoario, porque se acredi-
tava que eles induzem imunidade humoral e virtualmente nenhuma
reagdo de imunidade celular. Emergiram evidencias citoquimicas mos-
trando a localizacdo na membrana de grupos reativos de carboidratos 125,
gue facilitaram o isolamento e caracterizagdo desses constituintes. FracGes
contendo polissacarides foram isoladas pela extragcdo tenol-agua e sua
imunogenicidade foi mostrada apds injetadas em coelhos 126121, Os anti-
soros resultantes foram usados para demonstrar a presenga de antigenos
polissacarides circulantes nos soros de camundongos com a infeccao
aguda pelo T. cruzi e nos soros de pacientes com a doenca de Chagas
aguda. A natureza desse antigeno circulante parece ser a mesma daqueles
exoantigenos previamente encontrados nos soros de individuos infecta-
dos 128-132, pOjs a mobilidade eletroforética de ambos foi similar e uma
linha de precipitacdo pode ser observada ap0s coloracao para carboidra-
to. A analise quimica identificou galactose e manose como os agucares
neutros primarios do material polissacaridel26.

Outro componente foi isolado de extratos de 1. cruzi, apds tratamen-
to ienol-agua, que, apos hidrolise cida, forneceu aminoacidos e acidos
graxos, além de galactose e manose 133, Este lipopeptidofosfoglican foi
demonstrado em vesiculas do 7. cruzi *34. Além disto, foi observado que
um lipopolissacaride pode ser liberado de formas de cultura, apos
tratamento com EDTA 128 135 Parece que esses componentes do T. cruzi
podem ser translocados do lado interno para o lado externo da
membranal?8 *34' 136. A relacdo entre o lipopeptidofosfoglican e lipopo-
lissacaride e 0 antigeno circulante descrito acima ainda néo é conhecida.

Também tém sido identificadas glicoproteinas na superfiicie do
parasito, que foram isoladas e caracterizadas pelo emprego de radioiodi-
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nacdo ou de marcadores biossintéticos ao lado de técnicas de imunopre-
cipitacdo. Uma glicoproteina maior foi identificada, pela iodinagdo com
| 125 catalisada pela lactoperoxidase, na membrana de diferentes estagios
do ciclo de vida do 1. cruzi 137- 138 Esta glicoproteina foi isolada por
cromatografia de afinidade usando Lms cuhnaris. O mapeamento peptidi-
co feito por auto-radiografia de géis de eletroforese em poliacrilamida-
SDS, mostrou um polipeptideo de peso molecular relativo de 90 Kd. Além
disso, esta glicoproteina da superficie celular foi encontrada em uma série
de clones e estoques de T. cruzi de distintas regifes geogréaficas 138
Entretanto, diferencas na composicdo dos polipeptideos de superficie
foram encontradas entre formas sanguicolas e de cultivo do T. cruziiigy 140,
Enquanto os tripomastigotas sangiicolas, isolados de camundongos in-
fectados, mostravam uma glicoproteina maior com massa relativa de
90 Kd, epimastigotas e metatripanossomos de culturas acelulares mostra-
vam um componente de massa relatha de 75 Kd. De interesse, as formas
do parasito sintetizavam suas glicoproteinas de superficie dentro de um
periodo de 3 horas. Mais tarde elas puderam ser imunoprecipitadas com
soro imune de homem ou de camundongo. Outras diferencas entre
polipeptideos da superficie de tripomastigotas do sangue e de formas de
cultivo foram indicadas por seus pontos isoelétricos (pi 5,0 para o
peptideo 90 Kd e pi 7,2 para o de 75 Kd) e pela insensibilidade relativa do
peptideo menor ao tratamento com tripsinal3d’ 14°,

A existéncia de antigenos especificos para os varios estagios de
desenvolvimento foi inicialmente demonstrada por imunofluorescéncia,
fixacdo do complemento e estudos de absor¢cdo usando epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas do T. cruzil4l’143. Todavia, diferengas
significativas entre componentes de membrana solubilizada de
estagios especificos foram demonstradas nas formas do parasito ra-
dioiodinadas pela técnica da lactoperoxidase. Uma banda maior de 94 Kd
foi encontrada no tripomastigota, mas ioi dificil demonstra la na prepara-
cdo de amastigota 144 Comparagéo entre trés estoques diferentes mostrou
discrepancias entre tripomastigotas, mas ndo entre amastigotas e epimasti-
gotas. Além disso, estudos de imunoprecipitacdo mostraram um grande
ndmero de antigenos expressos na superlicie de amastigotas, menor
nimero em epimastigotas e muito menos ainda em tripomastigotas 144
Outras diferencas ioram encontradas que parecem refletir o repertorio
antigénico dos varios estoques de T cruzi usado para radioiodinacdo ou
marcacdo biossintética dos antigenos de superficie 137140° 144°146. Por
exemplo, contrastando com os resultados descritos acima, os tripomasti-
gotas do estoque Y parecem possuir mais antigenos de superficie do que as
formas epimastigotas *39' 144

A composicdo antigénica dos tripomastigotas metaciclicos infectan-
tes que passam nas fezes do inseto-vetor parece ser de grande importéancia
na imunoprofilaxia, mas ha muito pouco a falar nesta area da pesquisa.
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Ter-se-ia de considerar a dificuldade em obter os verdadeiros metaciclicos
das fezes do barbeiro para entender a pobreza da informacéo a respeito
deste estagio de desenvolvimento do T. cruzi. Ainda assim, 0s poucos
estudos encontrados na literatura dizem respeito a experimentos em que
as formas metaciclicas de culturas acelulares foram usadas 11> 140° 145,
Esses estudos mostram diferencas antigénicas entn* tripanossomos metaci-
clicos de vérios estoques 140' 145, Além disso, contra-imunoeletroforese
revelou que metaciclicos ou epimastigotas podem ter pelo menos quatro
antigenos que ndo parecem ser compartilhados pelo outro, enquanto oito
ou nove antigenos presentes nessas formas nédo sdo detectados nos extratos
de tripomastigotas11l

Glicoproteinas estagio-especificas foram identificadas na superficie do
T. cruzi através do uso de anticorpos monoclonais secretados por linhagens
de células hibridas produzidas pela fusdo de células de mieloma com
linfocitos esplénicos obtidos de camundongos imunizados com antigenos
de epimastigotas. Uma glicoproteina de massa relativa 72 Kd foi reconhe-
cida por um anticorpo monoclonal e sua analise, apds purificacdo por
cromatografia de afinidade, revelou um conteddo de carboidrato de 52
por cento, o qual era composto de lucose, xilose e ribose, além de
glucosamina, manose, galactose e glucose 147. Esta glicoproteina era
estagio-especifica mas ndo era estoque-especifica. Foi proposto que a
glicoproteina 72 Kd pode desempenhar um papel na regulagdo da
morfogénese do parasito 144. A diferenciacdo de epimastigota para tripo-
mastigota foi inibida pela interagdo com o anticorpo monoclonal especifico
para a glicoproteina 72 Kd 148 149, Sabe-se, entretanto, que estoques e
clones de T. cruzi diferem em sua expressdo desse antigeno de superficie e,
portanto, seu papel na diferenciacdo celular requer mais informacéo.
Outros antigenos estagio-especificos tém sido demonstrados por anticor-
pos monoclonais contra epimastigotas, amastigotas e tripomastigo-
tas 150' I151. Existe, pois, a possibilidade de que componentes antigénicos
menores desempenhem papel importante na resposta imune contrao T.
cruzi 151, mas muitas dificuldades relacionadas ao reconhecimento mole-
cular ttm colocado sérias duvidas, por exemplo, 0 uso de anticorpos
monoclonais como Unicos indicadores de identidade molecular 152

As lecidnas tém desempenhado um papel importante como marca-
dores paraas cadeias de polissacarides dos antigenos. Desde que formas do
T. cruzi foram submetidas a aglutinacdo pela concanavalina A 153, recepto-
res de lecitinas na superficie da célula foram identificados e fragdes
antigénicas foram isoladas pelo uso de lecitinas imobilizadas 137' 154.
Entretanto, ndo se observou qualquer relacdo entre a capacidade de
aglutinacdo de um painel de lecitinas e a origem geografica dos parasitos.
Além disso, o uso de lecitinas ndo permitiu distinguir entre o T. cruzi e
estoques de protozoarios de classificagdo incerta 155 Portanto, parece que
essa metodologia é uma ferramenta Util em cromatografia de afinidade,
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mas ela pode ndo ser suficiente para avancar na caracterizacdo dos
antigenos de formas do ciclo evolutivo de estoques do T. cruzi.

Ainda permanece paraser discutida aqui a questdo relacionadacom a
significacdo pratica ou as diferencas antigénicas estagio-especificas entre as
formas evolutivas do ciclo de vida do parasito. Uma abordagem desta
questdo leva imediatamente ao exame do ciclo de vida do parasito no vetor
e no hospedeiro vertebrado. No hospedeiro mamifero, amastigotas
intracelulares transformam-se em tripomastigotas passando através de um
estagio epimastigota intermediario. Todas essas formas do parasito estdo
presentes no inseto-vetor. Por outro lado, se as diferencas antigénicas de
importancia imunolodgica existem entre tripanossomos metaciclicos no
inseto-vetor e tripomastigotas sangliicolas no hospedeiro mamifero, essas
diferencas precisam ser elucidadas. Que os antigenos espécie-especificos
(ndo os estagio-especificos) sdo os principais responsaveis pelas respostas
imunes, levando a imunidade nao-estéril observada nas infecgdes pelo T.
cruzi, pode ser observado na existéncia de imunidade cruzada entre
estoques dos parasitos de diferentes origens e ganha mais apoio no fato de
que a resisténcia parcial contra infecces experimentais podem ser
induzidas por antigenos de qualquer forma evolutiva do parasito.

H - RELACOES PARASITO/HOSPEDEIRO
1. Adaptacdo, resisténcia e s-usceptibilidade

Vérios padrdes de relagdes parasito/hospedeiro podem ser observa-
dos entre as vérias classes de mamiferos que podem adquirir infeccGes pelo
T. cruzi na natureza, ou através de inoculagdes no laboratério. Em geral,
animais silvestres que tém habitado o Novo Mundo desde os dias pré-
colombianos podem servir como reservatorios do T. cruzi e freqlientemen-
te mostram um grau consideravel de adaptacdo a infeccdo. Exemplos
tipicos desta situacdo sdo encontrados em tatus, raposas e pregui-
cas8 10' *5' 16. Um firme equilibrio parasito/hospedeiro é usualmente en-
contrado, o que resulta na auséncia de dano a esses animais a despeito df
que parasitemias patentes de longa duracdo sdo usualmente vistas.
Todavia, parece existir uma exce¢do entre os primatas, Rhesus, Cebus e
outras espécies de macacos, que tém sido suspeitados de desenvolver a
doenca de Chagas apds a aquisicdo de infeccdes pelo T. cruzi in natura.

Por outro lado, uma ampla variacdo de relagdes parasito/hospedeiro
pode ser distinguida entre os individuos introduzidos no Novo Mundo
durante acivilizagdo pds-colombiana, em quem nem sempre é encontrado
o equilibrio parasito/hospedeiro ’. Esta situacdo € melhor exemplificada
nos colonos de origens européia e africana, e em seus animais domésticos
trazidos para o Continente Americano. Varios graus de resisténcia e/ou
susceptibilidade podem ser observados. Humanos e coelhos sdo muito
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resistentes e usualmente sobrevivem as infecgdes agudas pelo T. cruzi,
enquanto gatos e cdes sdo geralmentc muito sensiveis e usualmente
morrem da infeccdo agudaS4. Em conjunto, os padrdes de relacdes
parasito/hospedeiro que tém sido observados sdo sugestivos de que uma
selecdo natural teria permitido a adaptagdo do protozoario em animais
silvestres, que teria acontecido desde épocas imemoriais e continuariaem
individuos introduzidos no Novo Mundo. Em favor deste postulado estd a
observacdo de que existem diferentes padrdes de transmissdo pelo vetor e
de adaptacédo do T. cruzi em populagfes que vivem em areas endémicas, nas
quais trés coortes podem ser distinguidos: 1) individuos que dificilmente
adquirem a infeccdo transmitida pelo vetor, 2) individuos que adquirem a
infeccdo mas ndo morrem de doenca de Chagas; e 3) individuos que
adquirem a infeccdo pelo T. cruzi e morrem de doenca de Chagas. Os
individuos no primeiro grupo se comportam similarmente a populagéo
amerindia e escapam a infeccdo. Certamente, os individuos do segundo
grupo parecem estar melhor adaptados as infecgbes pelo T. cruzi do que
aqueles no terceiro grupo.

2. Base genética.

A heranca genética de parasitos e hospedeiros tém, definitivamente,
a maior importancia no controle de multiplos fatores que modulam as
relagBes parasito/hospedeiro. Muitos experimentos neste campo da
pesquisa foram feitos com estoques de parasitos de grande heterogenei-
dade, e esta, per se, pode influenciar a evolugdo das infeccBes. Ainda que
verdadeiras cepas de T. cruzi ndo tenham sido caracterizadas, espera-se
que no futuro os clones obtidos no laboratério sejam definidos pelo
.encontro de um ou mais caracteres estaveis110, 156.

Os estudos sobre as bases genéticas da resisténcia foram iniciados
guando foram observadas variacBes na susceptibilidade de cepas de
camundongos isogénicos ao T. cruzii57. Diferentes susceptibilidades as
infeccbes agudas foram determinadas em nove cepas isogénicas de
camundongos158. Enquanto uma cepa altamente susceptivel (C3H'
desenvolvia alta parasitemia e morria, cepas altamente resistentes
(C57B2/10) desenvolviam parasitemias baixas e sobreviviam. Entretanto,
as relagdes entre parasitemia e sobrevivéncia ndo estavam claras159. Em
algumas cepas de camundongos isogénicos, capazes de controlar a
parasitemia e sobreviver, as respostas imunes parecem estar associadas a
resisténcia inata. As diferencas em susceptibilidade néo estavam relacio-
nadas ao complexo maior de histocompatibilidade (H-2), onde se
localizam os genes da resposta imune. Camundongos congénitos, que
diferiam em uma regido H-2, ndo mostravam diferencas nos niveis de
parasitemias durante as infecgbesl60. Ademais, foi mostrado que a
resisténcia parece estar sob o controle de multiplos fatores genéticos
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herdados de maneira dominante e diferentes genes parecem ser respon-
sdveis pela resisténcia, pelo menos em algumas cepas de camundon-
gosl159' 16°. Também, varios graus de susceptibilidade ficaram aparentes
entre oito cepas isogénicas de ratos. As diferengas ndo estavam relacio-
nadas ao haplotipo Rt-1. Além do mais, os niveis de parasitemias
observados néo correlacionavam com a sobrevivéncia do hospedeiro. Este
fato tomou-se evidente porque hospedeiros F344 machos e fémeas foram
similarmente susceptiveis ao T. cruzi, mas somente as fémeas sobrevive-
ram161. Por altimo, ja foi mostrado que a resisténcia contra infeccoes de
humanos pelo T. cruzi ndo esta associada com qualquer haplotipo HLA
particular.

3. Imunidade in'a

Animais poicilotérmicos nédo abrigam T. cruzi por longos periodos de
tempo. Foi descrito ha muitos anos que alguns répteis (Tropidurustorquatus,
Ameiva surinamensis) e anfibios [Leplodactylus ocellatus, Bufo crucifer} nédo
fornecem infec¢do patente ap0s inje¢do subcutanea de formas tripomas-
tigotas do sanguel63, 164. Entretanto, as lagartixas (Gerrhonotous multicarina-
tus e Criernidophorus tigris multiscutatus) tornaram-se infectadas apés rece-
berem porviaoral formas metaciclicas presentes em material fecal de triato-
mineos, e permaneceram infectantes quando alimentaram triatomineos
nao-contaminados, criados no laboratorio, no periodo compreendido
entre a primeira e a décima semana p0ds-infeccao6. Parece que tripomas-
tigotas do sangue ndo sdo infectantes para as lagartixas venezuelanas
(Tropidurus hispidus, Ameiva ameiva, Cnemidophorus lemmscatus, Polychrus
marmoratus e Phyllodactilus ventralis), que podem ser infectadas de outra
forma, com epimastigotas ou com tripomastigotas de cultura de tecido de
lagartixa, apds pré-tratamento com droga imunossupressivar. Infeccdes
cripticas sdo a regra. Ainda que os parasitos nao sejam vistos nos tecidos,
camundongos inoculados com sangue ou homogenados de tecidos de
lagartixas infectadas tornaram-se infectados6,7.

Os fatores responsaveis pela resisténcia natural de animais poici-
lotérmicos a infeccdo sdo parcialmente conhecidos. Parasitos extrace-
lulares sdo vistos no fluido peritoneal de lagartixas até 24 horas apds
inoculacdo e amastigotas intracelulares sdo vistas em poucos macréfagos
48-72 horas mais tarde7. Parece que os parasitos intracelulares ndo se
multiplicam, sugerindo um microambiente inadequado. A acdo de
macréfagos de animais de sangue-frio no T. cruzi & desconhecida39.
Todavia, ja foi mostrado que soros de ras e sapos tém efeito litico sobre
tripomastigotas metaciclicosl164. Desde que algumas espécies de lagartixas
tornaram-se particularmente adequadas para infec¢des pelo T. cruzi apds
imunossupressdo, o papel que as respostas imunes tém na resisténcia
natural de vertebrados de sangue-frio contra o T. cruzi necessita mais
investigacdes.
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As aves sdo notoriamente refratarias ao T. cruzi e sua resisténcia
natural aparece durante a eclosdol63' 166. E possivel estabelecer a infeccao
somente durant** a vida embrionaria de aves. A relratariedade das aves
pode estar relacionada aos efeitos da alta temperatura corporal (a
temperatura da cloaca da galinha é de 41-42°C)I67. E bem conhecido que
o T. cruzi requer certa faixa de temperatura para sobreviver e o parasito
tende a reduzir sua multiplicacdo in vitro quando é mantido acima de
38°C168. Também é conhecido o efeito da temperatura em culturas
parasitadas de musculos estriados. A encubacao durante a noite a41.5° C
resultou na morte de todas as formas do parasito (nossas observacdes ndo-
publicadas).

Em adicdo, a resisténcia de aves ao T. cruzi parece estar relacionada com a
atividade do complemento do soro, capaz de lisar as formas tri-
pamastigotas infectantes169, 17°. Em decorréncia do encontro de anti-
corpos heterofilos, reativos contra o T. cruzi, no soro de galinhas normais,
pensou-se que o parasito seria lisado através da ativacdo do complemento
pela via classica, desencadeada por complexos antigeno-anticorpo.
Entretanto, uma série de experimentos demonstrou a irrelevancia de
anticorpos naturais para a lise in vitro do T. cruzi e mostrou a importancia
da via alternativa de ativacdo do complemento para a resisténcia de aves
contra a infecgcdol70. Ainda que imunoglobulinas de mamiferos nédo
parecam ativar o complemento de aves, esta possibilidade foi comple-
tamente excluida por experimentos feitos com formas tripomastigotas
obtidas de camundongos letalmente irradiados ou de culturas de células,
nas quais os anticorpos especificos nao estdo presentes. O tratamento
desses tripomastigotas com soro de galinhaagamaglobulinémica resultou
em lise. A reagdo litica foi inibida pela decomplementacédo do soro de
galinha com fator veneno de cobra, pela inativacdo dos fatores do
complemento sérico a 56° por 30 minutos e pela quelagdo do célcio e
magnésio com EDTA. Todavia, a lise ainda era observada na presenca de
ions de magnésio, ap6s remocao do calcio com EDTA. Decsa forma, lise
dos tripomastigotas do sangue foi dependente da ativacdo do comple-
mento pela via alternativa, que requer ions de magnésio, sem requerer a
ativacdo da via cléssica, que depende de ions de célcio e de magnésio.
Deplecdo do complemento com fator veneno de cobra prejudicou
consideravelmente a resisténcia de galinhas agamaglobulinérnicas ao T.
cruzi. Parasitos que desapareciam em seis minutos ou menos, passaram a
tomar vérias horas até alcangar niveis ndo-detectaveis no sangue das aves
com deplecdo do complementol70.

Mamiferos de varias classes sdo freqlientemente susceptiveis ao T.
cruzi, ainda que varios graus de resisténcia natural possam se manifestar.
Diferentes fatores tém sido implicados na resisténcia inata. Tem sido
descrito que camundongos infectados com varios protozoarios apresen-
tam aumento da producdo de interferon, um agente que pode ser
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secretado por fagécitos mononucleares e outros tipos de células, que
regulam divisdo e crescimento celulares, e parece modular a resposta
imunel7l' 172. Camundongos com infeccdo aguda pelo T. cruzi mostram
niveis séricos elevados de interferon, que é termolabil, resistente a pH
acido, sensivel a tripsina e a actinomicina D e pode ser inativado pelo
anticorpo especifico. Alfa e beta interferon ndo afetam diretamente a
viabilidade do T. cruzi, motilidade, infectividade e viruléncia. Entretanto,
camundongos que receberam injeces diarias de interferon exdgeno
tiveram a resisténcia aumentada, quando comparados com 0s animais
infectados que receberam uma preparacdo placebo faltando a atividade
do interferon. Também, tem sido descrito que alfa e beta interferon
estimulam a fagocitose e ativam macrofagosl??' 173

Ademais, o produto sintético hidrocloreto de tilerone, que é indutor
de interferon, tem sido usado como meio de exploracdo dos mecanisnjos
naturais de resisténcia. Administracdo de tilerone a camundongos
C57/BL/6J resultou na sobrevivéncia de 50 por cento dos camundongos
tratados, enquanto os animais ndo-tratados morriam dentro de 30 dias de
infeccdo agudal73. Os niveis de interferon sérico pareceram correlacionar
de maneira significante com a atividade das células esplénicas NK {natural
killer). O papel das células NK na resisténcia foi examinado em camun-
dongos deficientes em células NK e em seus heterozigotos fenotipica-
mente normais (bg+)173. Pareceu que a atividade das células NK,
induzidas pelo interferon, pode participar no mecanismo de resisténcia
contra infecgdes pelo T. cruzi em camundongos. Nesse estudo o trata-
mento com tilerone pareceu aumentar a sobrevivéncia nos animais
heterozigotos fenotipicamente normais, em comparagdo aos homozigo-
tos deficientes em células NK173. Também, verificou-se que camun-
dongos tratados com o acido poliinosinicocitodilico (poli-IC) ou infecta-
dos com 7. cruzi aumentaram a atividade de células N K em varios 6rgaos e
na cavidade peritoneal e isso parecia correlacionar-se com a habilidade de
destruir as formas do parasitol74. Nesses experimentos, antes de acres-
centar os parasitos nos ensaios citotoxicos, populagdes de células ndo-
aderentes foram tratados com complemento, com anti-soro contra o
antigeno NK 1.2 mais complemento, ou com anti-soro contra o antigeno
Thv 1.2 mais complemento. A atividade citotoxica contra o T. cruzi foi
eliminada apenas quando as células esplénicas ou peritoneais de camun-
dongos estimulados com poli-IC foram tratados com anti-soro contra
antigeno NK 1.2 mais complemento. Portanto, os elementos com
atividade citotoxica aumentada contra o protozoario nesses ensaios in vitro
pareceram ser células NK tipicasl74. O mecanismo pelo qual células NK
destroem 7. cruzi ainda é obscuro e a contribuicdo atual dessa populacdo
de células para a resisténcia natural permanece desconhecida. Ademais,
atividade aumentada de células NK contra células tumorais YAC foi
encontrada em cepas de camundongos resistentes e susceptiveis ao T.
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cruzi. Esse fendmeno e aresisténcia fenotipica em camundongos mutantes
gue mostram caracteristicamente uma resposta NK baixa durante a
infeccdo parecem ndo favorecer a possibilidade de que as células NK
exergcam alguma influéncia na resisténcia contra o T. cruzii75' *76.

Todo um grupo de evidéncias laboratoriais mostram que o mais
importante mecanismo natural de defesa contra T. cruzi parece ser a
fagocitose, que ocorre inicialmente no sitio de entrada do parasito no
corpo. Assim, quando as formas do parasito de baixa viruléncia séo inje-
tadas em camundongos nao-imunes, eles sdo largamente destruidos no sitio
de inoculagdo. Por outro lado, formas do T. cruzi altamente virulentas multi-
plicam-se em macrofagos por divisdo binaria e, ainda que muitos sejam des-
truidos nas células fagociticas, alguns transformam-se em tripomasdgotas que
escapam e infectam outras célulasl77" 178 Macr6fagos normais podem con-
trolar uma infeccdo na proporgao de 1:1 (parasito para célula hospedeira),
mas podem ser destruidos frt vitro em face de uma infecgdo na proporgéo
10:1179- 18°. Observagdes ao microscépio eletrénico mostraram os orga-
nismos invasores em va< Uolos fagociticos, muito embora amastigotas em
divisdo possam permanecer livres no citoplasma da célula hospedeira.
Seria concebivel que a sobrevivéncia imediata do T.1 ruzi, apds sua captura
pelos macréfagos, no ponto de entrada, possa estar relacionada a sua
habilidade de escapar dos fagolisossomos para o citoplasma, onde os macro-
fagos sdo desprovidos de mecanismo especifico de destruicdo do pa-
rasitol8l. Macréfagos normais podem, portanto, se prestar a
infeccbes com tripomastigotas e sdo capazes de manter o cresci-
mento de amastigotas virulentos intracelulares. Entretanto, uma
significant” resisténcia de macréfagos contra o |I. cruzi pod” ser induzida
pelo dipepddeo muramil, possivelmente devido a capacidade da droga
induzir a ativacdo da célula fagocitica. Esse glicopeptideo ocorre natu-
ralmente como um componente da parede celular de uma variedade de
microorganismos e tem sido reconhecido como um potente adju-
vantel182-183.

4. Imunidade adquirida

Em adicéo aos fatores envolvidos na resisténcia natural descrita nas
paginas precedentes, as evidéncias existentes ndo deixam duvida de que
um grau consideravel de resisténcia adquirida surge ap0s a infeccdo pelo
T. cruzi em alguns hospedeiros vertebrados. Ainda que as evidéncias sejam
muito limitadas a observagbes em humanos e alguns animais de labo-
ratorio, tém sido aceito unanimemente que esses hospedeiros vertebra-
dos, sobreviventes de infeccdes agudas pelo /. cruzi. ndo passam por uma
nova fase aguda, se reinfectados, em conseqiiéncia do nivel significante de
imunidade adquirida. Entretanto, tem sido mostrado que o0s animais
imunizados podem ser prontamente reinfectados com formas virulentas,
do /. (ruzi, a despeito de que as parasitemias patentes, pelos organismos



38 ANTONIO R. L. TEIXEIRA

do desafio, sejam usualmente mais baixas e de menor duragcdo do que
aquelas determinadas pelas infecgdes primariasl67. O papel da resisténcia
adquirida nas infeccdes pelo T. cruzi sera considerado aqui no contexto de
uma imunidade ndo-estéril resultante. Mais adiante o leitor serd infor-
mado da importancia da imunidade adquirida na imunopatologia da
doenga de Chagas. Nesse interim, nos trabalharemos com aqueles
mecanismos imunes diversos que induzem graus significantes de prote-
cdo contra as infecgdes pelo T.cruzi.

a) Imunidade humoral.

A imunogenicidade do T. cruzi tem sido demonstrada em diferentes
espécies de animais. Para efeito de comparacao, foi feito um estudo para
avaliar a resposta imunitaria humoral em frangos, refratarios a infeccao,
em coelhos altamente resistentes ao parasito e em gambés, que sdo
reservatdrios naturais e, como tais, acredita-se que estejam adaptados a
sobreviver as infecgBes pelo T. cruzi, por meio de um equilibrio para-
sito/hospedeiro bem balanceado. Obtiveram-se, similarmente, respostas
qualitativas positivas contra as preparacdes antigénicas usadas em todas as
espécies de animais, e também em anti-soros humanos testados por
hemaglutinacdo indireta e por imunodifusiol84.

Os titulos mais elevados de anticorpos humorais séo detectados no
soro durante a fase aguda da doenca de Chagas, quando grande ndmero
de parasitos estdo circulando no sanguel67. Esses anticorpos tém sido
estudados nas infecgdes agudas humanas, onde dentro de um periodo de
2-3 meses eles sdo principalmente do tipo 1gM185 *86, muito embora
anticorpos das classes 1gG e IgA também estejam presentes. Picos de
anticorpos IgM néo sdo detectados na fase crénica das infeccbes, na qual
as imunoglobulinas especificas sdo principalmente 1gG, ainda que titulos
baixos de IgA sérica possam estar presentes em alguns pacientas
cronicosl67- 185 187.

O papel da imunidade humoral na resisténcia do hospedeiro ainda
continua controversol67- 188, mas todo um corpo de informacdes trazido
para a literatura nos Gltimos cinco anos tém mostrado que os fatores
humorais participam na resisténcia de varias formas. Ainda que o T. cruzi
circule transientemente no sangue de animais hiperimunizados, existe
sempre a possibilidade de escapar da lise imune pela entrada numa célula
hospedeira, onde ele parece ser inacessivel aos fatores humorais. Exames
feitos de rotina em pacientes de areas endémicas mostram ocasional-
mente tripomastigotas no sangue. Essas formas do parasito permanecem
vivas no sangue contendo titulos altos de imunoglobulinas especificas e
fatores liticos do soro, por longos periodos de tempo. De fato, a
sobrevivéncia do T. cruzi em sangue citratado mantido no refrigerador por
muitos dias ou semanas possibilita sua transmissdo pela transfusdo43,
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Multiplicacdo de tripomastigotas no soro de pacientes com titulos altos de
anticorpos IgM ou 1gG e até 200 unidades hemoliticas CH50 de
complemento tém sido olhada com atencéo sob observacéo direta ao
microscopio. Estudos ao microscépio eletrdnico usando anticorpos
especificos acoplados a ferritina mostraram as particulas elétron-
densas ligadas a membrana do parasito, em vacuolos fagociticos e dentro
de fagolisossomos, onde eles podem ser degradados até aminoacidosl182
(Fig. 4). Endocitose de constituintes do meio é um mecanismo normal de
nutricdo pelo T. cruzi} >90-192 gabe-se também que qualquer célula viva
pode endocitar moléculas aderidas em sua membranal93°196. A interio-
rizacéo de anticorpos especificos ja foi demonstradaem T. /«wsz197. Ainda
permanece para ser demonstrado se este fendmeno ocorre ao acaso ou,
consistentemente, em taxa elevada, de acordo com a disponibilidade de
nutrientes. A interiorizacdo de moléculas de anticorpo pelo T. cruzi
serviria duas funcdes distintas: 1) Nutricdo; 2) Mecanismo de escape.
Ambas as fungbes parecem ser relevantes para a sobrevivéncia imediata do
parasito. O papel desempenhado pela endocitose de imunoglobulinas
como um meio pelo qual T. cruzi escapa da resposta imune humoral do
hospedeiro requer avaliag&o.

Fig. 4. Seccao de uni /rxIntuosoma cruzi ap6s 30 minutos deencubagédo com anri-lgG humana
conjugada com ferritina. Note os granulos de ferritina dentro de muitos fagolisossomos.
N: nucleo; PI: fagolisossomos; K: cinetoplasto. No detalhe observam-se granulos de
ferritina dentro de um fagolisossomo em alta magnificagao. (Reproduzido de Abelha,
J. e cols.. ref. 189).
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A acdo dos anticorpos humorais especificos foi parcialmente carac-
terizado in vitro contra diferentes componentes do corpo do parasito.
Todos anticorpos anti-7. cruzi sensibilizaram hemacias de carneiro, mas a
capacidade fixadora do complemento dos anticorpos antiflagelar e
anticitosol foram mais altas do que a dos anticorpos antimicrossoma. O
anticorpo antiflagelar foi particularmente eficiente na neutralizacdo de
tripomastigotas do sangue de camundongosl198. O papel das diferentes
classes de anticorpos na protecdo contra a infecgdo pelo 7. cruzi tém sido
estudado no camundongo. O pré-tratamento de camundongos normais
com imunoglobulinas isdlogas IgM, IgG, IgGl ou IgG2 + 1gG3, obtidas
de soros imunes, mostraram que 0s anticorpos protetores sdo principal-
mente 1gG2, particularmente da subclasse 1gG2b. IgM e IgGl tiveram
pouca ou nenhuma protecdol99. Foi sugerido que a resposta de 1gG que
aparece no hospedeiro durante o periodo prepatente da infecgdo é
importante para a protecao200.

Tem sido mostrado que soros imunes de uma variedade de
mamiferos podem ter algum efeito protetor contra infec¢fes pelo T
cruzi*67’ 168. Por exemplo, soros imunes de animais com doenca de
Chagas crénica aglutinam tripomastigotas do estoque Y e sua infectivi-
dade fica diminuida quando eles sdo inoculados em camundongos
normais. Entretanto, os tripomastigotas do estoque CL nem aglutinam,
nem sua infectividade fica diminuida apds a incubagdo com soros
imunes201. Que a capacidade formadora de anticorpos e 0s proprios
anticorpos sdo mecanismos importantes de resisténcia ficou demonstrado
nos camundongos Biozzi bons e maus respondedores. Encontrou-se que
camundongos maus formadores de anticorpos sdo mais susceptiveis a
infeccdo do que camundongos com alta capacidade de formar anticorpos.
Havia uma correlagdo entre a capacidade de formar anticorpos e a
resisténcia as infec¢bes com os estoques Y ou Tulahuén do T. cruzi. Foi
interessante anotar que, embora a sobrevivéncia dos camundongos maus
formadores de anticorpos a infecgdo desafiante ndo era melhorada pela
imunizacgdo profilatica, eles eram protegidos pela transferéncia passiva de
soro imune202. O papel da resposta imunitaria humoral na protecéo foi
também avaliado em camundongos congenitamente atimicos, que sdo
deficientes no seu compartimento de células T e sdo hipersusceptiveis a
infeccdo pelo T. cruzi 208. Camundongos atimicos, que receberam profila-
ticamente soros imunes, tiveram as parasitemias e a mortalidade retarda-
das, quando comparados com animais-controle injetados com soro de
camundongo normal, nos quais as parasitemias eram precoces e a
mortalidade elevada. O papel protetor da imunidade humoral na
resisténcia do hospedeiro contra infec¢fes pelo T. cruzi pode ser particu-
larmente enfatizado nesses experimentos porque o parasito causa uma
doencga rapidamente fatal em camundongos atimicos deficientes em
células T204. Por outro lado, supressao da sintese de imunoglobulina por
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injecBes de anticorpo antiimune no periodo neonatal tém resultado em
aumento de susceptibilidade. Esse tratamento resulta em deficiéncia de
linfécitos B com diminuicdo da producdo de anticorpos, onde houve
depressao seletiva da sintese de IgG e 1gG2a205.

A natureza da imunidade contra o Trypanosoma cruzi foi estudada em
camundongos que se recuperaram de uma infeccdo aguda206. Soros
imunes ou células esplénicas de camundongos que tinham vencido a fase
aguda da infeccdo fizeram com que camundongos normais ficassem
resistentes contra um desafio letal com T. cruzi virulento do estoque Y.
Uma resposta anamnéstica foi produzida pela encubacdo de formas
epimastigotas congeladas-descongeladas com células imunes, e os anti-
corpos resultantes conferiram protecdo aos recipientes normais. Remo-
cao dos linfdcitos B por filtracdo através de uma coluna de anti-Ig aboliu a
habilidade das células esplénicas transferirem aimunidade. A deplecédo de
linfdcitos T pelo tratamento com anti-Thy 1.2 mais complemento reduziu
um pouco a resposta do anticorpo. Portanto, parece que algum grau de
imunidade protetora em camundongos convalescentes das infec¢des pelo
T. cruzi foi provavelmente mediada por linfécitos B, enquanto o envol-
vimento dos linfocitos T foi restrito a um papel auxiliar206. Assim,
linfécitos T auxiliares, parasito-especiftcos, foram prontamente induzi-
dos durante as infec¢des pelo T. cruzi em camundongos. Sensibilizacdo e
resposta dos linfécitos T ao T. cruzi foi detectada precocemente e era
mantida durante toda a infeccdo. A atividade da célulaT auxiliar parasito-
especifica pode ser aumentada em camundongos infectados, e as células T
auxiliares interagiram com linfécitos B para induzir a resposta de
anticorpos*¥f.

Os estudos iniciais sobre a resposta imune-humoral nas infec¢fes
pelo T. cruzi mostraram a ocorréncia de anticorpos ““naturais” nas fases
aguda e cronica das infeccbes208'214. Esses anticorpos naturais ou
heteréfilos podem reagir contra constituintes proprios de células ou
estruturas teciduais. Usualmente, os niveis de anticorpos heteréfilos
acompanham os niveis de parasitemias na fase aguda da infeccdo em
camundongos. Por dltimo, foi mostrado que a ativacdo policlonal que
ocorre durante as infeccGes pelo T. cruzi pode ser acompanhada de
aumento dos niveis de coldnias formadoras de placas ndo-especificas,
contra antigenos heterélogos ou auto-antigenos, e isso guarda paralelismo
com o numero de células no baco durante um periodo de acentuada
esplenomegalia215. O niimero de células produtoras de imunoglobulinas
no bago, durante o curso da infecgdo, correlaciona-se com a cinética da
producéo de anticorpos contrao T. cruzi. Essas observacfes sugerem que a
especificidade das células produtoras de imunoglobulinas podem néo ser
o resultado de uma exaustiva ativacao policlonal de células B. Portanto, se
a ativacdo policlonal ocorre durante a infeccdo pelo T. cruzi, ela poderia
interferir de maneira limitada na producéo de imunoglobulinas especi-
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ficas207. Assim, mostrou-se que algumas alteragbes nas populacdes de
células esplénicas podem correlacionar com a capacidade de resposta a
estimulacdo antigénica. A despeito de que os nimeros de linfécitos B
diminuiram acentuadamente durante a infeccdo aguda pelo T. cruzi em
camundongos, o percentual de células T permaneceu relativamente
inalterado, enquanto o nimero de macr6fagos aumentou varias vezes216.
Existe, pois, a possibilidade de que alteragdes na proporcao de células B,
células T e macréfagos, durante a infeccdo, possam afetar a resposta
imunitaria humoral de hospedeiros imunizados contra estimulagéo
antigénicas. Por outro lado, a habilidade de produzir respostas primarias
de anticorpos nao-especificos durante infec¢es agudas pelo T. cruzi em
camundongos parece correlacionar com o grau de resisténcia do hospe-
deiro. Em contraste, a descri¢do darelagdo de susceptibilidade com niveis
altos de anticorpos heterdéfilos, a alta resisténcia contra as infecg@es pelo
T. cruzi, correlaciona-se com uma resposta aumentada de anticorpos
contra hemécias de carneiro, e a inibicdo dessa resposta correlaciona-se
com maior suceptibilidade211.

Tripomastigotas derivados de sangue de camundongos com a
infeccdo aguda sdo revestidos com imunoglobulinas que podem ser
visualizadas pelos testes de imunofluorescéncia218. Os anticorpos ligados
a membrana do parasito induzem mobilidade dos antigenos de superfi-
cie. Verificou-se que os antigenos na superficie dos tripomastigotas
apresentam mobilidade e coalescem formando agregados Unicos ou
multiplos na superficie, apds encubacdo com soro imune219'220. Ade-
mais, a agregacdo dos antigenos de superficie pela ligagdo com os
anticorpos especificos usualmente forma uma capa na extremidade
posterior do parasito. Esse fendmeno é dependente do estoque e do
estagio do parasito. Fica, entdo, a possibilidade de que a mobilidade dos
antigenos de superficie, induzida pelo anticorpo, torna parte da popula-
cdo de T. cruzi resistente a lise mediada pelo complemento218, 219. Que os
estoques Y, CL e outros mostram ampla variagdo de susceptibilidade aos
componentes do complemento foi demostrado em varios experimen-
t0s221°225,

Existem duas vias principais de ativacdo do complemento, conhe-
cidas como via classica e via alternativa. Pelo menos 11 componentes
séricos estao envolvidos na ativacdo dos sistema do complemento. C1, C2
e C4 sdo as primeiras proteinas a reagirem na via classica; properdina e
outros fatores presentes na superficie do parasito podem ativar o sistema
do complemento através da via alternativa. C3, C5, C6, C7, C8 eC9 sao as
proteinas da via final comum, que sdo ativadas toda vez que as proteinas
que iniciam as reacdes, pela via classica ou alternativa, levam a reacdo em
cascata. Mostrou-se que a deple¢do do complemento com veneno de
cobra causa grande exacerbacdo da parasitemia em camundongos infec-
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tados pelo T. cruzi. Mortalidade precoce foi observada em camundongos
infectados e decomplementados, quando comparada com a mortalidade
dos animais nao-tratados. A lise in vitro de tripomastigotas sangtiicolas do
estoque Tulahuén foi obtida quando soros imunes de pacientes, e de
camundongos, ou solugdes contendo gamaglobulina imune e uma fonte
de complemento ativo eram usados. Os fatores do complemento
pareceram ser ativados tanto via classica como pela via alternada, durante
a lise imune das formas do sangue do T. cruzi, produzida pelo soro
humano. Quando foi usado soro de camundongo, a ativacdo seguia pela
via alternativa222. Em outro estudo mostrou-se que com o uso de soros de
camundongos imunizados com formas mortas de cultivo dos estoques Y e
Tulahuén houve efeito litico cruzado nas formas tripomastigotas de
ambos 0s estoques, enquanto os soros de camundongos normais nao
mostravam o efeito litico. Nesses experimentos, a lise imune ocorreu sob
condicbes que nao requeriam ions célcio e, portanto, a ativacdo do
complemento pode ter seguido a via alternativa223. Entretanto, os
estoques Y, CL e outros mostraram diferentes susceptibilidades a lise. Por
exemplo, soro humano normal, fresco, lisou tripomastigotas do sangue
de camundongos com infec¢gBes agudas pelos estoques Y e B, mas ndo
pelo estoque CL. A lise pareceu ser mediada pela ativacdo do comple-
mento tanto pela via classica como alternativa e o efeito litico foi
induzido por anticorpos especificos ligados a superficie das formas
tripomastigotas usadas. Foi de interesse particular a observacao de que 0s
tripomastigotas CL ligados as imunoglobulinas especificas ndo foram
lisados pelo complemento de camundongo ou humano224. Também foi
mostrado que tripomastigotas Y gradualmente perdiam a suscepti-
bilidade a lise apds encubacéo a 37° C por | hora. Quando esses parasitos
foram reincubados com soro imune ocorreu lise. Esses resultados sugerem que
lise do T. cruzi in vitro pode ocorrer sob certas condi¢bes que podem néo
existir no hospedeiro mamifero.

O papel que a lise mediada pelo complemento desempenha na
resisténcia do hospedeiro foi ensaiado em outros experimentos que
mostraram que a infeccdo pelo T. cruzi em uma cepa (BIO.D2/otd)
geneticamente deficiente em C5 tem parasitemia igual ou mais baixa
guando comparada aquela vista em uma cepa congénita normocom-
plementémica(B10.D2/netc). Essa observacdo foi confirmada em cobaias
normocomplementémicas e em cobaias deficientes em C4 que nédo
produzem lise através da via classica da ativacdo do complemento.
InfeccBes pelo T. cruzi em ambas as cepas de cobaias ndo mostram
qualquer diferenca significativa na persisténcia de infec¢fes subpatentes,
ou taxas de mortalidade. A via classica ndo pareceu ser ativada durante as
infeccbes pelo T. cruzi em cobaias. Em conjunto, esses experimentos
indicam que a lise mediada pelo complemento ndo tém um papel
significante na resposta do hospedeiro contra o T. cruzi225.
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Reducdo dos niveis de complemento sérico foi consistentemente
monitorada em duas cepas de camundongos que diferiam em sus-
ceptibilidade no T. cruzi. Mostrou-se que a despeito das diferencas em suscepti-
bilidade, C3H (He) (suscetivel) e C57BL/6 (resistente) permaneciam hipo-
complementémicos durante a infec¢do. Também, nao houve correlacao
entre nivel minimo de complemento e sobrevivéncia, e, portanto, a
significAncia da hipocomplementemia permaneceu desconhecida226. Em
outro estudo, mostrou-se que tripomastigotas do sangue podem tornar-se
susceptiveis a lise mediada pelo complemento pelo tratamento com
tripsina, e, em menor grau, com sialidase. Esses achados sugerem que
os tripomastigotas escapam da acdo da lise mediada pelo complemento in
vivo por causa da presenca de moléculas reguladoras, sensiveis a tripsinae
asialidase, na sua superficie227. Em adicao, foi mostrado que formas de T.
cruzi crescidas in vitro liberam um fator ativador do complemento sérico
que decomplementa os soros humano, de cobaia e de camundongo.
Administracdo do fator de decomplementacdo a camundongo normal
resulta em mais de cinquenta por cento de redugcdo na atividade
hemolitica do complemento.228

Em geral, organismos sororresistentes sdo mais patogénicos do que
aqueles microbios sorossensiveis, em modelos animais de infeccdo. A
presenca de lipopolissacarides na membrana externa de bactérias gram-
negativas é o fator caracteristico de viruléncia mais claramente associado
com resisténcia do soro229. Portanto, lesdo letal da membrana externa
pode ndo ser encontrada em organismos recuperados da corrente
sangiinea a despeito do fato de que os componentes terminais do sistema
complemento estejam depositados na superficie em quantidades signifi-
cantes230. Lipopolissacarides tém sido detectados na membrana externa
do T. cruzi, mas o papel que essas moléculas desempenham na evasdo do
parasito da lise mediada pelo complemento, se existe, ainda esta para ser
determinado. Por outro lado, o T. cruzi é um protozoario muito ativo, e
uma viragem no seu metabolismo de carboidrato na forma epimastigota
para consumo de proteina na forma tripomastigota ja foi descrita23L
Redistribuicdo e interiorizagdo de imunoglobulinas de superficie podem
também ser um mecanismo de escape eficiente, que possibilita os
parasitos do sangue evadirem-se dos fatores liticos do hospedeiro189'220.

Grande importancia tem sido dada a descri¢do de anticorpos liticos
contra tripomastigotas do estoque Y de T. cruzi, detectavel pelo comple-
mento mediante lise, no soro de camundongo com infec¢do cronica,
enquanto camundongos imunizados com varios antigenos - formas de
cultivo congeladas-descongeladas, tripomastigotas fixados com glutaral-
deido, metabolicos secretados-excretados, e glicoproteinas de superficies
- mostraram apenas aqueles anticorpos “convencionais” detectaveis
pelos testes de iinunofluorescéncia232. Este parece ser um fendmeno
curioso que documentaria a existéncia de uma infecgéo ativa pelo T. cruzi.
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A auséncia de anticorpos liticos em um paciente chagasico, previamente
conhecido como tendo lise mediada pelo complemento, indicaria que o
parasito foi erradicado. Ampla significagdo imunobiolégica tém sido
creditada a este fendbmeno. Por exemplo, foi sugerido que ele serve para
monitorar protecdo em experimentos de vacinacdo contrao T. cruzi232, e
também como critério de curaap6s tratamento com drogras tripanocidas.
Mais recentemente, notou-se que a citotoxicidade celular mediada pelo
anticorpo contra o T. cruzi ¢ mediada unicamente por esses anticorpos
liticos232a

b) Imunidade celular dependente de anticorpo.

Lise de formas de T. cruzi, que pode ser obtida por células que depen-
dem do anticorpo e independem do complemento, tem sido descritaem va-
rios ensaios in vitro. Células de bago de rato e camundongo mostram citotoxi-
cidade aumentadaao T. cruzi quando cobertas com soros homo6logos233. Ou-
tras investigages foram feitas com parasitos marcados com H3-uridinae com
células esplénicas fracionadas, usando técnicas isotdpicas seguidas de
filtracdo em coluna de 13 de nylon que ajudam a separar as células na base
de suas propriedades adesivas234. Liberacdo elevada de H3-uridina foi
observada quando parasitos marcados com radioisétopos ficavam na
presenca de polimorfonucleares e macréfagos. Em adicéo, tratamento de
exsudatos peritoneais com ferrocarbonil e um magneto, para remover
macrdfagos e neutrofilos, resultou em aumento da citotoxicidade. Essas
observagdes parecem indicar que eosindfilos podem matar o T. cruzi2”.
Outros experimentos mostram que a citotoxicidade por eosindfilos é
negligenciavel na auséncia de anticorpo, enquanto o anticorpo aumenta a
atividade de neutrdfilos cerca de 8 vezes235. Granuldcitos de rato,
camundongo e homem séo eficientes na liberacdo de RNA marcado com
H3-uridina de epimastigotas236°238.

PopulagBes de granuldcitos obtidas de camundongos infectados
com S. mansoni continham células efetoras. Ensaios de atividade citotoxica
de populacdes enriquecidas de eosinofilos e neutréfilos mostraram que
ambos os tipos de células sdo capazes de destruir tripomastigotas
sanguicolas tratados com anticorpos, com taxa célula efetora: célulaalvo
tdo baixa quanto 1:1. Em taxas mais altas, entretanto, a proporcéo de
tripomastigotas pareceu ndo ser susceptivel de lise mediada por anti-
corpo239- 24°. O papel desempenhado pela citotoxicidade dependente de
anticorpo associada a eosindfilos e neutréfilos na resisténcia contra a
infeccdo foi ainda avaliado em camundongos. Somente camundongos
injetados com tripomastigotas do sangue e encubados com células
efetoras na presenca de soros imunes sobreviveram mais do que trés
semanas ap0ds as infeccdes240. Alguns graus de imunoprotecdo foram
portanto observados como sendo resultado da agdo de granuldcitos nos
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parasitos. A morte intracelular de formas de T. cruzi por eosindfilos e
neutréfilos de ratos ja foi descrita241, enquanto a morte extracelular
parece ser mais facil de ocorrer quando granulécitos de camundongos sdo
usados240.

Tem sido sugerido que focos inflamatérios agudos contendo
eosinofilos e neutrofilos, que sdo vistos freqlientemente nas infecgdes
iniciais pelo T. cruzi, podem representar sitios de destrui¢do, mediada por
granulécitos dependentes de anticorpos240' 242, De fato, a demonstragéo
de que leucdcitos polimorfonucleares humanos sensibilizados com
anticorpos especificos tornam-se altamente citotéxicos para formas do
parasito parece favorecer este postulado243. O efeito citotoxico parecer ser
dependente da IgG presente no soro imune e no receptor Fc das células
efetoras244. Destruicdo intracelular segue dessa forma um aumento inicial
do consumo de oxigénio, que é seguido por um grande aumento da
producdo de H202- Este mecanismo citotoxico ndo parece ser afetado
pela adicdo de fenilbutazona, cianeto ou azida. Portanto, a acdo de
produtos de reducdo de oxigénio ativo e mieloperoxidase pode ser
responsavel pela destruicdo do T. cruzi por granulécitos243. A citotoxi-
cidade, mediada por células, dependente de anticorpo é certamente
consistente com observacdes classicas prévias em parasitos mantidos vivos
em camaras de miliporos implantadas em animais imunes, onde eles per-
meneciam vivos enquanto eram accessiveis aos fatores humorais, mas nédo
as células fagociticas do hospedeiro245. Resultados dessas observagdes
mostram claramente que a imunidade mediada por células tém um papel
central na defesa do hospedeiro contra infec¢des pelo T. cruzi.

¢) Imunidade mediada por célula

Imunidade contra T. cruzi, mediada por linfécitos T, tém sido
demonstrada em humanos e animais de experimentacdo. Esses estudos
tém implicado consistentemente a funcdo imune timo-dependente no
desenvolvimento e manutengdo da resisténcia. Manipula¢des do sistema
imune resultaram em um corpo de informagfes que tém sido con-
sideradas indisputaveis evidéncias da importancia do papel desempe-
nhado pelas reacdes celulares. Por exemplo, bloqueio do sistema
fagocitico mononuclear de camundongos com didxido de tério, ou pela
administracdo intravenosa de particulas de silica, antes do desafio com T.
cruzi, resultou em aumento da parasitemia, periodo patente prolongado e
aumento da mortalidade240. Administracdo de drogas imunossupresso-
ras toxicas para linfdcitos T, tal como ciclofosfamida, irradiacdo total do
corpo e injecdo de soro antitimdcito para remover células T, resultaram em
exacerbacgdo das infec¢des pelo T. cruzi em camundongos e ratos247, 248.
Em adicdo, reativacéo de infeccBes agudas em pacientes sob quimiotera-
pia de leucemia linfocitica aguda, enquanto a resposta imune humoral
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permanecia intacta, permite especular a respeito do papel critico desem-
penhado pela resposta imunitaria celular na resisténcia de humanos
contra infec¢Bes pelo T. cruzi2i9.

Outra demonstracdo da dependéncia timica da resposta celular
primaria na resisténcia contra T. cruzi foi sugerida por estudos iniciais que
mostravam alta parasitemia e mortalidade em camundongos submetidos
a timectomia neonatal do que em controles nao-timectomizados250.
Também, mostrou-se que camundongos nu/nu (BALB/c) atimicos eram
significantemente mais susceptiveis do que seus heterozigotos (nu +) que
tinham timo. Ademais, transplantaco neonatal de timo em camundon-
gos atimicos restabelecia a resisténcia do T. cruzi de forma similar aguela
vista em camundongos normais251. Todos esses experimentos descritos
acima constituem evidéncias conclusivas de que a importante maquinaria
ativa na defesa do hospedeiro, no curso das infecgGes pelo T. cruzi, esta sob
controle do timo. Em adicéo, adependéncia da resposta imune pelacélula
T foi mostrada também na atividade T auxiliar. Ratos nu/nu atimicos, que
sdo altamente susceptiveis as infecges pelo T. cruzi, mostram niveis mais
baixos de anticorpos IgG2a do que seus heterozigotos que possuem
timo252

Transferéncia passiva de imunidade mediada por célula de animais
infectados pelo T. cruzi para recipientes normais por meio de células
linféides tém sido obtida consistentementel18”253'256. De interesse,
camundongos normais recipientes de linfocitos singénicos de doadores
gue superaram a infecgdo aguda tornaram-se resistentes a um desafio253'258,
Por exemplo, camundongos isogénicos C57B1/10 injetados com formas
de culturade T. cruzi ficaram resistentes ao desafio com as formas sangii-
neas virulentas. Células esplénicas de doadores imunizados conferiram
protecdo parcial aos recipientes normais, e as preparacdes enriquecidas
de linfécitos T foram significantemente mais protetoras do que as popula-
¢Bes enriquecidas de linfocitos B. A protecdo nado foi observada em reci-
pientes de soro, a despeito da presenca de altos niveis de anticorpos aglu-
tinadores258. Transferéncia adotiva de resisténcia que podia ser obtida
consistentemente com linfdcitos T nem sempre podia ser obtida em reci-
pientes de soros imunes, ainda que algum grau de sucesso tenha sido al-
cancado202'205, 259'262. Tem sido sugerido que as discrepancias em resul-
tados relativos a transferéncia passiva de soros imunes podem ser devidas
as diferentes acOes protetoras oferecidas por classes distintas de imuno-
globulinas263. A atividade protetora parece estar restrita a subclasse
19G2b200.

Ultimamente, os efeitos da deplecdo de células T na memoria
imunoldgica para este parasito foram estudados em um sistema de
camundongos singénicos264. Como esperado, exacerbacéo das infecgdes
ocorreu em camundongos (TX) C57BL/6J, timectomizados, irradiados,
com medula éssea reconstituida, quando foram comparados aos
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camundongos-controle (STX). A reconstituicdo dos camundongos TX
com timdcitos restaurou a resisténcia para os mesmos niveis daqueles
animais STX. A memdria imunoldgica em células esplénicas de camun-
dongos convalescentes pode ser apagada pela destruigdo dos linfocitos T
com soro antiteta mais complemento, mas ndo com soro anti-lg. Essas
observagdes indicam que a inducdo da resposta imune primaria e da
memoria imunologica requerida para um tipo secundario de resposta
contra o T. cruzi depende dos linfdcitos derivados do timo264, 265.

Os correspondentes in vitro da imunidade mediada por células tém
sido descritos em humanos e infeccbes experimentais pelo T. cruzi.
Inibicdo do espalhamento de macréfagos e a migracdo de macréfagos
pela interacdo com linfocitos T sensibilizados pelo T cruzi, tém sido
observadas hd muitos anos185,259-266. Além disso, a resposta proliferativa
de células T tem sido demonstrada ou pela estimulagdo com antigenos
especificos ou com mitégenosl18, 185, 267°269. Todos esses ensaios tém se
tornado marcadores Uteis da competéncia imune no curso da infecgo.
Varios padrdes de reatividade tém sido observados pela utilizagdo desses
testes correlatos, cujos aspectos peculiares sdo reconhecidos de acordo
com a fase da infec¢dol78, 258°270) conquanto o estado de responsividade
possa estar deprimido na fase aguda27 *'278. Os aspectos imunorregulato-
rios envolvidos nas respostas mediadas por células nas infecgdes agudas e
cronicas pelo T. cruzi serdo discutidos mais adiante.

As cinéticas da resposta de linfécitos a estimulagdo com concanava-
lina A e fito-hemo-aglutinina (mitdgenos de células T), e com lipopolissaca-
ride (mitdgeno de célula B) foram estudadas em camundongos infectados
com T. cruzi279. Uma reducdo acentuada nas respostas foi observada
durante afase aguda, enquanto niveis normais de respostas foram obtidos
durante a fase crbnica da infeccdo. Foi interessante observar que a
transi¢do da hipo-responsividade para o normal ocorreu por volta de 40
dias pos-infeccdo, o que coincide com um declinio acentuado nos niveis
de parasitemia e aumento na sobrevivéncia. Os nuameros de células
esplénicas T diminuiram significantemente durante o estagio agudo,
enquando os numeros absolutos de células B contendo Ig aumentaram.

Todavia, ambas as populagfes celulares retornaram aos niveis
normais durante as fases crénicas. Ademais, tratamento das infec¢des
crénicas pelo T. cruzi com ciclofosfamida levou a recrudescéncia das
parasitemias. Esses dados estdo de acordo com o papel das células T na
imunossupressao e sugerem que a imunidade mediada por células T esta
relacionada com o controle da infeccdo pelo T. cruzi, pelo hospedeiro e na
manutenc¢ao da cronicidade279. Em outro estudo, a blastogénese induzi-
da por mitégeno revelou um tipo dicotdmico de respostas, que foram
expressadas por um efeito supressivo no inicio da infecgdo e por efeito de
reforgo detectado nos estagios tardios280. O papel da imunidade mediada
por células na resisténcia tem sido relacionado com a habilidade de células
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esplenicas de camundongos infectados produzirem fator (es) capaz (es) de
tornar macrofagos efetivamente tripanocidas. Camundongos imunes
resistentes geram altos niveis de fator (es) quando comparados com
camundongos susceptiveis e a remocgao dos linfdcitos B contendo Ig das
células imunes esplénicas ndo prejudicou a transferéncia passiva da
resisténcia nem a geracao desse () fator (es)257. Ainda mais, a capacidade
de camundongos C57BL/6, infectados com T. cruzi, liberar linfotoxina foi
sempre bem acima daquela vista em animais ndo-infectados, e esta
capacidade permaneceu alta mesmo ap0s a parasitemia ter-se tornado
subpatente28l. De interesse, os sobrenadantes de esplendécitos de camun-
dongos C57BL/6 infectados pareceram inibir a motilidade de tripomasti-
gotas sanguicolas e, também, a infectividade para células WI38 de culturas
embrionarias de pulmao humano. PreparacGes similares obtidas de
camundongos C3H/HeJ, que ndo sdo capazes de gerar linfotoxina, ndo
tiveram qualquer acdo contra tripomastigotas do sangue, nem preveni-
ram a infeccdo de células WI38. Ainda que linfécitos sensibilizados de
animais infectados cronicamente ndo tivessem qualquer efeito toxico
direto nos tripomastigotas in vitro, sobrenadantes de células esplénicas
imunes obtidas de hospedeiros resistentes apresentaram acdo direta
contra tripomastigotas do T. cruzi, em adi¢do a sua habilidade de estimular
macréfagos residentes a atividade microbicida257, 28*

As respostas imunes mediadas por células que tém sido estudadas
em humanos infectados naturalmente e em animais infectados expe-
rimentalmente podem induzir reagdes eficientes contra tripomastigotas
extracelulares. Esses mecanismos de destruicdo do parasito sdo da maior
importancia na resisténcia. Em adic¢8o, rea¢cdes imunes mediadas por
células podem ser particularmente importantes na prote¢do contra as
formas do parasito que ficam escondidas intracelularmente nos tecidos do
hospedeiro e, portanto, inacessiveis aos fatores humorais. Células parasi-
tadas foram encontradas com antigenos do parasito expressos na super-
ficie282, 283, Reconhecimento desses determinantes antigénicos pelos
linfécitos T sensibilizados pelo T. cruzi poderia iniciar um ataque imune. A
destruicdo de células cardiacas parasitadas, fibroblastos e outras células
hospedeiras por linfocitos T citotoxicos tornariam os estagios intracelu-
lares do parasito susceptiveis a uma imunofagocitose eficiente284-288,
Entretanto, destruigdo de células do hospedeiro por linfocitos T imunes
pode ser perigosa, desde que ela possa resultar em dano tecidual287. Este
aspecto sera discutido mais adiante, na secdo sobre imunopatologia e
patogénese.

d) Imunofagocitose

Os eventos que ocorrem inicialmente no sitio de entrada do parasito
no corpo sdo cruciais para determinar a distribuicdo dos parasitos
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emergentes, apds o primeiro ciclo intracelular em macrofagos residentes e
outras ceélulas fagociticas. Um periodo de encubacgdo, variavel se-
gue a penetracdo de T. cruzi em macrofagos, antes do inicio de
sua reproducdo. As amastigotas em divisdo diferenciam em tripomasti-
gota que escapam da célula hospedeira usualmente seis dias apés a
infeccd0289. Nesse interim, antigenos do parasito sdo liberados e, ou
diretamente ou através da apresentacao de macrofagos, estimulam células
linféides imunocompetentes, que passam por proliferagbes subseqiien-
tes nos linfonodos satélites hiperplasiados. Todos os eventos que aconte-
cem a seguir serdo significantemente alterados pela acdo de produtos das
respostas imunes humoral e celular.

Ainda que tripomastigotas sejam capazes de infectar células adja-
centes imediatamente ap0s escapar da célula onde elas tinham comple-
tado seu ciclo de vida289, redistribuicdo do parasito para infectar outras
células a distancia depende do tropismo tissular peculiar que é exibido por
diferentes estoques do T. cruzi290'29S. Localizacéo preferencial do parasito
em certos 0rgdos e células teciduais poderia distinguir pelo menos dois
padrbes de tropismo, quais sejam, reticulotropismo e cardiotropismo.
Parasitismo de células mononucleares fagociticas do bacgo, figado e
medula dssea € visto usualmente com o estoque reticuiorropico Y e
Tulahuén289'291, enquanto o parasitismo de fibras musculares estriadas
cardiacas e esqueléticas e também de fibras musculares lisas, é usualmen-
te visto com vérios outros isolados de T. cruzi292-296. Recentemente, foi
mostrado que o estoque Brasil, cardiotropico, parasita seletivamente as
fibras musculares esqueléticas vermelhas, caracterizadas histoquimica-
mente como tipo |, em uma taxa aproximadamente cinco vezes maior do
que as fibras brancas estriadas do tipo 11297. Foi mostrado também que o
estoque Y penetrava macréfagos em uma taxa muitas vezes maiordo que
aquela do estoque CL298 Os fatores que tornam o T. cruzi atraido para
certas células hospedeiras ndo sdo conhecidos299, mas receptores especi-
ficos estdo, possivelmente, envolvidos nas interacdes parasito/membrana
da célula hospedeira. O conteddo de carboidrato de alguns receptores
tem sido suspeitado porque o tratamento das células com lecitinas ou pelo
bloqueio dos receptores com monossacarides, tal como N-acetilglu-
cosamina, diminui significativamente a taxa de infeccdo300. Portanto, a
redistribuicdo de tripomastigotas circulantes de diferentes estoques de E
cruzi em hospedeiros imunizados, de forma a invadir outras células,
parece estar sob controle imunobioldgico muito complexo282-286. Célu-
las ndo-fagociticas parasitadas podem ser reconhecidas e destruidas por
linfécitos T citotoxicos com liberagdo subseqiiente de todas as formas do
parasito, as quais se tornam susceptiveis a outros mecanismos de
resisténcia. O remarcavel papel da imunofagocitose na desaceleracgéo das
infecgcbes pelo T. cruzi no hospedeiro imunizado pode ser apreciado nas
observaces que seguem abaixo.
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Um achado marcante em camundongos inoculados com estoques
reticulotropicos do T. cruzi é um intenso processo de destruicdo dos
parasitos intracelulares, em macrofagos na polga vermelha do bago e em
células de Kuppfer no figado, que ocorre repentinamente apds o sétimo
dia pés-infeccdo203. A captacdo de metionina _Se75 de tripomastigotas
marcadas, tanto pelo figado quando pelas células do bacgo, foi estudada
quantitativamente301. O estoque Y de tripomastigotas radio-marcado,
que foram injetados intravenosamente em camundongos normais,
prontamente redistribuiram no figado e bago, conforme ficou indicado
pela concentragdo do material radioativo nesses érgdos. De interesse,
opsonizacdo das formas do parasito com soro imune de camundongos
infectados cronicamente promoveu um grande aumento da captacdo de
parasitos emissores de radiacdo gama, tanto no figado quanto no baco, e
as parasitemias observadas nesses camundongos foram mais baixas do
gue nos animais-controle que receberam T. cruzi ndo-opsonizado. Por-
tanto, parece que a opsonizacdo facilitou a captacdo e destruicdo dos
tripomastigotas infectantes pelo figado e baco. Uma analise mais
detalhada da interacdo do parasito com macrofagos mostrou macréfagos
de camundongos imunes, quantitativamente e qualitativamente, mais
eficientes na destruicdo do T. cruzi do que macréfagos normais. A
opsonizacdo aumentou a captacdo de ambas as formas do parasito.
Enquanto a lise de epimastigotas foi notada dentro de macrdfagos
normais ou imunes, a opsonizacdo de tripomastigotas pareceu ser
essencial para a destruicdo do parasito dentro dos macréfagos imunes302
As amastigotas parecem ser particularmente susceptiveis a fagocitose na
presenca de soro imune303.

A susceptibilidade de varios estagios do ciclo de vida do T. cruzi a
resisténcia do hospedeiro mediada pela imunofagocitose foi estudada
usando-se como parametro o percentual de macréfagos peritoneais
infectados no fim do primeiro ciclo intracelular, por volta do quarto dia
ap0ds o desafio intraperitoneal304. Todos os estagios do parasito mostra-
ram ser infectantes para camundongos na seguinte ordem decrescente:
tripomastigotas do sangue > tripomastigotas metaciclicos > epimasti-
gotas. Observou-se que todos os estagios do parasito infectavam macroé-
fagos de camundongos normais, enquanto macrofagos ativados de ca-
mundongos sobreviventes, apds mdultiplas reinoculagbes de T.
cruzi, raramente mostraram parasitismo intracelular. Por outro lado,
camundongos normais recipientes de soros imunes sempre albergavam
numerosos macréfagos parasitados304. Nesses experimentos, células
sensibilizadas e fatores humorais ndo pareceram discriminar qualquer
estagio do ciclo de vida do parasito e, portanto, os macréfagos peritoneais
ativados expressam uma larga habilidade de destruir qualquer estagio do
ciclo de vida do T. cruzi.
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H& ampla documentagdo da eficiéncia da resisténcia de macréfagos
de animais imunes contra infec¢fes com T. cruzi, ainda que esta resisténcia
adquirida ndo seja necessariamente especifica. Por exemplo, macréfagos
de camundongos imunes ao T. cruzi foram resistentes a infeccdo in vitro
com Listeria monocytogenes, enquanto macrofagos de camundongos imuni-
zados com BCG conferiram resisténciacontrao T. cruzi305’306. Estudos de
microscopia eletrdbnica mostraram que macrofagos ativados podem
controlar uma infeccdo pelo T. cruzi significantemente maior do que
acontece com macréfagos normais307- 308, Lisossomas secundarios mar-
cados com dioxido de torio foram encontrados em maior quantidade em
macrofagos ativados do que nos normais, e a funcdo dos fagossomas
contendo parasitos com lisossomas secundarios precedeu a destruigdo
dos parasitos309. Em todo caso, a resisténcia pareceu assentar-
se sobre a ativacdo de macrofagos por fatores liberados por cé-
lulas esplénicas imunes. A geracdo de fatores de células esplénicas que
induzem a ativacdo de macrofagos foi considerada ser uma funcéao
timo-dependente. A deplegdo de linfocitos T pelo tratamento de células
esplénicas imunes com soro antiteta mais complemento impediu a
producdo de fatores ativadores de macréfagos. Portanto, a atividade
microbicida de macréfagos parece depender de certa forma da estimu-
lagdo de células T imunes pelo antigeno especifico309-316.

Macrofagos ativados possuem muitas propriedades reforgadas, tais
como espalhamento rapido, atividade de membrana aumentada, secre-
cao de niveis elevados de ativador do plasminogénio e maior habilidade de
secre¢do intracelular de oxigénio e produtos de reducéo310-313. Macro-
fagos ativados podem ser colhidos de camundongos inoculados com T.
cruzi ou BCG, os quais mostram atividade microbicida in vitro contrao T.
cruzi. Por exemplo, niveis maximos de secre¢do de ativador de plasmino-
génio podem ser obtidos pela encubagédo de macréfagos ativados por um
fator de inducéo produzido por populacBes de células esplénicas imu-
nes310. A atividade microbicida contra tripomastigotas de T. cruzi pode ser
induzida in vitro através da exposi¢cdo de macrdfagos inflamatorios aos
produtos de células explénicas sensibilizadas e estimuladas com o
antigeno. A atividade microbicida 6tima pode ser obtida pela exposigdo
continuada de macrofagos aos fatores de células explénicas, até que o0s
parasitos intracelulares tenham desaparecido. Entretanto, a sobrevivéncia
desses organismos pode retomar o crescimento toda vez que os fatores das
células esplénicas sejam removidos antes de alcancar a erradicacao
completa dos parasitos intracelulares311l- 312. Ademais, ativacdo de ma-
crofagos in vitro com fatores de células esplénicas leva a um aumento
da producdo de H202 enddgena, qua se correlaciona com as proprieda-
des microbicidas313. A geracdo de H2O2e outros produtos de reducdo do
oxigénio pode explicar o aumento da capacidade de macrofagos ativados
na destruicdo dos organismos intracelulares.
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O efeito microbicida da reducdo ativa de produtos do oxigénio
sobre formas intracelulares do T. cruzi foi ainda avaliado com a ajuda de
uma linhagem de células murinas com caracteristicas de macrofagos
(clone 16), capaz de utilizar o ciclo da hexose monofosfato para oxidar
glucose e produzir O2 e H202, e também, com uma linhagem de célula
variante (clone C36) que é incapaz de produzir O2 sob condicGes
similares314. Destruicdo significante ou inibicdo do crescimento dos
parasitos foi observada com o clone de células da linhagem 16 in-
fectadas com T. cruzi, enquanto os parasitos foram capazes de crescer no
variante oxidativo clone C36. A estimulacdo do metabolismo do oxigénio
resultou na reducdo do nitroazul tetrazolium, tdo logo a reagdo foi
iniciada pela infeccdo do clone de células 16. Esses resultados parecem
corresponder a outros experimentos nos quais os parasitos foram testados
em suspensdes livres de células de xantina-xantina oxidase. Nesse sistema
in vitro, a destruicdo pareceu ser catalase sensitiva e dependente da
producdo de H202, com doses letais de 6,0 a 8,7 nmol/ml/min, para
epimastigotas e tripomastigotas, respectivamente. Dessa forma, a destrui-
cao intracelular de formas do T. cruzi por macréfagos foi resultante da
ativacdo de mecanismo oxidativo citocida 314. Outras evidéncias em favor
desse mecanismo foram trazidas com a demonstracdo de destruicdo
intracelular do T. cruzi apds tratamento dos macr6fagos infectados com os
carreadores elétron-catidnicos, metossulfato de fenazina, azul cresil
brilhante e cristal violeta 315.

A contribuicdo da célula hospedeira e do parasito no processo
fagocitico que pode resultar ou em proliferagdo do parasito intracelular-
mente ou em inibicdo do crescimento e destruicdo, é atualmente um
assunto importante relacionado as relagdes parasito/hospedeiro. A inte-
racdo do parasito com a membrana do macréfago parece ser um processo
ativo da parte de ambas as células. Por muito tempo se considerava que
apenas o parasito desempenhava um papel ativo 289' 307, mas as evidén-
cias correntes também indicam a possibilidade de captacdo do parasito
por fagocitose 316. Em cada caso, o parasito parece ser ligado a estruturas
protease-sensitivas na membrana plasmatica da célula hospedeira. Os
receptores da membrana do macrofago que mediam a ingestdo dos
tripomastigotas sanguicolas podem ser removidos por tratamento com
pronase, mas ndo com tripsina ou quimiotripsina 307. Recuperacdo da
atividade fagocitica usualmente segue um periodo de tempo necessario
para ressintese e relocacdo dos receptores na superficie da célula e pode
ser prevenida por inibidores da sintese de proteina ou da motilidade
celular. Receptores Fc e C3b de macrofagos ndo parecem ser essenciais no
processo fagocitico317. Tratamento dos tripomastigotas com tripsina
facilitou sua captacdo pelos macréfagos e ndo interferiu na habilidade do
parasito multiplicar-se dentro da célula hospedeira227. Ademais, a
infectividade dos tripomastigotas do sangue para uma célula hospedeira
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pode ser acentuadamente reduzida pelo tratamento dos parasitos com
pactamicina, que inibe a sintese protéica irreversivelmente. A proliferacdo
intracelular do parasito também foi significantemente diminuida3l18,
Além disso, os efeitos dos inibidores de RNA, proteina e biossintese de
glicoproteina na infectividade e diferenciagdo do T. cruzi nas células
hospedeiras tém sido estudados. Puromicinabloqueia o desenvolvimento
de adesdo e penetracdo do parasito; actinomicina e tunicamicina inibem a
infectividade sem bloquear adesdo, enquanto alta concentracdo de
actinomicina D bloqueia adeséo e transformacé&o intracelular 319' 32°. De
importancia, a supressdo da infectividade com tunicamicina sugere que a
estrutura da membrana da célula hospedeira envolvida na penetracéo do
T. cruzi é possivel de conter uma glicoproteina com N-glicosidios ligados a
oligossacarides 32°. De fato, glicoproteina de superficie tém sido descritas
no T. cruzi, e seu envolvimento no processo de interiorizagdo em células
mamiferas tem sido considerado 32'.

| - IMUNOSSUPRESSAO NAS INFECGOES PELO T. CRUZI

Tem sido descrita a ocorréncia de imunossupressdo em infecgdes
agudas pelo T. cruzi em humanos e camundongos 274-281 poj mostrado
que humanos com infec¢des agudas pelo T. cruzi, que eram agrupados de
acordo com suas manifestagdes clinicas, mostravam dicotomia em suas
respostas imunes. Os pacientes sintomaticos, com doenca de Chagas
aguda manifesta, tinham fortes rea¢c6es cuténeas de tipo retardada contra
um antigeno do parasito e a migracao de seus leucécitos do sangue era
inibida na presenca desse antigeno 275 322. Em contraste, as infec¢des
agudas inaparentes, assintomaticas, nao produziam uma reagdo cutanea
do tipo retardada positiva, e a migracdo de suas células nao era inibida
pelo antigeno. de interesse, somente os pacientes assintomaticos tém
hipersensibilidade retardada diminuida, como se verificou pelas respos-
tas cutaneas contra uma bateria de antigenos T-dependentes, néo-
relacionados. Essa observacdo documenta prejuizo severo da funcgédo
timo-dependente somente naqueles individuos que ndo tinham manifes-
tacBes agudas da infecgdo. Por outro lado, uma correlacéo direta pode ser
tragada entre as manifestacGes clinicas da doenca de Chagas e a capacida-
de de produzir uma reacdo de hipersensibilidade do tipo retardadacontra
0 parasito. O estado de imunodepressdo nos individuos com as infeccGes
inaparentes perdurou pelo menos seis meses 275. A despeito da auséncia
de sintomas no inicio da infec¢do, ndo ha garantia de que esses pacientes
possam ter melhor progndstico do que aqueles com a infeccdo aguda
manifesta, desde que os pacientes imunossuprimidos viraram para o
grupo reativo, mais tarde, no curso da infeccdo crbnica, e, portanto,
tornaram-se indistingiiveis no que concerne a funcdo da célula. T.

O fendbmeno de imunossupressdo tem sido mais explorado no
sistema murino. O corpo de informacgbes que se tem acumulado nos
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ultimos anos mostra que o estado de imunossupressio que aparece no
inicio da infecgido pode persistir, em graus variados, na fase crénica em
alguns animais. Muitos mecanismos tém sido descritos como sendo
importantes na indugao e manutencio do estado de imunossupressio em
camundongos. Esses mecanismos incluem células T supressoras, macro-
fagos supressores, deplegio de células necessarias para gerar respostas
imunes, ativagio policlonal com delegio clonal subseqiiente, fatores
séricos supressores, e, também, um fator supressor do parasito. Usual-
mente, esses mecanismos operam em uma fase aguda precoce da
infec¢ao; ha pouca evidéncia mostrando sua atividade na fase cronica.
Muito progresso tem sido feito no entendimento dos aspectos imunorre-
gulatorios de infecgdes murinas pelo 7. cruzi, mas os mecanismos
intrincados pelos quais o sistema imune do hospedeiro vira atras e evita
exacerbagio das respostas imunes, como se fosse para garantir um estado
delicado de balanceamento da homeostasia, ainda continuam desconhe-
cidos.

Os primeiros experimentos sobre imunossupressio mostraram
diminuigio das respostas celulares formadoras de anucorpos 19S e 78,
contra eritrocitos de burro injetadas em camundongos infectados com T.
cruzi. 273. 277, Nesse interim, a supressio da imunidade mediada por
células contra antigenos nio-relacionados foi documentada 274, 276, 323,
Os provaveis mecanismos de supressio dos anticorpos humorais impli-
cam a aciao de ambos, antigenos T-dependentes e T-independentes sobre
células aderentes a 1a de nylon, Thy 1,2 negativas 276, 278 enquanto as
céluas Thy 1,2 positivas, ndo-aderentes (células T supressoras) pareciam
nio afetar a fungio timo-dependente?’4. Qutros experimentos mostra-
ram que a supressio da resposta imune primaria induzida pelo T. cruzi em
camundongos era dependente da populagio de macrofagos aderente ao
plastico 324, 325, A supressdo in vitro da resposta imune primaria contra
hemacias de carneiro em cultura de células murinas era também
dependente de macrofagos 326. Ademais, uma substincia supressora do
soro foi identificada, a qual parecia regular as respostas imunes mediadas
por células diretamente pela supressio da acao de células eindiretamente
pelaindugéo daliberacao de um fator de células esplénicas aderentes. Este
fator macrofagico teve marcada habilidade de abolir a capacidade de
resposta de linfocitos T325.

Células esplénicas aderentes, esterase-positivas ndo-especificas, ob-
tidas de camundongos infectados com T. cruzi, causaram redugio das
respostas de células esplénicas normais aos mitdgenos especificos para
células B e T 326, Quando aqueles esplendcitos aderentes foram substitui-
dos por células aderentes de camundongos normais, foram obtidas
respostas aumentadas aos mitégenos de células B e T. Tratamento das
suspensodes de células de camundongos infectados com indometacina
melhorou a resposta aos mitogenos. Essas observagoes sugeririam que a
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imunossupressdo da doenca de Chagas aguda é, pelo menos em parte,
mediada por uma célula com caracteristicas de macrofago e é dependente
de um mecanismo mediado por prostaglandina 326. De fato, as infec¢bes
pelo T. cruzi parecem aumentar significantemente o conteddo de macro-
fagos, possuidores de antigenos associados a regido la, de dez por cento
(em exsudato peritoneal normal) para cem por cento apos a infecgdo.
Parece que grande proporc¢ao do influxo de macrdfagos la positivos foi
mediada por células T. Considerando-se que as células la positivas sdo
essenciais para a maioria das reagdes das células T, foi sugerido que o
aumento na populacdo de macréfagos la pode ser um importante evento
imunorregulatério nas infecgbes pelo T. cruzi s27.

Tanto as substancias supressoras quanto as células supressoras
parecem jogar importante papel nos mecanismos imunossupressores
durante as infec¢des experimentais pelo T. cruzi. Uma substéncia supres-
sora induzida pelo parasito no soro de camundongos infectados pelo T.
cruzi foi identificada e parcialmente caracterizada 328, A substancia
supressora é termolabil a 70°C, sensivel ao tratamento com tripsina e tem
massa relativa (Mr) entre 196 e 200 Kd. Essa substancia ndo foi absorvida
com esplendcitos alogénicos, culturas de T. cruzi, eritrécitos is6logos ou
heter6logos e permaneceu ativa apds tratamento com anti-soro contra
imunoglobulina murina. Ativagdo dos esplendcitos murinos com ativida-
de supressora requereu 48 horas de encubacdo com a substéncia
supressora ou 72 horas apés transferénciain vivo. Foi mostrado ainda que
a manifestacdo desse efeito supressivo na inducdo das respostas de
anticorpos antitrinitrofenil e anti-hemacia de carneiro requereu células
aderentes ao plastico 328. Transferéncia passiva da substancia supressora
para recipientes singénicos normais inibiu as respostas imunes primariae
secundaria a antigenos T-dependentes e T-independentes. Também foi
mostrado que a eficiéncia dos fatores supressores séricos estava relaciona-
da ao haplotipo H-2 do recipiente 329. O fator supressor sérico pareceu
interagir com esplendcitos via uma estrutura da membrana sensivel a
tripsina e regeneravel. Sobrenadantes de culturas de células esplénicas
obtidas de camundongos tratados com fator supressor ou de camundon-
gos infectados com T. cruzi ndo ativaram diretamente as células supresso-
ras, mas provavelmente o fizeram indiretamente através de um fator
supressor gerado in vitro 330. Além disso, um fator supressor nao-
especifico foi produzido in vitro pela encubacao de células esplénicas de
camundongos infectados com uma fracdo (104.000 x g) de homogeneiza-
dos de T cruzi. Esse fator supressor pode também ser obtido pela
encubacao das células esplénicas imunes com epimastigotas vivas ou
tripomastigotas. Entretanto, sua insensibilidade ao indometacin parece
indicar que esse mecanismo pode ndo estar relacionado a prostaglandi-
na 331 Diferencas na regulacdo das respostas humorais entre camundon-
gos infectados com T. cruzi e camundongos administrados com substancia
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supressora induzida pela infec¢do foram notadas. A infecgéo ativa levou a
uma atividade alterada das células T auxiliares e a um reduzido niimero
de precursores de células B, mas o fator supressor ndo afetou qualquer das
populag6es. Finalmente, as células B de camundongos infectados com T.
cruzi induziram esplendécitos normais a respostas diminuidas ao antigeno
em pauta, enquanto o fator supressor ndo causou tal efeito 328- 332.
Tripomastigotas do sangue foram considerados participar ativa-
mente na inibicdo das respostas de linfécitos induzidas por antigenos néo-
especificos. Varios graus de supressdo das respostas das células esplénicas
normais para concanavalina A e endotoxina lipopolissacaride pareceram
ser dose-dependente, mas a acdo inibitdria dos parasitos ndo foi eliminada
por um excesso de mitdégeno, além dos niveis 6timos. Outra demonstra-
cao de que a resposta proliferativa de linfocitos pode ser inibida com um
sonicado preparado de T. cruzi, incorporado no sistema de cultura durante
as primeiras 24 horas, sugeriria que a blastogénese das células T e B é
efetuada por antigenos do parasito em um estagio precoce da ativacéo do
linfocito 333, Adicionalmente, a resposta imune primaria a hemécias de
carneiro foi deprimida pela fracdo (Fad) derivada de cultura de epimasti-
gotas injetadas em camundongos BALB/c 15 minutos antes do aloantigeno.
Células que secretam IgG foram deprimidas quando Fad foi injetada antes
da primeira dose, enquanto ambas, IgM e IgG formadoras de placa,
estavam deprimidas quando Fad foi administrada antes da injecdo de
reforgo 334. A supressdo da imunidade humoral a hemécias de carneiro
pareceu ocorrer nos estagios agudo e cronico da infecgdo pelo T. cruzi, mas
o reforgo da supressdo foi observado somente nas infecgdes iniciais 335.
A heterogeneidade antigénicado T. cruzi tem sido consideradacomo
uma possivel explicacdo para a enorme diversidade na especificidade dos
anticorpos encontrados nas infec¢cBes humanas naturais e em animais de
laboratorio 42 208, Ativacdo policlonal de linfécitos B foi demonstrada
ocorrer durante infecgdo do T. cruzi em camundongos A/J, conforme foi
avaliada pela resposta de células que formam placas espontaneamente
contrao trinitrofenil e contraeritrécitos de cabra, eqiiino e de carneiro, 0s
quais se elevam 5 a 6 dias pos-infeccdo. Interessantemente, uma resposta
policlonal contra eritrécitos singénicos envelhecidos foi observada. Ain-
da, células formadoras de placa por estimulagdo policlonal contra gama
globulina também pode ser detectada tardiamente na infeccdo aguda
durante um periodo de acentuada esplenomegalia e parasitemia 215. Isto
sugeriria, portanto, que ativacdo policlonal de células B pode ser
responsavel pela ampla diversidade em imunoglobulinas que ocorre nas
infeccdes pelo T. cruzi. Ademais, ativacdo policlonal de células B foi
descrita em camundongos BALB/c injetados com um extrato de formas
tripomastigotas do sangue. Um aumento em células formadoras de placa
contra hemacias de carneiro foi detectado quando os esplendcitos foram
usados e o0 nimero de unidades formadoras de col6nias na medula éssea
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também aumentou quando foram administrados a camundongos singé-
nicos, simultaneamente, o extrato do parasito com as células da medula.
Resultados desses experimentos sugeririam que a ativacao policlonal das
células B pode estar relacionada a imunossupressao humoral observada
em camundongos 213, Entretanto, a comparacdo da cinética da resposta
do anticorpo contra a infec¢do pareceu indicar que um grande namero de
células produtoras de imunoglobulinas estaria produzindo anticorpos
especificos, que ndo poderiam ser resultantes de uma exaustiva ativacdo
policlonal de células B 216. De acordo com os ltimos dados, deplegédo
clonal seria excluida como uma base para imunossupressao.

Imunossupressdo também tem sido descrita nos estagios cronicos
das infecgdes pelo T. cruzi em camundongos. As respostas de células
esplénicas formadoras de placas aos antigenos T-dependentes (trinitrofe-
nil-BCG) e T-independentes (trinitrofenilficol) foram suprimidas em
camundongos, trés meses apoés as infecgdes pelo T. cruzi. 336. Camundon-
gos com infec¢do aguda tiveram respostas de células formadoras de placas
IgG suprimidas contra os antigenos T-dependentes e T-indepen-
dentes, e respostas IgM normais a ambos antigenos. Esses re-
sultados sugerem a persisténcia de células T supressoras nao-especificas
durante infec¢Bes cronicas pelo T. cruzi 336. Ademais, foi mostrado que
camundongos infectados cronicamente com T. cruzi tém células supresso-
ras antigeno-especificas que inibem a elicitacdo da reatividade retardada
contra um antigeno do parasito. O fenémeno supressivo foi observado em
animais com infec¢do crénica, mas ndo em animais imunizados com
antigenos mortos de T. cruzi. No Gltimo caso, reacdo tipo retardada
caracteristica mostrou predominantemente infiltracdo mononuclear e
pode ser transferida para recipientes normais com células. No primeiro
caso, uma inchagéo da planta do pé iniciada apds 3 horas e que persistia
por 24 horas foi identificada histologicamente como reacdo de Arthus
tipica. Células T supressoras que foram detectadas em camundongos
infectados cronicamente eram radiorresistentes e foram removidas da
populacdo de células esplénicas por fracionamento em coluna de 1 de
nylon e tratamento com soro ThY 1, 2 mais complemento 337.

As respostas de células esplénicas de camundongos infectados com
T. cruzi aos ativadores policlonais de células T e B foram avaliadas nos
estagios agudo e cronico 338. Respostas a fito-hemoaglutinina, concanava-
lina A e polissacéride bacteriano ficaram reduzidas marcadamente até trés
semanas pds-infecgdo. Entretanto, as respostas obtidas aos trés meses pds-
infeccdo foram similares aquelas de células esplénicas de camundongos
normais. PopulacGes de linfocitos T e B que estavam relativamente
reduzidas na fase aguda retornaram aos valores normais durante a fase
crénica. Esses resultados sugerem que a transicdo das fases aguda para
cronica da infeccdo pode ser imunologicamente regulada, depois do
retorno das respostas dos linfdcitos T e B aos valores normais 338, Em
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outro estudo, foi mostrado que a imunossupressao de camundongos
infectados cronicamente com ciclofosfamida levou a um retorno tempo-
rario as condi¢des de infec¢io aguda. Recrudescéncia da parasitemia apos
imunossupressio sugere que mecanismos imunologicos inediados por
células participam integralmente no controle da infec¢ao e na manuten-
¢io do estado cronico 249, 279, 339,

J - DIAGNOSTICO

A demonstragio do T. cruzi no sangue dos individuos pode ser feita
pelo exame microscopico direto do sangue infectado, na fase aguda. Nos
estagios cronicos da infecgdo a parasitemia torna-se subpatente mas os
parasitos ainda podem ser demonstrados pelo xenodiagnostico em um
namero consideravel de pacientes. A influéncia que reinfecgdes possam
ter no aumento dos niveis de parasitemias ainda nao foi determinada em
areas endémicas. Nao obstante, o percentual de pacientes em todos
grupos etarios com parasitemias demonsiraveis pelo xenodiagnostico
variou de 36,7 por cento, quando 10 Triatomineos foram examinados, a
58,7 por cento, quando 80 Triatomineos foram usados para sugar o
sangue de individuos infectados 340. Um estudo longitudinal revelou que
59,8 por cento de um grupo de 346 pessoas de 1 a 12 anos de idade tinham
xenodiagnoésticos positivos. A medida que a doenca torna-se cronica, a
freqiiéncia dos xenodiagnasticos positivos diminui cerca de 40 por cento
em 10 anos de evolugio 34!. Virios fatores parecem influenciar o
resultado de um teste. Proximidade do tempo de aquisi¢io da infecgio
aguda é um fator importante que correlaciona com a freqiiéncia com que
um xenodiagndstico positivo pode ser obtido. Em outro estudo de
campo, todos os individuos soropositivos com menos de 5 anos de idade
tinham parasitemia, enquanto somente um terco dos adultos soropositi-
vos acima de 19 anos de idade foi positivo 342, Em um terceiro estudo de
campo, a auséncia de parasitemias demonstraveis apos trés xenodiagnos-
ticos, cada um deles com 40 ninfas de primeiro estagio de Dipetalogaster
rnaximus, foi notada em 47,4 por cento entre 292 pacientes que tinham
mostrado, previamente, trés testes sorologicos positivos para doenga de
Chagas 343, Uma curva mostrando o percentual de individuos com
parasitemias nao-demonstraveis, de acordo com os grupos etarios,
aparece na Fig. 6. Hemocultura e subinoculagio de tecidos infectados em
animais de laboratorio tambérmn tém sido usados para demonstragdes
parasitologicas do T. cruzi, mas com sucesso muito limitado.

Respostas imunes mediadas por células e humoral em individuos
infectados com T. cruzi parecem persistr por toda a vida. Detecgdo de
respostas imunes especificas a antigenos do parasito é, portanto, um
método indireto confiavel para diagnosticar infec¢des cronicas pelo T.
cruzi. A esse respeito, muitos testes sorologicos tem sido aplicados com
graus variaveis de sucesso. Imunodiagnéstico das infec¢des pelo 7. cruzi
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pode ser realizado por precipitacdo, floculagdo, aglutinacdo direta,
hemaglutinagéo passiva, fixacdo do complemento, imunofluorescéncia e
métodos imunoenziméticos de reagdo ao anticorpo com antigenos do
parasito 344. Muitos desses testes fornecem resultados especificos, e sua
alta sensibilidade permite diagndstico amplamente acurado da infecgéo.
Entretanto, combinacdo de pelo menos dois desses testes, tais como
imunofluorescéncia e hemaglutinacdo passiva ou fixa¢do de complemen-
to, tem sido recomendada naqueles pacientes em quem a demonstracdo
parasitologica segura ndo foi obtida. Reagfes cruzadas com soros de
pacientes com outras doencas infecciosas sdo achadas por todos o0s
métodos soroldgicos usados, o que esta de acordo com a enorme
diversidade antigénica que tem sido observada em T. cruzi. Em vista da
discrepancia entre os testes realizados em varios laboratorios, o bom
controle de qualidade dos antigenos e reagentes, e o estabelecimento de
padrdes positivos e negativos de referéncia sdo extremamente necessarios.

Um teste intradérmico muito simples e pratico para o diagndstico da
doenca de Chagas foi descrito recentemente322. (Fig. 5). Este teste
consiste em registrar uma reacdo cutanea de hipersensibilidade retardada
que segue a injecdo do antigeno TI2E do parasito*. Apds varios estudos
sobre a inocuidade, em coelhos, foi feito um inquérito pré-clinico em uma

Fig. 5. Teste intradérmico para doenca de Chagas: uma lesdo cutinea indurada é vista no
antebraco de um paciente 48 horas apés a injecdo de diminuta quantidade do antige-
no T12E (vicie texto).

Marca comercial da CEME-Central de Medicamentos do Brasil.
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area endémica para doenga de Chagas que mostrou resultados consisten-
tes, quando comparados com aqueles obtidos com imunofluorescéncia e
hemaglutinagdo passiva. Entre 842 individuos de um inquérito, 35,7 por
cento tiveram teste cutaneo positivo e foram suspeitos de ter a infecgio
ativa pelo T. cruzi. Os testes sorologicos feitos nesses individuos mostraram
35 e 35,6 por cento de resultados positivos pela imunofluorescéncia e
hemaglutinagdo, respectivamente. Aqui, se fica decidido aceitar como
sendo um portador de 7. ¢ruzi toda pessoa que tem os testes de imunofluo-
rescéncia e hemaglutinagio positivos, isto resultaria que 33 por cento
daquela populagio estaria infectada com 7. cruzi, como fica demonstrado
pela combinacgio dos resultados dados pelos testes sorologicos. Mais
além, comparagdo dos resultados obtidos com esses testes sorologicos
com aqueles obtidos com o teste intradérmico mostrou todos os trés testes
sendo consistentemente positivos em 88,2 por cento dos individuos, que
devem ser considerados como portadores da doenca de Chagas. Entretan-
to, uma correlacio definitiva de co-positividade entre os testes sorologicos
e intradérmicos foi encontrada em 93 pessoas que tinham resultados de
xenodiagnosticos positivos. Hemaglutinagdo foi positiva em todos esses
pacientes e a imunofluorescéncia foi positiva em 89 (95,7 por cento),
enquanto o teste cutineo permitiu a identificagio de 87 (93,5 por cento) desses
individuos infectados com o 7. cruzi. Uma curva com a variacio de
intensidade das rea¢des cutineas de hipersensibilidade tardia, de acordo
com 0s grupos etarios, ¢ mostrada na Fig. 6.

K- IMUNOPATOLOGIA

L. Hipersensibilidade de tipo retardado.

Ainda que hipersensibilidade de tpo retardado tenha sido reconhe-
cida a longo tempo como um marco caracteristico daimunidade mediada
por células in vivo, e, como tal, usada como sindnimo, foi decidido aqui
usar esses termos separadamente, porque isso beneficiara alguns aspectos
praticos e uteis: 1) Elicitacao da hipersensibilidade retardada evoca outros
mecanismos imunes em adi¢gio a imunidade celular. isto tem sido
caracterizado como um fendmeno em duas etapas, em que um evento
menor, precoce, relacionado com ativagio de mastocitos, antecipa um
componente maior mediado por células T; 2) A imunidade mediada por
células tem sido considerada como o principal mecanismo de resisténcia
contra infec¢oes pelo T. cruzi, enquanto a hipersensibilidade tardia tem
sido implicada naquelas reagdes do tipo alérgico relacionadas com as
lesbes cardiacas e outras que resultam nas manifestagdes clinicas da
doenga de Chagas; 3) A despeito das tentativas iniciais de dissociar a
imunidade mediada por células de seu componente toxico (ou alérgico)
de tipo retardado, os resultados obtidos foram desapontadores. Todavia,
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as abordagens correntes que visam a imunoprofilaxia ainda restariam na
possibilidade de encontrar um antigeno do parasito que evocaria a
imunidade protetora sem produzir dano no hospedeiro. Nas paginas
seguintes serdo descritas as cascatas de eventos que culminam na hi-
persensibilidade tardia e a maneira pela qual esse tipo de reacdo pode
se manifestar em individuos infectados pelo T. cruzi.

ReacOes de hipersensibilidade de tipo retardado sdo respostas
imunes timo-dependentes tipicas, mediadas por interacdes celulares
seqliénciais. No curso de infecgdes pelo T. cruzi no homem e em animais
experimentais, o desafio local com antigeno do parasito provoca uma
reposta inflamatoria na pele. Os eventos imediatos nessa reacdo sao
expressados pela inchagdo local resultante de alteracdes vasculares,
congestdo, aumento da permeabilidade vascular, eritema e edema. Nas
horas seguintes esses aspectos exsudativos tendem a evanescer e areagéo
endurece constantemente, alcangando um maximo de 24-48 horas mais
tarde 118,185,284,322,337,345-347. g primeiro componente desta reacdo de
hipersensibilidade retardada tipica parece ser evocado por um fator
antigénico derivado de célula T que ativa os mastocitos da pele 348. Foi
mostrado que a liberagdo de serotonina murina pelos mastécitos induz
contracdo das células endoteliais de vénulas pods-capilares, causando
frestas entre as células endoteliais, resultando em permeabilidade vascu-
lar aumentada. A importancia desse primeiro componente tem sido
determinada ou pelas reacdes deficientes de hipersensibilidade retardada
em camundongos com defeitos genéticos que levam a deficiéncia de seus
mastdcitos ou pela sua inibicdo com drogas que depletam, antagonizam
ou blogueiam a liberagdo de aminas vasoativas pelos mastocitos 349, Além
disso, nem o fator antigénico nem as células T que mediam o componente
inicial da hipersensibilidade tardia parecem ser H-2 restritos. A transfe-
réncia passiva mostrou que o componente inicial também tem influéncia
na ocorréncia dos fendmenos tardios das reac¢oes retardadas dependentes
de células T, as quais ja se mostram independentes de mais liberacéo de
aminas vasoativas pelos mastocitos. De fato, o componente retardado
provavelmente depende da habilidade de uma segunda populagdo de
células T na liberagdo de linfocinas quimioatrativas, que causam recruta-
mento de células mononudeares e leucdcitos polimorfonucleares, para
infiltrar os sitios da reacdo 349,

Reacdes cutaneas de hipersensibilidade do tipo retardado tém sido
extensivamente estudadas em coelhos brancos Nova Zelandia infectados
com T. cruzi, pelo desafio local com antigenos do parasito 118- 345, 346.
Fortes reacGes cutaneas retardadas foram obtidas com antigenos micros-
somais, enquanto outras reacdes de intensidades varidveis puderam ser
obtidas com extratos totais de formas de T. cruzi e, em menor grau, com as
proteinas sollveis ou antigenos citoplasmaticos. Por dltimo, foi isolado
um antigeno microssomal (T12E) de formas de cultivo do estoque
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Emestinado T cruzi, que produz rea¢cdes muito fortes de tipo retardado na
pele de coelhos 322 Quando uma pequena quantidade de proteina
contida nesse antigeno é injetada intradermicamente, uma cascata de
eventos tipica é estimulada, que causa lesdo endurada caracterizada
histologicamente por infiltrado de células mononucleares, persistindo 24
horas ou mais. Pode acompanhar a lesdo cutanea linfonodos satélites
aumentados em alguns animais sensibilizados. Administragdo daquela
qguantidade de antigeno T12E, a cada semana, em coelhos normais, ndo
determinareatividade cutdnea, mesmo quando se repete o procedimento
até quatro vezes, e 0s testes soroldgicos ndo detectam anticorpos
humorais especificos nesses animais submetidos a testes cutaneos repeti-
dos. Transferéncia passiva de imunidade de coelhos infectados com T.
cruzi para recipientes normais, foi obtida com células ou com extratos de
células mononucleares do sangue periférico, mas ndo com soro. A
imunidade adotiva tornou o recipiente sensibilizado, o que podia ser
demonstrado pela producdo da reacdo cuténea no animal, pelainje¢édo do
antigeno do parasito. As cinéticas das reacGes cutaneas de hipersensibili-
dade tardia foram estudadas em coelhos isogénicos 111/ infectados com T.
cruzi. Usualmente, reagdes cutdneas muito fortes, com engurgitamento de
linfonodos satélites, foram observadas 15 dias pds-infec¢do. Trinta dias
pos-infeccdo as reagdes tornaram-se mais fracas ou mesmo ausentes, €
permaneceram fracamente positivas até o fim do terceiro més. Dai em
diante, os animais na fase cronica da infeccdo mostraram testes cutaneos
cuja intensidade aumentava progressivamente, apds injeces do antigeno
do parasito, até alcancar a intensidade observada 15 dias pos-infeccao
(Fig. 8). Coelhos isogénicos-controle, normais, tiveram, consistentemen-
te, respostas cutdneas negativas 346.

O desenvolvimento precoce e a flutuagdo na intensidade das reagdes
de hipersensibilidade também tém sido observadas em camundongos
infectados com T. cruzi 347. Hipersensibilidade cutanea de animais
infectados contra um extrato do parasito foi observada como uma
resposta modesta na segunda semana poés-infeccdo. Em seguida, a
expressdo da resposta pareceu seguir um descenso da parasitemia,
quando o componente retardado da reacdo cuténea tornou-se aparente.
Em adicdo as respostas cutaneas que tém sido obtidas em camundon-
gos 337 347, em coelhos 118 345 346, macacos 350, e em huma-
nos 185' 322 345 35>, apos a injecdo local de antigenos do parasito, les6es
inflamatorias que se assemelham a rea¢Ges de hipersensibilidade de tipo
retardado também tém sido vistas no coracdo, musculo esquelético e em
outras estruturas teciduais de individuos infectados com T. cruzi. Por
exemplo, as reacBes inflamatdrias na porta de entrada do parasito no
corpo (sinal de Romana e chagoma) sdo tipicamente lesdes endurecidas
caracterizadas por infiltrados linfocitarios 185 275. A miocardite cronica
da doenca de Chagas tem sido descrita como uma inflamacdo de tipo
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alérgico com destruigdo de fibras cardiacas associadas com infiltrados
linfocitarios 94 185. Interessantemente, mastdcitos tém sido descritos
consistentemente nos infiltrados inflamatdrios 352-354 Miosite e gangli-
onite que tém sido descritas em homens e animais experimentais também
podem ser consideradas, com base no aspecto histopatolégico, como
reacdes tipicas de hipersensibilidade retardada, em que as células-alvo do
hospedeiro podem ser atacadas pelos linfocitos imunes 185,

2. Patologia, hipersensibilidade tardia e parasitismo

As lesdes patologicas da doenga de Chagas eram creditadas a acao
isolada das formas intracelulares do parasito; a destruicdo da célula
hospedeira pelo parasito, que pode ocorrer apds varios ciclos de
multiplicagdo, era considerada como a base da patogenia da doenca de
Chagas. A intensa inflamagdo que é a caracteristica mais marcante da
cardiomiopatia da doenca de Chagas era entendida como resultante da
acdo de produtos toxicos dos “ pseudocistos” contendo parasitos, os quais
seriam liberados depois da rutura. Entretanto, as prim'eiras descri¢cfes da
miocardite aguda da doenca de Chagas ja referia a parasitismo quiescente
de células teciduais, contrastando com lesdes inflamatérias onde nédo
havia parasitos28' 185. De fato, lesdes inflamatérias no coragdo, musculos
esqueléticos e trato digestivo de pacientes com doencga de Chagas crénica
ndo estdo usualmente associadas com a presenga do parasito. Além disso,
as tentativas de explicar a patogénese da doenga de Chagas com base nas
acles toxicas e mecanicas do parasito deixaram de responder a muitas
perguntas praticas, com amplas implica¢6es nas abordagens que visam a
imunoprofilaxia e quimioterapia, como sejam: Por que varios mamiferos,
reservatorios naturais do T. cruzi ndo se tornam doentes em conseqiiéncia
das infecgdes? Por que as infecgbes agudas pelo T. cruzi em infantes e
criancas usualmente passam desapercebidas e usualmente cedem esp’on-
taneamente? Por que taxas elevadas de morbidade e mortalidade em
doenca de Chagas sdo freqlientemente encontradas apds a fase aguda da
infecgdo? Por que os parasitos sdo dificeis de serem demonstrados e ndo
sdo associados as lesdes encontradas nos individuos que falecem de
doenca de Chagas crbnica?

Parece que as respostas a essas questfes, que ndo puderam ser
respondidas pelos conceitos antigos, devem agora ser procuradas pelo
exame do papel que os mecanismos de imunidade exercem na modula-
cdo das relagdes parasito/hospedeiro. Por exemplo, o papel que as reacdes
imunes tém na patogénese pode ser prontamente apreciado pelo exame
das relacOes entre parasitemias, intensidade de reacGes cutaneas retarda-
das, produzidas por um antigeno do parasito, e a curva de mortalidade
devido a doenca de Chagas, como mostra a Fig. 6.
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Fig. 6. Relacdo entre a intensidade das rea¢Ges cutaneas de tipo retardado produzidas pelo
antigeno do parasito i*--------- ), auséncia de parasitemia demonstrada pelo xeno-
diagnéstico (m------ m), e mortalidade devido a doenca de Chagas (O------ 0). 'Os dados
sobre parasitemia foram uma cortesia de Castro, C. N., Tese, Universidade de Brasilia,
1978).

Entre 137 autdépsias em pacientes que faleceram diretamente em
conseqliéncia da doenga de Chagas no Hospital de Sobradinho, Universi-
dade de Brasilia, foi encontrado que 71,5 por cento dos pacientes
faleceram quando tinham entre 30 a 50 anos de idade. Por outro lado,
verificou-se que entre 842 pacientes que vivem numa &rea endémica de
doenca de Chagas, as reac¢des cutineas de tipo retardada contra antigeno
do parasito eram obtidas em pacientes entre 25 a 50 anos de idade.
Entretanto, registros de parasitemias em pacientes nos grupos etarios de
30 a50 anos foram usualmente muito menos frequientes do que em outros
grupos etarios. Isto quer dizer que a grande maioria dos pacientes em
guem as parasitemias nao puderam ser demonstradas pelos xenodiagnos-
ticos também tinha, coincidentemente, as reagdes de hipersensibilidade
tardia mais intensas, e isto correlacionou com as taxas mais elevadas de
mortalidade (Fig. 6). Portanto, a relacdo negativa que tem sido observada
entre os niveis de parasitemias e a presenca de distUrbios digestivos e
cardiacos severos, que sdo freqiientemente responsaveis pelas altas taxas
de mortalidade encontradas na doenca de Chagas, parece estar bem
evidente. Por outro lado, altas taxas de morbidade coincidiram nos
mesmos grupos etarios com reacdes de hipersensibilidade tardiaintensas.
Essas coincidéncias tornam-se particularmente interessantes porque 0s
parasitos ndo estiveram associados as lesfes cardiacas e digestivas
registradas para aqueles pacientes que faleceram de doencade Chagas. As
lesBes microscopicas tipicas consistiram de miocit6lise e neurondlise
associadas a linfécitos que aderem a superficie do citoplasma de células
hospedeiras ndo-parasitadas.
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8. Modelo animal da doenga humana.

Um modelo animal da doenga humana deveria reproduzir os
achados tipicos a semelhanga daqueles descritos em pacientes natural-
mente infectados com T. cruzi 345-346. Um modelo laboratorial conveniente
seria de grande valor para os estudos de imunopatologia, imunoprofilaxia
e avaliagdo dos efeitos quimioterapéuticos de drogas. A maioria dos
estudos experimentais tem sido feita em camundongos e cies, que sio
muito susceptiveis ao T. cruzi 345 355, 356 Entretanto, as observagdes em
hospedeiros susceptiveis sio usualmente limitadas a fase aguda da
infeccdo, provavelmente devido as altas taxas de mortalidade que
seguem a inoculagdo do parasito. Estoques virulentos de 7. ¢ruzi podem
produzir infecgbes severas em camundongos, as quais usualmente sio
letais dentro de poucas semanas. Ainda que haja a possibilidade de que
alguns camundongos infectados com T. ¢ruzi possam sobreviver A fase
aguda, nio existem evidéncias conclusivas mostrando que os sobreviven-
tes falecam de doencga de Chagas cronica. Modificagdes das condigdes
relacionadas a infeccio, tal como uso de indculo pequeno, pelainjecao de
parasitos de baixa viruléncia ou pelo uso de cepas de camundongos
relativamente mais resistentes, resultaram em taxas mais baixas de
mortalidade. Entretanto, essas modificagdes das condi¢des experimentais
freqiientemente resultaram em infecgdes nio-letais?88. Em geral, camun-
dongos ¢ ratos com infecgdes cronicas pelo T. cruzi apresentam curso
erratico e os sintomas sio sempre discretos346. Nio obstante, ja foi
descrito que camundongos C3H infectados com formas sangiicolas de
um isolado de 7. cruzi proveniente da Coldmbia pareceram desenvolver
miocardite crénica progressiva e faleceram®3’. O modelo murino da
doenga de Chagas seria particularmente valioso em vista de sua vida
média curta, a disponibilidade de numerosas cepas isogénicas e a grande
quantidade de informagdes disponiveis sobre seu sistema imune. Nio
obstante, a grande maioria das observacdes que tém sido publicadas até o
presente momento sugerem que infec¢oes de camundongos pelo T. cruzi
nio se assemelham a doenga de Chagas humana. Similarmente, a alta
suceptibilidade de caes ao T. cruzi pode resultar em infec¢des agudas
uniformemente fatais346.

Em contraste aos camundongos e cdes, coelhos e alguns primatas
sdo mais resistentes as infecgdes pelo T. cruzi. As parasitemias apos
inoculacdo de T. cruzi nessas espécies animais sio usualmente auto-
limitadas e duram poucos meses. O curso da doenca de Chagas
experimental em coelhos brancos Nova Zelandia tem sido estudado
extensivamente3> 283 345 Esses coelhos usualmente mostram parasite-
mias patentes e chagomas tipicos s3o vistos em alguns animais, caracte-
rizando afase aguda das infecgdes. Além disso, a infecgio agudado T. cruzi
no coelho é usualmente assintomatica e passa despercebida. A fase de
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laténcia que segue as infecgbes cronicas assintomaticas é indicada por
parasitemias subpatentes e auséncia de alteracdes eletrocardiograficas
(ECG), mas a persisténcia de testes soroldgicos positivos e reacdes
cuténeas de tipo retardada contra um antigeno do parasito séo evidéncias
de uma infeccdo progressiva. AlteracOes eletrocardiograficas consistentes
com aumento e sobrecarga das camaras cardiacas, arritmias, batimentos
ectopicos, alteragdes S-T e diversos graus de bloqueios atrioventriculares
sdo frequientemente registrados na fase crénica da doenca de Chagas. Tém
consideravel interesse o fato de que a sobrevivéncia da infecgdo pelo T.
cruzi ndo foi relacionada com o nivel, nem com a duragéo da parasitemia
demonstrada em cada coelho infectado345. A Fig. 7 mostra que todos os
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Fig. 7. Duracdo de parasitemias demonstraveis e sobrevivéncia as infeccdes pelo T cruzi em
coelhos brancos Nova Zelandia. As barras indicam uma fase da infeccdo com parasite-
mia patente; as linhas mostram as fases pré-patente e subpatente da infeccdo. (Repro-
duzido de Teixeira, A.R.L. e cols., ref. 345).

coelhos sobrevivem as infec¢Bes pelo T. cruzi enquanto em parasitemias
patentes, mas morrem muitos meses depois quando as parasitemias ndo
sdo mais demonstradas pelos xenodiagnésticos. Portanto, se a viruléncia
do parasito, da forma que é indicada por sua habilidade de multiplicar-se
na célula hospedeira e aparecer no sangue, ¢ um determinante maior de
patogenicidade na doenca de Chagas, ela ndo pode ser relacionada aos
niveis de parasitemia observados, provavelmente em conseqliéncia das
respostas imunes do hospedeiro. Todas essas observagdes tém parelelis-
mo com o que tém sido descrito em humanos naturalmente infectados
com T. cruzi. Ademais, as manifestagdes patoldgicas de alteracdes do ECG
foram confirmadas nas autdpsias de cada coelho experimental. Insufi-
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ciéncia cardiaca congestiva e tromboembolismo pulmonar relacionados a
miocardite crénica da doenca de Chagas foram causas freqientes de
morte. Doenca de Chagas cardiaca foi considerada como diretamente
responsavel pela morte em 53 por cento dos coelhos e megacélon
chagésico foi considerado como causa de morte em 2,9 por cento dos
animais. Em vista das observacgdes de que parasitemias detectaveis foram
relativamente limitadas, a falta de correlagdo entre parasitemias e severi-
dade das manifestacGes patolégicas, e o fato de que todos os animais
infectados mostraram evidéncias histopatoldgicas de miocardite, assim
como hipersensibilidade cutanea retardada a antigenos do T. cruzi, parece
ser razoavel acreditar que existe um modelo animal da doenca hu-
manas34s.,

O curso das infeccdes pelo T. cruzi em coelhos isogénicos 111/J
mostrou, também, que as manifestagdes clinicas, parasitologicas, imuno-
l6gicas e patoldgicas da doenga de Chagas nesse modelo experimental sao si-
milares aquelas que tém sido descritas em humanos346. Os niveis de parasite-
mias observados em coelhos isogénicos inoculados com tripomastigotas clo-
nados do estoque Ernestina foram determinados a cada semana pelo
xenodiagnostico. A resposta cutanea retardada ao antigeno T12E do
parasito era averiguada antes de cada xenodiagnéstico e o tamanho de
uma lesdo endurada no local de inje¢do do antigeno era medido 24 horas
mais tarde. Os registros do ECG eram tomados imediatamente apds a
realizacdo de cada xenodiagndstico. Os resultados dos xenodiagndsticos,
reatividade cutanea retardada e registros eletrocardiograficos, estdo
apresentados na Fig. 8. As parasitemias em coelhos isogénicos I11/J

reacOes cuténeas de tipo retardado e------ <) e inicio e estabelecimento de alterai
eletrocardiograficas (vetor ondulado acima) em coelhos isogénicos I11/J infectados [
I (Hiz/.
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duraram trés meses e subsequentemente permaneceram consistente-
mente negativas. Entretanto, as alteracdes do ECG n&o foram encontradas
durante a fase aguda da infeccdo, enquanto a parasitemia era patente.
AlteracOes transitérias do ECG foram observadas durante o quarto e
quinto meses de infecgdo e, em seguida, foi possivel encontrar alteracoes
persistentes do ECG. A mortalidade devida a doenca de Chagas cronica
foi observada nos coelhos infectados com T. cruzi muitos meses apos a
parasitemia ter-se tornado negativa, e as manifestacdes patoldgicas das
alteragbes do ECG foram confirmadas na autépsia. (Fig. 9). Esses

Fig. 9. a) Cardiomcgalia em uni coelho infectado pelo T. cruzi, que morreu de insuficiéncia
cardiaca direita um ano apés a inoculacaodo parasito. Note dilataco das camaras car-
diacas, com proeminénciado cone da pulmonar e uni gTande atrio direito.

b) Seccao histopatol6gica mostrando a miocardite tipica da doenca de Chagas: lise
de células cardiacas pelos linfdcitos na auséncia do parasito in situ.

experimentos sugerem que a morbidade e a mortalidade observadas no
curso da doenca de Chagas crénica em coelhos nédo estdo relacionadas a
parasitemia. Uma relagéo direta pode ser estabelecida entre a intensidade
da reatividade cutanea de tipo retardada contra um antigeno do parasito e
as manifestacdes patoldgicas da doenca de Chagas. A exacerbagdo dos
mecanismos imunes que induzem a resisténcia do hospedeiro a infeccao
parece, portanto, desempenhar um papel central na patogénese da
doenca de Chagas346.
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4. Auto-imunidade na doenca de Chagas

As pessoas normalmente ndo reagem contra seus préprios consti-
tuintes, a ndo ser que células imunocompetentes possam tornar-se
sensibilizadas contra seus autocomponentes por imundgenos que
tenham estruturas dissimilares, exceto um epitopo particular3s8, ou se o
autocomponente tornar-se modificado (haptenizado) pelo imunoge-
no359. Conhecimento e reconhecimento de antigeno por linfocito T
imunocompetente é bem diverso daquilo que corresponde as células B.
Linfocitos T citotoxicos de roedores e de humanos parecem reconhecer
determinantes antigénicos estranhos associados com o complexo maior
de histocompatibilidade (MHC). Desta forma, os antigenos estranhos e 0s
autocomponentes restritos a0 MHC séo reconhecidos pelos linfocitos T
citotoxicos. Adicionalmente, tem sido descrito que as auto-estruturas ndo
associadas ao MHC podem ser reconhecidas juntamente com os de-
terminantes antigénicos estranhos. Portanto, autodeterminantes ndo-MHC
restritos também podem ser envolvidos na geracao de reagfes citotoxicas
contra autocomponentes359. Em conseqiiénciade seu complexo mosaico
antigénico, que variadurante seu ciclo devida, o T. cruzi é capaz de induzir
uma enorme variedade de respostas imunes ao hospedeiro vertebrado,
algumas das quais dirigidas contra autocomponentes e ndo necessaria-
mente restritas ao MHC.

Antigenos associados ao T. cruzi induzem respostas proliferativas e
diferenciativas em clones de células imunocompetentes. Em conseqién-
cia de sua diversidade antigénica, imunoglobulinas com especificidade
relacionadas a varios antigenos néo-parasitarios e linfocitos citotoxicos
com atividade litica espontanea contra células tumorais alogénicas tém
sido descritos207, 21 * 360, 361. Tem sido sugerido que alguns produtos da
resposta imune podem estar relacionados a uma vigilancia imunolégica
aumentada nos animais infectados pelo T. cruzi 36* 362 Além disso, a
presenca de anticorpos de reacdo cruzada nos soros de animais
infectados, reativos contra coracéo e fibras musculares esqueléticas55,363,
células endoteliais e estruturas vasculares364, nervo periférico365, lami-
nina3té e de fatores reumatoides e anticorpos antinucleares, seriam
indicadores da possibilidade de um processo autoimune39, 367. Por
exemplo, a presenca de anticorpos anticoragdo nos soros de pacientes
com doenca de Chagas e de animais experimentais infectados com T. cruzi,
tem levantado a possibilidade de auto-imunidade, e alguns pesquisadores
tém postulado que esses anticorpos desempenharam um papel na
patogénese. Também, anticorpos reativos contra endocardio, estruturas
vasculares e intersticio de musculo estriado (tipo EVI), que foram
descritos em quase todos 0s casos de miocardite cronica chagasica e em
aproximadamente a metade dos individuos assintomaticos, foram consi-
derados como capazes de ativar o sistema do complemento. Graus
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variaveis de lesdo tecidual seriam esperados resultarem da presenca dessas
imunoglobulinas ligadas in vive °2. Entretanto, a descri¢io de anticorpos
heteréfilos que dio padrio de imunofluorescéncia indistinguivel daquele
do anticorpo EVI, em algumas pessoas de regides onde nao ha doenga de
Chagas, parece nio sustentar sua participacido na patogénese?!? 214,
Estudos de absor¢io desses anticorpos com 7. c¢ruzi sugeriram que a
atividade EVI esta direcionada contra um antigeno de reagao cruzada
presente tanto na célula hospedeira como no parasito38. A esse respeito,
uma imunoglobulina presente nos soros de pacientes com doenga de
Chagas tem sido sugerida como marcador imunologico para células
endoteliais de cérebro de roedores36”. Também existe a sugestio de que o
fator EVI possa ser um anticorpo contra muitos determinantes
antigénicos presentes no coragio, musculo esquelético e estruturas
vasculares, a maioria dos quais dio reagio cruzada com o T. cruzi 212,
Ademais, um anticorpo reativo com a bainha de Schwann de nervo
periférico autondmico nao-mielinizado e somatico mielinizado foi en-
contrado em 85 por cento dos soros chagasicos examinados. Esse
anticorpo pode ser absorvido com formas de T. cruzi liofilizadas?6¢. Em
outro estudo foi mostrado que soros de humanos com doengade Chagas e
de macacos Rhesus infectados com T Cruzi contém IgM e IgG que reagem
com estruturas de uma variedade de tecido conectivo®®®. Do maior
interesse, esses anticorpos parecem ser especificos para laminina, uma
glicoproteina da membrana basal que media aligagdo de células epiteliais
e endoteliais ao colageno do tipo IV. Formas tripomastigotas e amasti-
gotas puderam ser coradas fortemente em uma reagio de imunofluo-
rescéncia indireta usando esses anticorpos, ap6s purificacao em colunade
laminina-sefarose. Portanto, isto parece ser uma evidéncia adicional
mostrando que os soros de individuos infectados com 7. ¢ruz: contém
anticorpos de reagio cruzada, que podem ser produzidos em resposta a
moléculas parecidas a laminina, presentes no parasito366. A doenga de
Chagas ataca preferencialmente as fibras musculares e os neurdnios
autondmicos, parassimpaticos, €, portanto, o papel desses anticorpos,
contra varias estruturas amplamente distribuidas no corpo, na patogénese
da doenca parece ser remota.

Tem sido descrito que o T. cruzi emergente apos a replicagdo
intracelular na célula hospedeira poderia adquirir certas caracteristicas
semelhantes & membrana da célula hospedeira®®?. A demonstragio da
reversibilidade de tal aquisi¢io, resultante ou por delegio ou por
endocitose pelo parasito, indicaria que um significado imunolégico para
esse fendmeno ainda nio ¢ indentificavel. Em contraste, ligacio de
antigeno do parasito 2 membrana de células mamiferas pode resultar na
indugio de um ataque por células imunocompetentes. Antigenos do
parasito tém sido localizados na superficie de células musculares e
neuronais de culturas, infectados com o T. cruzi, os quais tornariaim essas
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células hospedeiras susceptiveis a lise imune282, 288 Essa observagédo
poderia esclarecer a destruigdo imune in vitro de células-alvo parasitadas,
conforme se tem descrito288-286. A destruicdo de células hospedeiras
parasitadas por linfécitos imunes na fase aguda da doencga de Chagas pode
ser um mecanismo primario de imunidade contra o T. cruzi. Entretanto,
seria também uma reacdo auto-imune de alto risco no coragdo de
individuos com a infeccdo aguda: a lise imune de células cardiacas
parasitadas no hospedeiro mamifero pode ser extremamente perigosa na
fase aguda da doenca de Chagas quando o coragdo estd intensamente
parasitado. A destruicdo imune de milhares de miofibras prejudicaria a
forca de contracdo do coracdo e levaria a insuficiéncia cardiaca em alguns
pacientes com forte reatividade a antigenos do parasito.

Em adigdo, um antigeno microssomal de células cardiacas, que
inibe a migragdo de células mononucleares do sangue de coelhos infecta-
dos com |I. cruzi, j& foi identificado9. Resultados similares in vitro

tém sido descritos em infec¢bes humanas e de murinos185,275,285,287"288.
370. 371. 371a joclas essas observacOes indicam a presenca de um

determinante antigénico comum ao T. cruzi e a célula cardiaca, que pode
ser reconhecido pela célula T imune. Portanto, o reconhecimento de
antigeno de reacao cruzada da célula cardiaca pelos linfocitos imunes pelo
T. cruzi pode ser a base patogénica para a injlria subsequente da célula
hospedeira na doenga de Chagas95,288. De fato, linfocitos imunes aderem
e lisam tanto as células cardiacas de coelhos como as humanas, parasitadas
e ndo-parasitadas, in vitro95-285. Ademais, outros estudos mostraram que a
liberacdo de Crbl de células cardiacas fetais humanas ¢ mediada por
linfécitos T de pacientes com as formas aguda, latente, ou crdnica da
doenca de Chagas287. Essas observagdes indicam que linfécitos T de
pacientes sem evidéncia clinica da doenca crénica (i. e., com a forma
indeterminada) sdo tdo citotdxicas para as células cardiacas como.os
linfdcitos de pacientes com cardiomiopatia chagasica. O grau de érgdo-
especiftcidade dessa reacdo citotdxica foi indicado quando se observou
que linfdcitos imunes pelo T. cruzi ndo destruiram células hepaticas ou
renais homologas. A participagdo dos antigenos MHC (HLA.) riessareacédo
citotoxica é pouco provavel. O ataque de células cardiacas por linfécitos T
imunes é orgdo-especiftco e, portanto, a possibilidade de que células T
alogénicas pudessem ter uma especificidade preformada para fibras
cardiacas, mas nao para as células renais, deve ser descartada28.
Adicionalmente, a aderéncia de linfécito T de coelhos isogénicos 11/
infectados com T. cruzi contra células cardiacas is6logas in vitro resultou na
cessacdo das pulsacbes | hora ap0s a encubacdo. Alteragbes morfologicas
consistentes com lise das células-alvo apareceram 6 horas apds na
presenca de células T efetoras. Além disso, a transferéncia passiva da
doenca cardiaca de camundongos BALB/c com infecgdes cronicas pelo T.
cruzi para recipientes singénicos tém sido obtida por meio de células
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imunocompetentes. Infiltrados linfocitarios intensos e lise de células
cardiacas foram observados no coragao de camundongos dois dias apos
ter recebido células T imunes3’2. O fato de que a lesdo cardiaca possa ser
induzida por imuniza¢des repetidas com fra¢des subcelulares de T. cruzi
favoreceria o conceito atual de que a citotoxicidade pode resultar de um
antigeno de rea¢do cruzada, comum a ambos, ao T. cruzi e ao tecido
cardiaco55. Evidéncias em favor da associagio n vivo entre os linfocitos
imunes e as células foram também obtidas de bibpsias de miocardio, onde
foram observadas intimas intera¢des entre células-alvo e efetoras, com
imbricacio das membranas plasmaticas, desaparecimento da lamina
basal e da membrana sarcolemal-alvo, permitindo assim aos pro-
longamentos citoplasmaticos da célula efetora inserirem-se nas estruturas
miofibrilares do sarcoplasma das células cardiacas93, 285. 292, Em con-
junto, todas estas observagdes sugerem que a destrui¢do das células
cardiacas pelos linfocitos T imunes pode ocorrer a qualquer momento no
curso da infecgio pelo T. cruzi. O progresso rapido da doenga em huma-
nos, numa ocasido em que os pacientes passam da fase latente totalmente
assintomatica para a fase cronica, em que os sintomas cardiacos e
digestivos podem se manifestar, pode ser considerado um efeito de
viragem, que s6 é aparente depois que a capacidade dos 6rgios envolvidos
na compensagio pela perda de suas células alcanga seu limite39.
Outras manifestagdes da doenga de Chagas estio relacionadas coma
presenca dos ‘“‘megas” nas fases crénicas das infecgoes pelo 7. cruzi. O
desenvolvimento de atividade antineuronal durante ainfecgao nao parece
ser uma conseqiiéncia de lesao associada ao parasitismo tissular, mesmo
porque parasitismo de células ganglionares € praticamente impossivel de
demonstrar. Varios graus de neuronolise associada com infiltragao
linfocitica dos ginglios parassimpaticos tém sido descritos em animais
experimentais e em pacientes com doenga de Chagas. A esse respeito,
antigenos neuronais e do 7. ¢cruzi t8m sido reconhecidos por um anticorpo
monoclonal gerado contra ganglios da raiz dorsal de mamiferos, os quais
sdo importantes no estudo dos eventos patogénicos que acontecem neste
distirbio3%8. Isso poderia explicar, por exemplo, a afinidade seletiva de
linfocitos de coelhos chagasicos para neurdnios parassimpaticos3’3. O
papel de mecanismos auto-imunes na destrui¢io de células neuronais do
tubo disgestivo nao pode ser descartado com base na aderéncia de
linfocitos elise de células ganglionares observadas quando preparagoes de
ganglios do parassimpatico intestinal foram encubados com células
mononucleares de coelhos chagasicos cronicos®’3. A despopulagio de
células ganglionares parassimpaticas do plexo mioentérico, observada
nesta doenga, tém permitido a muitos pesquisadores estabelecer uma
relagdo direta entre este achado morfologico e a presenca de megaesofago
€/ou megacolon. Todavia, outros estudos s3o necessarios para esclarecer
muitos aspectos da patogénese. A base molecular das reagdes auto-
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imunes levando a destrui¢ao de células do hospedeiro na doenga de
Chagas permanece desconhecida.

Outras manifesta¢des auto-imunes da doenca de Chagas foram
descritas ultimamente. Pacientes naturalmente infectados com T. cruzi
podem produzir anticorpos antinucleares e anticorpos que se assemelham
ao fator reumat6ide368: 374, Esse fator reumatoide foi demonstrado ser
uma imunoglobulina M altamente reativa com gamaglobulina, o que
sugere que ele é verdadeiro auto-anticorpo. Fatores reumatoides foram
descritos em 95 por cento dos pacientes a partir do inicio da doenga até
um ano e em 25 por cento dos pacientes com a doenga de Chagas
cronica®’4. Também tem sido descrito o envolvimento muscular nesta
tripanossomiase?2. 93, 375, 376, enquanto sindrome polimiositica foi descri-
ta como um achado importante da doenga de Chagas em um paciente
com artrite reumat6ide366, A associacio entre outras doencas auto-
imunes e doenca de Chagas deve ser esperada, mas este campo de
investigagio tem sido negligenciado. Entretanto, em um trabalho expe-
rimental foi demonstrado que aberragdes auto-imunes subjacerites po-
dem contribuir para as conseqiiéncias imunopatolégicas da doenca de
Chagas.

Em um estudo, quatro cepas isogénicas de camundongos pos-
suidoras de um gene auto-somal recessivo (1 pr), que controla cer-
tas manifestacbes auto-imunes, foram altamente susceptiveis a in-
fecgdes pelo T. cruzi. Esses resultados mostram que o gene 1 pr, que
controla certas manifestagdes auto-imunes, foram altamente susceptiveis
a infecgdes pelo T. cruzi. Esses resultados mostram que o gene 1 pr, que
controla a linfoproliferagio e esta associado com auto-imunidade, pode
influenciar o resultado da infeccio. Em outro estudo, verificou-se
também que camundongos das cepas BXSB e NZB, susceptiveis a
desenvolver doengas auto-imunes, tiveram alta susceptibilidade a
infeccdoes agudas pelo T. cruzi. Enquanto as fémeas BXSB, que so
tardiamente tém doenga auto-imune, recuperaram-se de infec¢des com
tripanossomos virulentos, os machos BXSB-YSP, que desenvolvem, pre-
cocemente, doenga auto-imune apresentaram alta mortalidade. Fené-
meno similar foi observado com camundongos NZB, altamente suscepti-
veis ao T. cruzi, enquanto os camundongos NZW e NZB/W eram
resistentes. Esses dados indicam que a maior susceptibilidade dos
camundongos BXSB-Ysb e NZB ao T. cruzi deve ser controlada, genetica-
mente, por fatores associados aos genes 1pr e Y377, 3772,

Os estudos sobre imunopatologia da doenga de Chagas mostram
que mecanismos de auto-imunidade intensos podem se estabelecer
precocemente no curso da infecgdo e que esses mecanismos podem se
perpetuar no curso da doenca de Chagas crénica por estimulagio
antigénica continuada. Ademais, a demonstragio de que a citotoxicidade
de linfécitos T imunes para células cardiacas guarda certa relagio com a
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intensidade da resposta cutinea de hipersensibilidade retardada a antige-
nos do T. cruzi, parece indicar que pacientes com respostas cutineas
intensas contra os antigenos podem ter o potencial para desenvolver lesoes
cardiacas e digestivas vistas na doenga. A investigagio do papel dos
mecanismos auto-imunes na patogénese da doenca de Chagas parece
explicar, satisfatoriamente, a variagio da severidade da fase aguda e,
também, a laténcia e as manifesta¢des tardias da doenga de Chagas
crénica. Em conjunto com os mecanismos naturais de resisténcia, a
imunidade adquirida é apenas parcialmente eficiente no controle das
infecgdes pelo T. cruzi em mamiferos e, a despeito de diminuir a
parasitemia, o hospedeiro imunizado permanece infectado indefinida-
mente?*. Desgracadamente, a imunidade adquirida na doenga de Chagas
parece ter um efeito secundario, pois as evidéncias disponiveis indicam
que a destrui¢do auto-imune das células-alvo nessa doenga é produzida
por hipersensibilidade retardada mediada por linfécitos T sensibilizados
pelo T. cruzi. Esta interpretagdo explicaria a razéo da alta prevaléncia de
manifestagdes clinicas da doenga em pacientes sem parasitemia demons-
travel.

L - IMUNOPROFILAXIA

Evidéncias experimentais deixam pouca davida de que a significan-
te resisténcia adquirida contra o T. ¢ruzi resulta de imunizagdes prévias.
Essas evidéncias estio de acordo com as primeiras observagdes, mostran-
do que o homem e animais de experimentagio, sobreviventes de
infec¢des agudas, nio sofrem recrudescéncia clinica de suas doengas ap6s
reinfec¢des. Além disso, outros fatores que sio considerados como
impeditivos da obten¢do de imunoprofilaxia pratica contra malaria e
Tripanossomiase Africana, tais como o fato da imunidade protetora ser
especifica para o estdgio do parasito e a demonstragio de variagdes
antigénicas, respectivamente, nio tém sido descritos na tripanossomiase
americana!38: 297 De fato, a imunidade adquirida que tem sido obtida
com varios estoques de T. ¢ruzi tem produzido algum grau de resisténcia
contra desafio com qualquer estagio do ciclo evolutivo do T. cruzi. Todas
essas observagdes sugeririam que, na pratica, a imunoprofilaxia contra a
doenga de Chagas seria alcangada. Entretanto, essas observagdes parecem
ser ultrapassadas por muitas dificuldades encontradas nos estudos que
visam a obtengdo da vacinagio contra uma infecgio crdnica por
protozoario. Os problemas remanescentes ap6s muitas tentativas de
produzir uma vacina efetiva contra a doenca de Chagas serao discutidos a
seguir. Os resultados da imunoprote¢io experimental obtida com “‘va-
cinas vivas” sdo mostrados nas Tabelas 1 e 2.
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TABELA |
IMUNOPROTE(;AO EXPERIMENTAL CONTRA INFEC(;C)ES ACUDAS PELO T. CRUZU
a) "VACINAS UVAS" CONTRA ESTOQUES HOMOLOGOS DE T. CRUZI

Meétodo de obtencido
Refcréncia/ano  de infecgdes atenuadas Hospedeiro Estoque T. cruzi Sobrevivéncia Parasitemia *

INFECGOES PELO T CRUZI VIVO ATENUADO

378/1950 Baycr 7602 camundongo DBH 100% sobrevivéncia +
indefinida
879/1952 Primaquina camundongo Tulahuén 100% apos (?) +
380/1968 Formas de cultivo camundongo Y maior que controles +
881/1968 Passagens seriadas camundongo Y 90% ap6s 80 dias +
em cultura
382/1969 Passagens seriadas céo Y 100% apos (?) +
cm culturas
383/1972 Formas de cultura camundo ngo DI 80 a 100% apds +
nove meses
384/1975 Passagens seriadas camundongo Y (PF) Indefinida
385/1967 Furaltadona camundongo Berenice, FL 100% apds ! ! dias +
886/1982 Passagens seriadas camundongo Tulahuén maior que controles +
em culturas
887/1982 Passagens seriadas coelho Tulahuén (TCC) ndo-publicada +
em culturas
297/1982 Baixo indculo de camundongo Y ndo-publicada +
formas sanguineas
388/1983 Baixo indculo de camundongo Y, F maior que controles +

forma* sanguineas

T. CRUZI VIVO, NAO-PROL1FERANTE

389/1931 Tripailavina camundongo § 100% apés 30 dias 4-
390/1966 Actinomicina D camundongo Y 100% ap6s 13 dias +
391/1976 Irradiacéo camundongo Y mesmo que controles +
392/1976 Irradiacdo camundongo Brasil 100% ap6s 6 semanas +
398/1980 Irradiagdo céo Brasil mesmo que controles +
894/1981 Miromieina camundongo Brasil mesmo que controles +
395/1982 Biometo de etidio macaco Brasil Indefinido +
396/1982 Irradiacdo camundongo Tulahuén mesmo que controles +

| Adaptado t aunieniado da Ref 397
’ +, parasiiemia paienie;  parasitemia nao-dtnwnstravel.

1. lacinas vivas atenuadas
aj Imunoprotecdo contra T. cruzi homdlogo.

Os procedimentos usados e os resultados obtidos nos estudos de
vacinagdo com infecgdes vivas atenuadas sdo mostrados na Tabela 1. Em
geral, os animais que receberam uma infec¢do primaria sobreviveram ao
desafio com estoques homélogos de 1 cruzi, usualmente por tempo mais
longo do que os animais-controle. Obviamente, a premunicéo produziu
algum grau de protecdo contra doenca de Chagas aguda em camun-
dongos e cées, que sdo muito susceptiveis as infecgdes e freqiientemente
morrem precocemente na fase aguda da tripanossomiase. Entretanto, 0s
animais imunizados continuam a albergar o parasito e ndo se tem
conhecimento de relato no qual os animais vacinados seriam indicados
como tendo morrido ou nédo de doenca de Chagas crénica.

Parece que uma vacina constituida de parasitos vivos atenuados ndo
pode ser aceitavel porque podem produzir infecgdes subpatentes, que
produziriam mecanismos de auto-imunidade relacionados a patogénese
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da doenca. De fato, evidéncias clinicas e experimentais mostram que
humanos, macacos e coelhos, que sao relativamente resistentes e usual-
mente sobrevivem as infecgdes agudas, mostram as taxas mais elevadas de
morbidade e mortalidade devido a doenca de Chagas crénica, quando
eles estdo em parasitemias subpatentes e apresentam reacgdes de hipersen-
sibilidade cutdnea muito intensas. A possibilidade de que ainoculacdo de
camundongos com T. cruzi Tulahuén (TCC), atenuado por passagens
seriadas em culturas, poderia induzir imunidade estéril ndo deve ser
considerada384, 386, pois todos 0s demais experimentos que aparecem na
Tabela 1 ndo confirmam tal observacdo. Em sentido oposto, tém sido
amplamente descrito que uma vez que o T. cruzi instala-se no corpo do
hospedeiro ele permanece 14, quicé, por toda a vida, como fica indicado
pelos testes soroldgicos persistentemente positivos. Por exemplo, quando
as chamadas cepas TCC atenuadas foram injetadas em coelhos, foram
obtidas hemoculturas positivas387. Além disso, coelhos ndo-imunizados
usualmente sobrevivem a infecgdo aguda345, a semelhanca do que
aconteceu com os coelhos imunizados com parasitos atenuados3g7. A
avaliacdo dos beneficios da vacinacdo ndo deve se limitar apenas ao
periodo inicial do tempo apds a reinfeccdo e, portanto, deve aguardar o
aparecimento ou ndo de manifestacBes tardias da doenca. Entre as
vantagens de ter um modelo animal da doenca humana parece estar
exatamente a necessidade de avaliar os beneficios tardios de vacinagoes.
Lamentavelmente, o seguimento dos animais com doenca de Chagas
cronicas, inoculados com estoques de T. cruzi vivos, atenuados, e
desafiados com parasitos virulentos, ndo tem sido publicado na literatura.

Vérias tentativas foram feitas para produzir uma vacina viva, néo-
proliferativa, que evitasse com sucesso 0 inconveniente dos procedimen-
tos com vacinas vivas atenuadas, discutidas acima. Varios métodos foram
usados para tornar o parasito incapaz de multiplicar-se (Tabela 1). Varios
graus de sucesso foram descritos quando foram usados tripaflavina3g,
actinomicina D390, mitomicina C3% e brometo de etidio395. Além disso,
radiacdo ionizante também tem sido usada para tornar o parasito nao-
infectivo391'394. Procedimentos padronizados para monitora¢do da néo-
infectividade do T. cruzi tratado por métodos fisicos e quimicos consisti-
ram de inoculagdo em camundongos e em culturas de células, seguidos de
tentativas de recuperagdo dos parasitos ou através de subinoculacdes ou
de subcultures390'396, 419. Quando parasitos tratados com tripaflavina ou
actinomicina D foram inoculados em camundongos, observou-se um
aumento da resisténcia que tornou os animais vacinados protegidos
parcialmente contra desafio com formas virulentas de T. cruzi, conforme
foi julgado pela diminui¢éo da mortalidade389,390. Resultados discrepan-
tes tém sido descritos com a preparacdo do parasito vivo tornado ndo-
infectante pelo tratamento com brometo de etidio. Vacinacdo de Macaca
Jascicularis e Cebus appela resultou em uma protecdo consideravel contra
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desafio com o estoque Brasil do parasito virulento395. Entretanto,
camundongos e cdes que receberam vacina atenuada pelo brometo de
etidio ndo se tornaram protegidos contra o desafio404, 420. Uma aborda-
gem interessante com respeito a avaliacdo da prote¢do imune consistiu em
enviar cées vacinados para uma area onde a transmisséo ativa pelo vetor
podia acontecer. A prontiddo com que 49 cdes vacinados e 41 cées
normais adquiriram doenca de Chagas foi observada durante o periodo
de um ano. Este método de avaliacdo da eficicia da vacinacdo permitiu
demonstrar que dos 14 animais que adquiriram as infecc@es, oito haviam
sido vacinados e seis eram controles. A prontiddo da aquisicao da infeccio
para ambos grupos, vacinados e controles, foi calculada como sendo da
ordem de aproximadamente 15 por cento/ano. Porém, existe a pos-
sibilidade de que diferentes espécies de animais adquiriram infeccao
pelo T. cruzi com graus diferentes de prontiddo. De fato, a afinidade do
vetor foi mostrada ser quatro vezes maior para cdes do que para
humanos421. Esses resultados parecem ter importancia pratica porque,
em adigdo as diferencas com respeito ao potencial de gravidade da
infeccdo, também levantam a questao sobre o aspecto de que espécies de
animais mais resistentes teriam maior dificuldade de adquirir as infec¢Ges
pelo T. cruzi do que as espécies susceptiveis. Assim as observacGes de que
vacinas atenuadas pelo brometo de etidio teriam produzido graus
diferentes de protecdo em macacos, cdes e camundongos, poderiam ser
explicadas com base nos diferentes niveis de resisténcia e susceptibilidade
gue se encontram nessas espécies de animais. Similarmente, tentativas de
imunizar camundongos e cdes com culturas irradiadas de T. cruzi
induziram diversos graus de protecdo ou mesmo nenhuma protecéo.
Enquanto alguns camundongos imunizados sobreviveram ap0s desafio
com T. cruzi virulento, outros experimentos mostraram que a vacina era
totalmente ineficaz391, 392, 396. Além do mais, quando os parasitos vivos,
irradiados, nédo-proliferantes, foram inoculados em cées, as parasitemias
observadas apds o desafio eram muito mais baixas do que aquelas
observadas nos grupos ndo-imunizados. Nesses experimentos, ndo
ocorreu morte nem parasitemia nos cdes ndo-infectados, mas apenas
vacinados com parasitos irradiados ou com cultura de células Vero
irradiada393. N&o obstante, a mortalidade precoce foi mais alta ap6s o
desafio dos cées vacinados do que entre os cdes ndo-vacinados, apenas
infectados com T. cruzi. Mais de 87 por cento dos animais vacinados
morreram antes da quinta semanada infec¢do, e o estudo histopatoldgico
dos coragdes mostraram severa miocardite granulomatosa, necrotizan-
te393. Por fim, as tentativas de imunizar camundongos susceptiveis com
parasitos tratados com mitomicina-C, ndo-replicaveis, ndo encontraram
melhor sucesso a despeito do pequeno aumento da sobrevivéncia dos
camundongos imunizados, quando comparado com 0s camundongos-
controle, ndo-imunizados. De maior interesse foi ter observado que 0s
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TABELA 2
IMUNOPROTECAO EXPERIMENTAL CONTRA INFECCOES AGUDAS PELO T. CRUZI!
b) “VACINAS VIVAS” CONTRA ESTOQUES HETERGLOGOS DET. CRUZI

. . Infecgio Desafio Sobrevivéncia Parasi-
Referéncia/ano  Hespedeiro (Estoque de T. cruzi)  (Estoque de T. cruzd) temia*
898/1918 camundongo Bahia Chagas 45% ap6s 100 dias +
878/1950 camundongo Brasil . WBH 100% sobrevivéncia indefinida +

» Culbertson WBH 100% sobrevivéncia indefinida +
” Panama WBH 100% sobrevivéncia indefinida +
» Macaco WBH 100% sobrevivéncia indefinida +
” Tatu WBH 100% sobrevivéncia indefinida +
” Texas WBH 100% sobrevivéncia indefinida +
899/1959 cles Houston C. Chrisd 100% apos 70 dias -
" Houston Brasil ” ” ” ” +
” C. Christi Brasil ” ” ” ” +
” Patuxent Brasil ” ” ” " +
400/1961 camundongo FH4-preguica Tulahuén Mais longa que controles +
” FH4-preguica ” Mais longa que controles +
" OR2)-preguica ” Mais longa que controles +
” FR4-preguica ” Mais longa que controles +
” Raposa ” Mais longa que controles +
” Gambi ” Mais longa que controles +
” C. Christ ” Mais longa que controles +
” Brasil ” Mais longa que controles +
” Macaco ” Mais longa que controles +
880/1963 camundongo L Y Mais longa que controles +
” M Y Mais longa que controles +
” 8857 Y Mais longa que controles +
” OPF Y Mais longa que controles +
” 8717 Y Mais longa que controles +
885/1967 camundongo Berenice FL 100% apés 11 dias +
” FL Berenice 100% apos 11 dias +
401/1967 camundongo C. Christ Brasil Mais longa que controles +
882/1969 camundongo PF M 1418 Mais longa que controles +
” PF Berenice Mais longa que controles +
382/1969 camundongo PF ABC Mais longa que controles +
” PF RC 1729 Mais longa que controles +
402/1969 camutidongo Estoque 7 Peru 100% apés 3 meses +
408/1970 camundongo Colombiana Y Mais longa que controles +
383/1972 camundongo Mary D1 80 a 100% apos 9 meses +
” cC D1 » ” o +
” Tulahuén Brasil 100% apos 100 dias +
” FHS5 ” ” ” o +
” FH4 ” ” ” ro +
7 cDC ” " ” von +
414/1978** clies Brasil Unaf O mesmo que controles +
” Brasil S3o Felipe O mesmo que controles +
” Brasil Y O mesmo que controles +
405/1983 camundongo 2 Y Nio-indicada +
” 2 CL Nio-indicada +
” 5 Y Nio-indicada -
” 5 CL Nio-indicada +
? 7 Y Nio-indicada -
” 7 CL Nio-indicada -
" 8 Y Nio-indicada +
” 8 CL Nio-indicada +

1. Adaptada ¢ aumentada da referéncia 397.

*+ parasitemi es; - p

** Cles foram imunizados com formas de cultura de 7. oruzi, ndio-proliferantes, atenuadas com brometo de etidio ~ & desafiados com estoques
heterslogos de T. cruzi.

parasitos atenuados induziram uma supressio transitéria da resposta
imune a alo-antigenos, que estava presente uma semana apés a imuniza-
¢io e durava duas semanas®?*. Porém, permanece ainda para ser
discutido aqui aquela tentativa curiosa de imunizar camundongos com



80 ANTONIO R. L. TEIXEIRA

formas de 7. ¢ruzi mantidas em camaras de miliporo implantadas na
cavidade peritoneal. Apds 21 dias, os camundongos que receberam as
camaras de difusiao contendo formas epimastigotas desenvolveram dis-
creta imunoprotecio marginal. Todavia, os parasitos nas cimaras mos-
travam alteragbes ciclicas e um pequeno aumento no seu namero foi
observado por certo tempo?38.

b) Imunoprotegdo contra estogues heterdlogos de T. cruzi

A Tabela 2 mostra bem como a imunoprotegio experimental contra
estoques heterdlogos de T. cruzi tem sido exaustivamente estudada. Em
geral, graus variados de imunoprotecio foram descritos, como ficou
indicado pelo aumento da sobrevivéncia de alguns animais vacinados e
pela abreviacio das parasitermnias na fase aguda da infecgio. Todos esses
experimentos tém ganho uma maior importincia & medida que eles
mostram, consistentemente, reatividade cruzada entre mais de 50 esto-
ques de T. cruzi obtidos de diferentes fontes e provenientes de varias
regides geograficas do Continente Americano, desde o Sul dos Estados
Unidos até o Sul da Argentina. Em outras palavras, a reatividade cruzada
que se expressa por graus variados de imunoprotecdo tem servido como
mais um meio de classificar um novo flagelado Stercoraria como sendo T.
cruzi. Além disso, esses estudos tém mostrado que camundongos e cies
amplamente imunizados permanecem como parasitemias positivas €,
portanto, retém o potencial de alta susceptibilidade para desenvolver as
lesées patolégicas da doenga de Chagas. A enorme versatilidade de varios
estoques de T. cruzi, que foram isolados recentemente de infecgbes
humanas agudas naturalmente adquiridas, também pode ser observa-
da*%%. Tem-se verificado que muitos desses produzem baixas parasite-
mias apos inoculagio em camundongos susceptiveis (Tabela 2). Obser-
vou-se que camundongos que receberam 105 tripomastigotas sangiiicol'as
de qualquer desses estoques sobreviviam freqiientemente as infeccdes
agudas e evoluiam para cronicidade. De mais interesse, os sobreviventes
ficaram protegidos contra uma infecgio desafiante com os estoques de T.
cruzi Y e CL, altamente virulentos, mantidos no laboratoério por passagens
seriadas em camundongos?%3. Os resultados desses experimentos sio
similares aqueles em que os chamados parasitos “‘avirulentos” foram
usados398-40%, Uma palavra de precaugio deve ser colocada aqui, com
respeito ao conceito de aviruléncia ou de baixa viruléncia de certos
estoques de T. ¢ruzi, antes que 0 comportamento em varias espécies de
hospedeiros tenha sido cuidadosamente determinado. Em certo estudo, a
infectividade relativamente baixa de formas de cultura do estoque Corpus
Christi (CC) do T. cruzi permitiu o uso dessas formas do parasito para
avaliar a prote¢io imune em seis cepas isogénicas de camundongos,
contra o desafio com o estoque virulento do T. cruzi Brasil. A infec¢do CC
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produziu alguma protecéo contra o T. cruzi mais virulento em quatro das
seis linhagens de camundongos. Verificou-se que os camundongos C3H-
HeJ e C57BR-cdj foram muito menos protegidos do que os LAfj e SWR-
J401. Em conjunto com os fatores da imunidade natural, a vacina viva
pareceu ser responsavel pela maior sobrevivéncia observada nas duas
ltimas cepas de camundongos.

Ainda que vacinas vivas atenuadas possam induzir algum grau de
resisténcia adquirida contra a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi, seu uso
em medicina humana e veterinaria é inaceitdvel porque os chamados
estoques avirulentos podem produzir doenga de Chagas crbnica. Vaci-
nagdo em massa aumentaria, portanto, 0 niamero de individuos infecta-
dos e, como conseqgliéncia, a dinamica da transmisséo seria reforcada.
Além disso, nenhum dos experimentos sumariados nas Tabelas | e 2
fizeram referéncia as questfes relativas a mortalidade subsequente dos
animais vacinados, devido a doenca de Chagas crénica. O envolvimento
da auto-imunidade na doenca de Chagas sugere que 0S prospectos
relativos ao desenvolvimento de uma vacina com estoques de T. cruzi
avirulentos ou atenuados, ndo sdo promissores. Também, aqueles expe-
rimentos que foram feitos com parasitos da familia Trypanosomatidae,
visando a inducdo de resisténcia contra o T. cruzi, resultaram sem
sucessol60. Entre os varios tripanossomatideos que foram testados,
imunoprotecdo marginal foi observada apenas com Leptomonas samuelpes-
soaii22- 423, um protozoario monogenético de inseto nado-patogénico.
Esta linha de pesquisa esta, atualmente, desacelerada.

2. Vacinas mortas

Foram feitas muitas tentativas de produzir vacinas com o T. cruzi
morto ou com seus produtos, como se verifica na Tabela 3. Muitas
investigacdes tém mostrado o valor protetor das formas mortas do
parasito, quando usadas como agente imunizante. Imunoprotecdo par-
cial tem sido descrita em muitos experimentos e a imunidade néo-estéril
tem sido considerada responsavel pelo aumento da sobrevivéncia dos
animais apo6s desafio com estoques homadlogos ou heterdlogos de T. cruzi.
Em um estudo414, os camundongos vacinados com vacina de epimasti-
gotas, preparada por congelamentos e descongelamentos, resistiram ao
desafio com 2 x 104 tripomastigotas Y virulentos. Entretanto, o desafio
com apenas dois parasitos infectantes produziam infec¢fes subpatentes e
persistentes nos camundongos vacinados. Ficou evidente que a vacina
capaz de evitar a morte de camundongos vacinados e desafiados com
muitos tripanossomas ndo era capaz de impedir o estabelecimento de
uma infeccdo persistente, mesmo quando o animal era desafiado com
apenas dois protozoarios4l4. As tentativas de avaliacdo histopatoldgica de
lesBes teciduais nos camundongos vacinados com um andgeno flagelar, e
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TABELA 3

IMUNOPROTEGAO EXPERIMENTAL CONTRA INFECGOES ACUDAS PELO T. CRUZI!

“"VACINAS MORTAS": PARASITO INTEIRO OU SEUS PRODUTOS

Referéncia ~ Hospedeiro  T. Cruzi ~ Anrlgenes Mortos Desafio Sobrevivéncia
/ano (Estoque) (Méiodo) (Estoque T. cruzi)
VACINA COM TODO MOSAICO ANTICENICO DO PARASITO
4(16/1946 Macaco Timerosol ? Mesma que controles
378/1950  camundongo  Panama Formalina WBH
Texas Formalina WBH
WBH Formalina WBH
WBH-bago Liofilizagdo WBH Pouco efeito
407/1959  camundongo Y Triturado Y Maior que controles
408/1961  camnndongo Tulahuén Timerosol Tulahuén Mesma que controles
409/1963  camundongo Y Congelamento/ Y Maior que controles
descongelamentn
410/1964  camundongo Brasil Ultra-sonicagao Brasil M "
411/1965  camundongo Y Liofilizacdo Y Mesma que contrates
122/1966 camundongo Tulahuén Sonicac3o Tulahuén Pouco efeito
Formalina Mesma que controles
Sulfato amonio Aumentada 25 vezes
412/1974 Pressdo 80% ap0s 4 meses
413/1975 Percloraro de sridio Maior que controles
414/1978  camundongo Y, M, BG, = Congelamento/
Peru descongelamento Y Maior que controles
Tulahuén
M
BG
* Peru o g
Tulahuén
VACINA COM PRODUTOS EXTRAIDOS DO PARASITO
122/1966 ~ camundongo Tulahuén Polissacéride Tulahuén 100% apds 40 dias
415/1976 Y Rihossomas Y Pouco efeito
119/1977 WH Flagelo Tulahuén 50% ap6s 60 dias
F Flagela
M Flagelo
416/1979  camundongo Y Glicoproteina Y Maior que controles
417/1980 Y Pnlirribossomas Y Maior que controles
418/1982 Y RNA pohssomal Y Maior que controles

1 Adaniada e aumtnuih da referéncia 897

desafiados com T. cruzi virulento, tém sugerido que a alta protecéao estaria
relacionada a um menor nivel de dano teciduall20. Entretanto, expe-
rimentos com outras preparacdes antigénicas resultaram em lesdes
teciduais indistinguiveis daquelas encontradas nos controles nado-vaci-
nados393, 424. Outrossim, tém sido levantados alguns argumentos contra
0 uso, na pratica, dos antigenos mortos, em vista da existéncia de
reatividade cruzada entre T. cruzi e células cardiacas e nervosas de
mamiferos34, 363_366. Com respeito as observagfes de que injegdes
repetidas de antigenos em coelhos levaram as lesGes inflamatorias no
coracdob5, tem sido postulado que as imunizagdes com todo mosaico
antigénico carregaria consigo o potencial de induzir auto-imunidade. E,
para evitar esse tipo de dificuldade, tém sido feitas tentativas de obten¢do
de produtos purificados do parasito. Resultados encorajadores, prelimi-
nares, foram obtidos com uma glicoproteina de Mr 90Kd isolada da
superfice do T. cruzi4l6 e que esta presente em todos estagios do parasito.
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A combinagio da glicoproteina com adjuvante completo de Freund ou
com saponina, permitiu que todos os camundongos imunizados reduzis-
sem suas parasitemias e permanecessem vivos durante 35 dias, enquanto
os animais-controle morreriam com parasitemias elevadas dentro de 25
dias. Os estudos de absorgao sugeriram que a glicoproteina nio dava
reagdo cruzada com antigenos teciduais, o que parecia indicar que tal
estrutura representaria apenas uma parcela diminuta do todo antigénico
do parasito. Entretanto, em vista das observagdes de que a infectividade
do parasito para células hospedeiras é facilitada por uma glicoproteina3!3:
814, permanece para esclarecimentos de que maneira a glicoproteina de
90 Kd participaria nas relagdes parasito/hospedeiro.

O desenvolvimento de uma vacina contra a doenca de Chagas de-
penderia da possibilidade de obtengdo de um antigeno do parasito, qui-
micamente definido, que produzisse uma imunoprotegio solida, sem ex-
citar as reagdes toxicas ou alérgicas de hipersensibilidade. Grande
expectativa tem sido voltada para os progressos mais recentes nas areas de
imunoquimica e biologia molecular, com referéncia a identificagao e pro-
ducio de antigenos com a finalidade de vacinagio. Entretanto, os anticorpos
monoclonais que poderiam ser produzidos para identificar os antigenos
importantes do parasito ainda ndo permitiram qualquer avango quanto as
possibilidades de obengao de tal super-antigeno e muita divida tem sido
posta quanto a sua existéncia. Mesmo porque, seria prematuro discutir
aqui a produgio de uma vacina anti-7T. ¢cruzi com a ajuda da tecnologia do
DNA-recombinante, desde que as bases de DNA desejadas, encerrando
esses antigenos para inser¢io no genoma da bactéria, ainda sao des-
conhecidas. Se todos esses problemas técnicos preliminares fossem
resolvidos, permaneceriam ainda outras questdes técnicas que certamen-
te teriam de esperar solugoes por parte dos imunologistas. Por exemplo,
tomando-se em consideragio que as reagdes imunes mediadas pelo timo
induzem resisténcia contra o T. cruzi, varios clones de linfécitos T,
segregados no repertorio da populagio de células imunocompetentes do
hospedeiro, seriam necessarios para gerar a imunoprotegio. Neste caso,
restaria para ser provado que uma imuniza¢io com tais caracteristicas
geraria um s6 clone de células T com a capacidade singular de induzir
resisténcia adquirida. Os prospectos para alcangar este evento imunolé-
gico podem nio ser promissores. Pois, seria provavel que tal procedi-
mento de imunizagdo, capaz de conferir prote¢io parcial contrao T. cruzi,
seria acompanhado de sensibilizagdo de uma grande variedade de células
T de ampla especificidade, inclusive aquelas células que estimulariam
reagoes de hipersensibilidade de tipo retardado. De certo, todas essas
questdes podem ser adequadamente respondidas somente apds a obten-
¢3o do antigeno quimicamente definido, e que tal antigeno indutor da
protecio seja colocado a disposigéo para investigacdes cientificas. Ade-
mais, uma imunoprofilaxia eficiente contra a doenga de Chagas parece
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requerer imunidade estéril: isto &, qualquer vacinagio efetiva contra
doenca de Chagas teria de evocar um estado solido de imunidade muitas
vezes mais potente do que aquele evocado no homem e em animais de
experimentacdo infectados repetidas vezes com o parasito vivo. Final-
mente, o envolvimento de auto-imunidade em doenga de Chagas sugere
que qualquer procedimento eficaz de vacinag¢io ainda requereria muito
wrabalho adicional em um modelo animal da doenca humana. Em
resumo, na pratica, a imunoprofilaxia contra a doenga de Chagas pode
ndo ser obtida pelo uso dos métodos convencionais descritos aqui.

M — TRATAMENTO

Presentemente ha dois compostos nitroaromaticos usados larga-
mente na quimioterapia da doenga de Chagas 425. O Benzonidazole (N-
benzyl-2-nitro-imidazolacetamida) tem sido descrito como sendo eficaz
para supressio da parasitemia em pacientes com doenga de Chagas,
tratados no Brasil426. O Nifurtimox (4- (5-nitrofurilidenoamino) tetrahi-
dro-4-4-1, 4-tiazina-1,1 di6éxido) tem sido considerado eficaz em pacien-
tes com doenga de Chagas, tratados na Argentina e no Chile 340, 427-429,
Nos Estados Unidos, o Nifurtimox s6 foi liberado para uso em investiga-
¢des e o Centro para Controle de Doengas estd controlando seu uso. A
administracdo de compostos nitroaromaticos a pacientes e animais de
experimentagio com infecgdes agudas pelo T. cruzi usualmente abrevia a
parasitemia340, 385, 427-431 Nas infec¢Ges cronicas pelo T. cruzi torna-se
mesmo mais dificil a determinac¢io da eficacia do tratamento, mas a
persisténcia de sorologia positiva, que tem sido descrita por varios
pesquisadores, ¢ uma evidéncia convincente de uma infecgio ativa 428,
431, Desafortunadamente, nio ha evidéncia clinica de que o prognostico
da doenca de Chagas seja melhorado pelo tratamento com qualquer
dessas drogas nitroderivadas. Efeitos toxicos muito severos foram des-
critos em pacientes submetidos 4 quimioterapia428, 431, Discrasias
sangiiineas, agranulocitose, distarbios neurologicos severos, polineuro-
patia periférica, erupg¢des cutineas, sindrome a semelhanga de doenga do
soro, cefaléias, tonturas e distairbios mentais tém sido descritos durante o
tratamento 426, 431 Alteragoes das respostas imunes tém sido induzidas
em pacientes e animais de experimenta¢do pela administragio desses
nitrofuranos e derivados nitroimidazolicos. De interesse, a resposta de
anticorpos humorais ao 7. cruz: e a antigenos ndo-relacionados nao €
alterada, mas a resposta cutinea de tipo retardado a antigenos do T. cruzi,
em individuos chagasicos, ou ao PPD em cobaios ou coelhos imunizados
com BCG, pode ser totalmente abolida no curso do tratamento 432-434,
Também, ja é bastante conhecido que drogas nitroderivadas, tal como
azatioprina, s3o agentes iIMuNOSSUPressores ativos.

A quimioterapia da doenga de Chagas com nitroderivados tem sido
limitada pela ocorréncia de toxicidade associada com o tratamento na
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posologia de 5 a 15 mg/kg/60 dias. A citotoxicidade resultante da
administracdo de compostos nitroaromaticos induz altera¢fes no parasi-
to e na célula hospedeira. A acao citotoxica surge com areducéo do nitro-
grupo43s’ 436. A geracdo de radicais nitroanion por enzimas microsso-
mais na presenca de NADPH aumenta a producao de anion superoxido,
peréxido de hidrogénio e lipoperoxidos. Os radicais oxigénio e 0s
produtos da lipoperoxidagdo podem induzir sérios danos as estruturas
protoplasmaéticas no nivel molecular. O ataque peroxidativo as proteinas
pode causar dano irreversivel. A detoxicagdo pode ocorrer no figado e
envolve o ciclo da glutationa reduzida que catalizaa conversao de lipideos
hidroperoxidos em hidroxiacidos indcuos 435’436. Secrecéo biliaraumen-
tada e perda de glutationa hepatica no figado do rato ja foi descrita, apés
tratamento com Nifurtimox 437. Entretanto, ha abundancia de evidéncia
na literatura mostrando que alguns derivados nitrofuranos e nitroimida-
zolicos podem produzir esterilidade, mutacdo, teratogénese e cancer em
animais de experimentacdo 438 443. Ademais, observaces em coelhos
infectados com T. cruzi e tratados com Benzonidazol resultaram no
aparecimento de linfomas malignos em 30,7 por cento dos animais
tratados. Nenhum dos coelhos-controle morreram de cancer no periodo
de trés anos em que os animais foram mantidos sob observacéo 444. A
mortalidade cumulativa entre coelhos infectados com T. cruzi e tratados foi
maior do que entre 0s animais infectados e nao-tratados. Além disso, a
administracdo de ambos os nitroderivados a camundongos resultou na
inducao de um namero significante de neoplasias malignas, um ano ap6s
o tratamento (nossas observacdes ndo-publicadas). O uso destes ou de
outros compostos similares na quimioterapia da doenga de Chagas pode
levar a inducdo de um namero significante de neoplasias malignas em
muitas &reas da Ameérica Latina.

Finalmente, ja se compreendeu que essaquimioterapia nao deve ser
usada como tentativa de resolver os problemas de controle da Tripanos-
somiase Americana. As drogas tripanocidas disponiveis sao toxicas, caras,
dificeis de administrar e, certamente, criariam problemas adicionais.
Além do mais, levariam ao desenvolvimento de tripanossomas resistentes
as drogas. A esse respeito, uma cepa resistente ao Nifurtimox foi
produzida in vitro, e ficou isenta quando subseqientemente exposta a
uma concentracdo da droga 100 vezes mais alta do que aquela letal na
exposicdo inicial 445, De qualquer forma, parece ser inaceitavel depender
da administracdo em massa de drogas tripanocidas para controlar a
doenca de Chagas. Mesmo porque, uma droga nao-téxica é que se faz
necessaria para o tratamento dessadoenca. Evidéncias circunstanciais tém
sugerido que a erradicacdo do parasito do corpo desaceleraria 0s
mecanismos auto-imunes de maior importancia, que produzem as lesdes
da doenca de Chagas. Maiores esforcos devem ser concentrados no
desenvolvimento de novos agentes quimioterapéudcos que poderiam
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levantar a possibilidade de um tratamento eficaz e in6cuo da Tripanos-
somiase Americana.

Deve ser encorajada toda tentativa de desenvolver novas drogas com
atividade tripanocida e maiores esforcos devem ser concentrados nas
triagens de compostos naturais e sintéticos com acentuada atividade
contrao T. cruzi. A despeito da pobreza de informagdes em disponibilida-
de nesta area da ciéncia, tem sido descrito que o metabolismo das
poliaminas poderia servir com um alvo para a quimioterapia de infecgdes
por protozoarios. As poliaminas que sao encontradas em tripanossomati-
deos foram relacionadas com o crescimento e a proliferagio celular 446, e
os niveis de poliaminas apresentaram altera¢des substanciais em todo o
ciclo de desenvolvimento 447. Foi demonstrado que a difluormetilorniti-
na, que inibe a formacio de putrescina a partir da ornitina, pela ornitina
decarboxilase, foi capaz de curar camundongos infectados com Trypano-
soma brucei bruce: 448. Esta observagio trouxe boa expectativa por causa da
facilidade com que a droga podia ser administrada na agua e de sua
notavel nio-toxicidade. A combinagio sinergistica de difluormetilorniti-
na com bleomicina, um agente antineoplasico usado correntemente,
pareceu aumentar a eficiéncia do tratamento das manifestagdes severas do
sistena nervoso central de camundongos infectados com T. brucei brucei #49.
Também, o efeito inibidor de poliaminas na ativagdo de proteinas-cinases
de epimastigotas do T. cruzi foi demonstrada 445. Uma proteina-cinase de
alto peso molecular (> 200 Kd), que fosforila a fosvitina, foi inibida
fortemente pela espermina e espermidina 450. Entretanto, atividade
tripanocida similar da a-difluormetilornitina contra T. cruzi, como ja
descrito para outros protozoarios, ainda nio foi demonstrada 451. Ulti-
mamente, porém, foi mostrado que o gossipol [1,1’, 6,6’, 7,7’, -hexahidro-
xi-5-5 -diisopropil -3,3’ -dimetil (2,2’ -binaftaleno) -8,8 -dicarboxaldei-
do], um pigmento amarelo que se encontra em certas espécies do algodao
¢ um potente inibidor de enzimas ligadas a nicotinamida-adenina-
dinucleotideo em T. cruzi. Em concentra¢des tdo baixas quanto 0,01
micromolar, gossipol inibe acentuadamente as atividades da desidroge-
nase a-hidroxiacida e a malato desidrogenase e reduz o crescimento do
T. cruzi in vitro*52. Foi ainda demonstrado que a imobilizagio de
epimastigotas do T. cruzi pelo gossipol é devida a alteragdes estruturais no
cinetoplasto-mitocondrion. Os parasitos se arredondam e acumulam
estruturas membranosas que s3o dificeis de relacionar com qualquer
compartimento da célula 433. Foi demonstrado também que o gossipol
inibe varias oxiredutases do T. cruzi. Assim, inibe particularmente a
malato desidrogenase e a -hidroxiacida, glutamato desidrogenase, enzi-
ma malica e a desidrogenase glucose-6-fostato 45¢. Um estudo prévio
mostrou que esse composto polifendlico inibe seietivamante a isozima X
dalactato desidrogenase, que é associada a espermatogénese 455, Por isso,
tem sido sugerido que essa enzima esta relacionada a processos metaboli-
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cos que provém energia para a motilidade e a sobrevivéncia do gameta
masculino. Assim, o gossipol produz infertilidade em machos de varias
espéceis de mamiferos 456. O gossipol é hd muito tempo conhecido na
China, onde os estudos iniciais mostraram que sua administracédo oral
induz infertilidade no homem. Uma variedade de alteracBes estruturais
foram descritas nas células germinais dos testiculos. Apés descontinuida-
de do gossipol, o nimero e a morfologia do esperma gradualmente sao
recuperados. Entretanto, muitos efeitos colaterais tém sido descritos apds
a administracdo da droga e a seguranca de sua administracdo prolongada
ainda precisa ser conhecida. Portanto, o gossipol parece ser um agente
promissor para determinar infertilidade masculina 457. Seria também
promissor como agente terapéutico para tratamento da doenga de Chagas
seele pudesse lesar o T. cruzi com aeficiénciaque produz danos nas células
germinais. A auséncia de informacBes quanto a sua eficiéncia contra
infecgbes experimentais pelo T. cruzi parece ser uma indicacdo de que a
droga nédo funciona bem in vivo.

Outra linha de pesquisa, que visa a imunoterapia da doenca de
Chagas, tem como base uma demonstracao de que o anticorpo especifico
pode ser endocitado por mediagdo do receptor especifico do T. cruzi 189, e
na descricdo de que agentes citotoxicos ligados ao anticorpo sao eficazes
no tratamento de células cancerosas 458-460 £sses estudos mostram que a
IgG purificada de pacientes com doenca de Chagas crbénica por cromato-
grafia de afinidade em coluna de Proteina A-Sefarose 4B pode ser usada
como pecga carreadora para a -Proteina A, e que o complexo
radioativo resultante pode ser prontamente interiorizado por formas de
cultivo do T. cruzi. A quantidade de material radioativo ingerido pelo
parasito, ap0s encubacdo a 37°C, com IgG anti-7'. cruzi foi pelo menos dez
vezes maior do que aquela ingerida quando 1gG nédo-especifica era usada.
Quando 10" formas do T. cruzi foram tratadas com ”~H-Proteina A,
conjugadacom IgG anti-T. cruzi, o radioisétopo desapareceu gradualmen-
te do sobrenadante, apOs tratamento do parasito com pronase e foi
encontrado no sedimento do parasito integro, indicando que o anticorpo
tinha sido interiorizado. Outros experimentos mostraram que uma
aliquota do material radioativo era recuperada, como uma funcdo do
tempo, na fracdo ndo-precipitavel apos a adigdo de acido tricloroacético a
suspensdo do parasito, 0 que mostra que o complexo anticorpo-proteina
A radioativo havia sido degradado. Postulou-se em seguida que a 1gG anti-
T. cruzi conjugada a cadeia A do ricino poderiatambém ser interiorizada e,
em consequiéncia, 0s parasitos seriam mortos, uma vez que a toxina do
ricino inibe irreversivelmente a sintese proteica.

Entdo, a IgG anti-7'. cruzi foi acoplada a cadeia A do ricino pelo
reagente heterobifuncional, contendo tiois, N- succinimidil-3-(2-piridildi-
tio) propionato460. Quando 106 formas do T. cruzi foram expostas a 10/ju.g
da cadeia A do ricino conjugada a IgG especifica (imunotoxina chagasi-
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ca), essas formas perderam completamente a motilidade ap6s 72 horas de
encubacao a37°C. Pela incorporagéo de timidina triciadademonstrou-se
a profunda inibic8o da divisdo celular. Por outro lado, nem Igs nem a
toxina do ricino, separadamente, produziram qualquer efeito. Foi
particularmente interessante observar que o anticorpo especifico discri-
minaas células parasitadas in vitro. A taxa de 1gG anti-T. cruzi marcada com
1125 que se ligou as células infectadas foi quase dez vezes maior do que
aquela observada quando a IgG nédo-especifica foi usada. Quando 20 p.g
da imunotoxina chagésica foi adicionada as culturas de 5 x 10" células
hospedeiras parasitadas, a liberacdo de tripomastigotas no meio de
cultura foi significantemente menor do que nas culturas-controle. Ade-
mais, somente as células parasitadas morreram (nossas observac@es nao-
publicadas). E possivel matar formas amastigotas intracelulares e tripo-
mastigotas livres com a imunotoxina chagasica. Futuras investigagdes
avaliardo a eficacia da imunotoxina contra a infeccdo in vivo . Nesse
interim, fica como uma possibilidade para o futuro o uso do anticorpo
especifico como carreador de droga contra o T. cruzi.

N - PERSPECTIVA

X doenca de Chagas é um problema de sadde que é conseqiiéncia
direta das pressfes econdmi,cas que afetam os habitantes das areas rurais
da América Latina, com conseqiiéncias graves nos servi¢os de saude e
sociais dos paises do Novo Mundo, que emergiram das colonizag6es dos
espanhais e portugueses. A endemicidade da doenga de Chagas € baseada
na transmissdo do Trypanosoma cruzi pelo vetor. As infecgBes podem ser
evitadas em larga escala pela borrificacdo das casas com compostos de
hidrocarbono clorinado, que tem atividade inseticida residual de longa
duracdo 29. A despeito da eficacia do uso de inseticidas para reduzir das
populagGes os Triatomineos domésticos, fato este demonstrado ha mais
de quatro décadas, somente certas areas do Brasil, Argentina e Venezuela
tém-se beneficiado destatecnologia. Esta situacdo resulta, pelo menos em
parte, do fato de que as popula¢cdes humanas rurais ndo séo capazes de
impor uma modificacdo na baixa prioridade que se tem atribuido aos
programas para erradicacao dos insetos vetores domésticos. Esses progra-
mas sdo prejudicados por varias restricbes econdmicas, tais como:
inflacdo, altos precos de dleo e inseticidas, fazendo com que as decisdes
politicas considerem a borrifacdo das casas como sendo uma operagao
muito carae injustificavel. Entretanto, é evidente que a assisténcia médica
paliativa que se volta para grandes contigentes de pacientes chagasicos, o
aumento na ocupacdo de leitos hospitalares e a auséncia incidente nos
trabalhos profissionais parecem ter, definitivamente, custos mais eleva-
dos do que aqueles que seriam necessarios para prevenir a infecgdo
transmitida pelo vetor. Indubitavelmente, um programa eficiente de
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borrifagao de casas, capaz de reduzir a transmissao do T. cruzi pelo vetor a
um nivel minimo, requereria vigilincia periédica para evitar reinvasao
das casas por outras espécies de vetores, apos o desaparecimento da
atividade inseticida residual. Um programa bem organizado de borrifa-
¢do das casas ¢, definitivamente, a medida mais urgente para a imediata
profilaxia da doenca de Chagas.

A despeito do consideravel acervo de conhecimento obtido em
relagdo aos mecanismos imunologicos subjacentes as infecgdes pelo T.
cruzi, a evidéncia de auto-imunidade indicaria que a imunoprofilaxia
contra adoenga de Chagas aguarda mais conhecimentos, e isto parece nio
ser realizivel em programas de curta duragio. Por outro lado, a
quimioterapia especifica das infecgdes pelo T. cruzi é problematica e,
portanto, a doenga de Chagas permanece incuravel. Ha possibilidades de
que um esforgo, com probabilidades de resultados compensadores,
deveria ser concentrado na obtengio de novos agentes quimioterapicos
dotados de efeito tripanocida especifico e baixa toxicidade. Entrementes,
a doenca de Chagas permanece, também, como um exemplo notavel de
uma doenga transmissivel contra a qual um programa eficaz de controle
pode ser obtido através da elevagio dos padroes de educagao das
populagdes que vivem nas areas subdesenvolvidas da Ameérica Latina. Se
tal programa educacional nao for implementado, podera ser necessario
ainda que muitas geragdes de descendentes de europeus e africanos
estejam sujeitos a um processo de sele¢do natural, de forma a torna-los
presas ndo-atrativas para os insetos vetores, Como parece ter ocorrido com
a populacio amerindia.






1. TRYPANOSOMA RANGELI

Trypanosoma rangeli Tejera, 1920, tem sido considerado como sendo o
segundo tripanossomo restrito as Ameéricas, e, a despeito de ndo ser
considerado patogénico para uma grande variedade de hospedeiros
mamiferos, inclusive o homem, ele é dotado de tantas caracteristicas
peculiares que o seu estudo tem representado um assunto de pesquisa
fascinante e controverso *>146. Além disso, T. rangeli tem larga importancia
médica e veterinaria porque 0s vetores triatomineos sdo comuns, e,
também, porque eles sdo simpatricos em muitas regides das Américas
Central e do Sul 461' 462. Entretanto, os aspectos morfolégicos desses
tripanossomos, seus ciclos de vida nos hospedeiros vertebrado e
invertebrado e suas acentuadas diferencas nas relaces parasito/hospe-
deiro, permitem pronta identificagdo e caracterizacdo dos flagelados *
461,463-466 Um jos aspectos mais interessantes do T. rangeli é seu ciclo de
desenvolvimento no Reduvideo, assemelhando-se a ambos, Stercoraria e
Salivaria » 461. Tem-se considerado que a transi¢do do T. rangeli, de um
padrdo de desenvolvimento primitivo do Stercoraria para o padrdo Salivaria
mais sofisticado, estd acontecendo sob nossos olhosl. Por exemplo, a transmis-
sdo do T. rangeli é usualmente efetuada pela inoculacao de tripomastigotas
metadclicos formados nas glandulas salivares, enquanto no presente estagio da
evolucdo do parasito a transmissdo por contaminacgdo é incomum, mas
nao impossivel, do ponto de vista de alguns pesquisadores * 461-469 Néao
obstante, as formas sanglineas do T. rangeli sdo morfologicamente
indistinguiveis do T. lewisi, o tipo-espécie do subgénero Herpetossoma,
seccdo Stercoraria, e, em contraste com o Salivaria, eles podem ser
igualmente cultivados em meio bifasico 4 6De interesse, epimastigotas
do T. rangeli sdo as formas predominantes no inseto vetor, como seria
esperado para a sec¢do Stercoraria®. Adicionalmente, a epidemiologia do
T. rangeli e sua distribuicdo geogréafica, sendo dependente da existéncia
dos mesmos insetos vetores para transmissdo das infeccOes, levantaria a
possibilidade de ancestrais comuns para esses parasitos. Tomado em
conjunto, esses argumentos parecem ser convincentes, de formaa manter
T. rangeli entre os tripanossomos Stercoraria® 46* 47°.

A - CICLO DE VIDA NO VETOR E NO HOSPEDEIRO

Ainda que certas espécies de Triatomineos sejam vetores inadequa-
dos para T. rangeli, infeccBes naturais tém sido encontradas em Rhodnius
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prolixus, R. pallescens, R. brethesi, R. ecuadoriensis, R. robiistus, R. pictipes,
Triatoma dimidiata capitata, T. infestans, T. maculata, Panstrongylus niegistus e
Eratirus mucronalus, que sdo amplamente distribuidos na regido neotropi-
cal '* 46469. 7. rangeli € um protozoario polixénico e essa falta de
especificidade de hospedeiro é, particularmente, contrastante para um
membro do subgénero Herpetossoma470. Em adigdo ao homem e seus
animais domesticos tem sido encontrada larga faixa de hospedeiros sil-
vestres infectados naturalmente com T. rangeli, incluindo marsupiais,
edentados, roedores, carnivoros e primatas ndo-humanos!- 46'.

O inseto vetor adquire T. rangeli enquanto se alimenta em
hospedeiros mamiferos infectados e o parasito sempre consegue estabele-
cer-se no trato alimentar do vetor, onde ele sofre divisdo e transformacdes
seqlienciadas, resultando em grande nimero de epimastigotas e tripo-
mastigotas '» 461' 469-473 Além desse ciclo no intestino do vetor, T. rangeli
penetra freqiientemente na parede intestinal para invadir a hemolinfa do
inseto infectado, a partir de 24 horas ap0s o repasto. Acredita-se que a
invasdo da hemolinfa pode ocorrer antes do estabelecimento da infecgdo
intestinal 466. Uma vez na hemolinfa os flagelados multiplicar-se-ao
extracelularmente e provavelmente dentro dos hemdcitos. Divisdes
constantes e transformacdes resultam em grande ndmero de formas
metaciclicas, e as glandulas salivares sdo ativamente invadidas pelos
flagelados, usualmente apdés o terceiro dia pos-infeccdo > 46" 466. Entre-
tanto, as taxas de infec¢des de glandulas salivares variam com o isolado do
parasito e com a espécie do vetor 461' 466 474-476. Entre R. prolixus, a
invasdo da glandula salivar alcangca 25 a 30 por cento 466, 471 Em

contraste, os parasitos ndo parecem ficar localizados na gléandula salivar
de T. infestans e, portanto, sua Unica possibilidade de transmissdo da
infecgdo seria através da contaminacgéo 476 y rangeli alcanca o tecido do
hospedeiro em grande nimero e todas as formas do parasito, incluindo
aquelas que passam por divisdo binaria, completam sua transformacéo
para metaciclico ou tripomastigota sanguicola ' 461 Os parasitos pare-
cem crescer no hospedeiro durante os dias seguintes e, em seguida,
permanecem inalterados até desaparecerem da circulagdo470. PublicacGes
recentes confirmam indicacdes prévias de que T. rangeli ndo se multiplica
em linfonodos, medula 6ssea, coragdo, cérebro, figado, baco e rins do
hospedeiro vertebrado 466 469 474-476 infeccGes experimentais mostram
gue os parasitos inoculados no corpo podem durar por longo tempo, Em
camundongos e ratos eles duram de trés a sete meses461l. Inoculagdo
experimental de 5 x 105 formas do T. rangeli em um voluntario humano
resultou em homocultura positiva durante 18 meses, enquanto a infecgdo
foi considerada ter demorado trés anos em um Cebus capucinus 46'.
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B — PATOGENICIDADE PARA O INSETO-VETOR

Héa concordancia geral de que T. rangeli ndo causa qualquer efeito
patogénico no hospedeiro vertebrado. A falta de patogenicidade foi
demonstrada também em cinco voluntirios humanos, dois dos quais
adquiriram a infecgdo, detectada por hemoculturas positivas 461. Em
ambos os casos as infec¢des foram assintomaticas. Os outros individuos
infectados nao tiveram qualquer sinal da infeccio e nao foram encontra-
das alteragoes patologicas, quinze anos apoés a inoculagio do parasito.
Uma variedade de animais silvestres e de laboratério tem sido infectada
experimentalmente com T. rangeli, 0 que demonstra falta de especificida-
de e de patogenicidade para o hospedeiro 466.

Por outro lado, a patogenicidade de T. rangeli para varias espécies de
insetos-vetores ja & conhecida 1. 461, 474-477_ Oy efeitos patogénicos que
foram descritos nos Triatominae podem também ocorrer em Cimicideos,
Cumex lectularis e C. hemipterus, que sio ocasionalmente infectados com T.
rangeli 478, No caminho do intestino para a hemolinfa os flagelados
invadem células epiteliais do intestino médio e se estabelecem na
muscularis. Superinfecgdes podem resultar em dano para os musculos do
intestino ou quaisquer outros tecidos 1. 461, 474-477_ Graus diferentes de
patogenicidade constituem a causa primaria de deformidades e diminui-
¢ao da sobrevivéncia 477. A mortalidade que segue a infec¢io do vetor é
mais alta entre ninfas do que entre triatomineos adultos. Infec¢oes mais
severas usualmente resultam em um retardo na muda, enquanto uma
propor¢io aumentada de ninfas morre durante a muda 461, 474477 A
patogenicidade parece estar relacionada ao volume da hemolinfa e varios
tipos de deformidades que resultam da infecgio t&m sido descritas nos
varios estagios de desenvolvimento do inseto 461. Todos esses efeitos
danosos indicariam que a adaptagio mutua entre T. rangeli e o inseto vetor
nio alcangou equilibrio balanceado, provavelmente por se tratar de uma
relacio estabelecida, relativamente, ha pouco tempo 1. T. rangeli tem sido
considerado um complexo biologico. Tripanossomas parecidos a T.
rangelt tém sido descritos em uma variedade de invertebrados e vertebra-
dos, sendo que esses hospedeiros sio encontrados em areas de distribui-
cao de T. rangeli. As informagdes disponiveis a respeito desses tripanosso-
mos sdo fragmentadas, mas se tem admitido que qualquer tripanossomo
Herpetossoma no Novo Mundo é T. rangeli, até que se prove o contra-
rio 461,

C - DIAGNOSTICO
O diagnostico diterencial de T. rangeli em areas onde as infeccdes

pelo T. cruzi sao prevalentes, acrescenta consideravel importincia médica
a identificagao e caracteriza¢io adequada dessas duas tripanossomiases
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humanas. Entretanto, demonstragio parasitologica s6 pode ser estabele-
cida durante a fase inicial das infec¢des quando os agentes podem ser
isolados pelo xenodiagnostico e hemocultura, permitindo a diferenciagao
apos observagio do desenvolvimento nos seus hospedeiros invertebrados
comuns. Em geral, a presenga de T. rangeli em triatomineos e mamiferos
do Novo Mundo s6 pode ser aceita ap6s demonstragido dos estagios de
desenvolvimento na glindula salivar do vetor ou por experimentos de
transmissio 461. Além do mais, estudos morfologicos e comportamentais
em varios sistemas biologicos tém sido usados para diferenciagao entre T.
rangeli e T. cruzi !, 461, Uma diferenga marcante na biologia desses
tripanossomos esta na falta de habilidade do T. rangeli de invadir e
multiplicar dentro de células do hospedeiro mamifero, tanto i1 vivo como
invitro 461, Porém, a duragio relativamente curta de parasitemias demons-
traveis que se seguem as infecgdes pelo T. rangeli e T. cruzi em mamiferos,
usualmente impede a caracterizagio parasitologica e, portanto, o diagnos-
tico diferencial torna-se problematico, pois passa a depender das evidén-
cias sorologicas indiretas.

Reatividade sorologica cruzada entre T. rangeli e T. cruzi tem sido
demonstrada pelos testes de fixagio do complemento #61. Usualmente, os
titulos de anticorpos sao mais altos em pacientes com infecgdes pelo T.
cruzi quando testados contra antigenos de T. cruzi, do que contra antigenos
de T. rangeli. Experimentos de absor¢ao com extratos do parasito podem
permitir o diagnostico diferencial, desde que os extratos de 7. rangeli ndo
precipitem todos os tipos de anticorpos presentes nos anti-soros anti-1.
cruzi. (Corredor-Ajona, A., comunicagio pessoal). O diagnoéstico diferen-
cial entre I. cruz: e T. rangeli parece ser o tipo de problema apropriado para
ser resolvido pela tecnologia do hibridoma 479. 480, De fato, soros de
camundongos BALB/c hiperimunizados ap6s inje¢des ou de I. cruz: ou de
T. rangeli mostraram auséncia de espécie-especificidade quando seus anti-
corpos foram testados pelo teste ELISA e por imunofluorescéncia indi-
retat’9. Entretanto, hibridomas formados pela fusio de imunoblastos
com células de plasmocitoma singénico sintetizaram varios anticorpos
espécie-especificos. Quatro clones sintetizaram anticorpos reativos contra
antigenos do citoplasma, flagelo e contra epitopos da membrana plasma-
tica granular ou difusamente distribuidos*80. Ademais, dois outros clo-
nes foram capazes de produzir anticorpos especificos para antigenos de
T. cruzi 480, Ainda que infecgdes humanas por 7. rangeli sejam esporadicas
em muitas regides das Ameéricas 461, a disponibilidade de anticorpos
monoclonais para o diagnoéstico preciso dessas infec¢des parece ter uma
repercussdo notavel. Espera-se que tais testes sorologicos sejam importan-
tes nao somente para estabelecer o diagnoéstico diferencial, mas também
como uma ferramenta auxiliar nos estudos que buscam confirmacao da
chamada falia de patogenicidade nas infec¢des cronicas pelo T. rangeli.
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D - IMUNOLOGIA

Observagdes interessantes foram feitas associadas com o compor-
tamento comparativo do parasito em R. prolixus e T. infestans 466, 470-477,
Verificou-se que, apos injecio intraceldmica de T. rangeli, R. prolixus
desenvolve a infecgdo mais grave e mostra uma queda na contagem dos
hemocitos do que T. infestanst76. Também ja foi demonstrado que o T.
infestans usualmente perde a infecgio#6l. A resisténcia deste ultimo ao
parasito estd associada com a fagocitose de formas do parasito pelos
hemocitos, pois o bloqueio das células fagociticas pela injegdo de tinta da
India na hemolinfa, resultou em aumento da parasitemia 476. 481, Este
mecanismo imune parece estar relacionado a prevengao da proliferagio
do parasito com posterior invasio das glandulas salivares 466, Em favor
desse argumento, de que o invertebrado adquire resisténcia contra 7.
rangeli, encontra-se a observagio de que reinoculagdes em R. prolixus
resulta em parasitemias muito mais baixas do que aquelas observadas
apos inoculagdes intraceldmicas primarias 46!, Em adicao a fagocitose,
tem sido postulado que outro fator de natureza humoral pode também
estar envolvido na resisténcia do inseto contra a infecgio 481. A resisténcia
observada pode nio ser alterada substancialmente pelo tratamento dos
insetos com radiagio gama antes da inoculagdo. Ademais, a viruléncia das
infecgdes em insetos-controle irradiados e nio-irradiados foi similar, pois
ambos destruiram os parasitos inoculados na hemolinfa dentro de 48
horas 461, Também, a resisténcia as reinfeccdes podem ser apreciadas
pelas observagdes que mostram que insetos reexpostos nao aumentam
suas infec¢oes maduras 482. Além do mais, as observagoes de que os
machos s3o mais susceptiveis de terem as glandulas salivares infectadas do
que as fémeas, parece ser uma evidéncia importante a indicar a existéncia

de um gen ligado ao sexo, que confere resisténcia natural 482,
Tém-se observado um alto nivel de heterogeneidade enzimatica

entre os estoques de T. rangeli, caracterizado por eletroforese de isozimas
em acetato de celulose*33, Um estudo comparativo mostrou quatro tipos
de isozimas entre sete estoques do T. rangeli, enquanto seis tipos de
isozimas foram descritos entre oito estoques de T. cruzi*®3. Tambeém, a
diferenciagao entre os dois parasitos pode ser demonstrada pelas dife-
rengas na sensibilidade ao complemento. Assim, soros frescos de cobaio,
coelho, rato e homem lisaram uma grande proporgio de formas
epimastigotas de I. c¢ruzi, mas nio lisaram as formas de cultivo de
T. rangeli*®!. Entretanto, outros experimentos mostraram que esses para-
sitos compartilham antgenos de reagio cruzada que podem ser demons-
trados por imunoeletroforese?6l. De interesse, os antigenos de reacio
cruzada foram identificados em fracdes subcelulares de ambos os
parasitos, por técnicas de imunodifusio e aglutinagio direta, usando
soros hiperimunes de coelho contra o homogeneizado total de ambos os
parasitos e contra uma fracio microssomal do 7. cruzi*®5. O extrato de



96 ANTONIO R. L. TEIXEIRA

T. rangeli mostrou seis bandas apos reagio contra anti-soro homologo
hiperimune e quatro bandas contra os anti-soro anti-7. cruzi. O antigeno
flagelar do T. cruzi mostrou quatro bandas em comum com o anti-soro
anti-T. rangeli, mas duas bandas foram especificas para o anti-soro
homélogo. Uma fragao soluvel, obtida do sobrenadante do homogenei-
zado do T. cruzi, ap6s centrifugagio a 105.000 x g por 1 hora, mostrou o
maior nimero de bandas de precipitagio apés reagir com o anti-soro
hiperimune anti-T. rangeli. Em acentuado contraste, quando a fragdo
microssomal de 7. cruzi foi difundida contra seu anti-soro especifico,
formaram-se trés bandas de precipitagio, mas apenas uma banda foi
formada ap6s difusio contra o anti-soro hiperimune anti-I. rangeli*85.
Esta observagdo foi confirmada pelos testes de aglutinacio direta nos
quais nio se observou reatividade entre os microssomos do T. cruzi e o
anti-soro anti-7. rangeli85.

Estudos de imunobiologia comparativa dos dois tripanossomas do
homem americano t8m sido negligenciados, a despeito de que este campo
de pesquisa parega promissor, quando ele pode apreciar questdes impor-
tantes relacionadas as relagdes parasito/hospedeiro. Por exemplo, a de-
monstra¢io de uma distribuig¢io peculiar de determinantes antigénicos
nos microssomos do T c¢ruzi, os quais nio sao compartilhados pelo
T. rangeli, levania muitas indagagdes a respeito da localizagio dos antige-
nos importantes do 7. cruzi, envolvidos na sua patogenicidade. Este
aspecto ganha peso quando se considera experimentos que mostraram in-
filcrados inflamatoérios e 1ésao de célula cardiaca, assemelhando-se a mio-
cardite cronica da doenca de Chagas, apos imunizag¢des repetidas com an-
tigenos microssomais do 7. cruzi®% 118 120 Em contraste, uma gamade an-
tigenos de reagdo cruzada € vista nos compartimentos soluveis (cell sap)
desses protozoarios simpatricos. Em vista das tentativas de obtengao de
imunoprotecao pela inoculagio de 7. rangelt vivo terem falhado na
indugao de resisténcia aos animais imunes contra superinfecgoes pelo 7.
cruzi 383340 parece que os antigenos compartilhados nio tém um papel
discernivel na patogenicidade, que pudesse ser relacionado aquelas
diferengas encontradas nas relacoes parasito/hospedeiro. Por outro lado,
fica atrativo sugerir que os antigenos microssomais do 7. cruzi, nio-
compartilhados com o 7. rangeli, desempenham um papel importante
tanto na resisténcia como na patogenicidade que se tém descrito nas
infeccdes pelo 7. cruzi, no homem e em animais experimentais. Tomadas
no seu conjunto, essas observagoes sugeririam que os antigenos do 7. cruz!
que conferem o estado de imunidade nao-estéril sio provavelmente
associados de perto aos antigenos envolvidos na patogénese da doenga de
Chagas. Finalmente, uma nota deve ser introduzida aqui com respeito ao
tratamento das infec¢des pelo T. rangeli com um composto nitroderivado.
Umn estudo experimental mostrou que nifurdmox & pelo menos tao
supressor contra o 1. rangelt, como o é conura o I\ cuzi em camun-
dongos*80.



III. TRYPANOSOMA LEWISI

Entre os Herpetosoma de roedores murinos encontram-se 7. lewisi e
1. musculi, que em condigdes normais sao restritos a ratos e camundongos,
respectivamente. Sem desejar envolvimento na discussio relacionada a
dificuldade encontrada na taxonomia de tripanossomos muito similares
neste subgénero, decidiu-se analisar esses dois tripanossomos de acordo
com sua estenoxenia tipica. De fato, seria antes irrelevante entreter mais
discussdes com os mesmos argumentos usados por outros, enguanto nio
se dispde de dados conclusivos que podem advir da taxonomia fisiologica
e bioquimica. Permanece aqui a validade de descrever esses tripanosso-
mos separadamente, a despeito de que certos dados mostrem a mesma
densidade para o DNA nuclear e cinetoplastico do T. lewisi e T. musculi.
Nido obstante, os métodos de analise de variagio isozimica, perfil
polipeptidico e marcadores genotipicos, que tém sido usados como
tentativas de caracterizagio de outros protozoarios, seriam mais uteis para
fazer uma defini¢ao final. Entrementes, as evidéncias que estio em
disponibilidade sugerem que alguns, mas nio todos, aspectos imunobio-
logicos do T lewisi sdo similares aqueles registrados para T. muscudi.

A—CICLO DE VIDA NO HOSPEDEIRO E NO VETOR

Trypanosoma lewisi, o tipo-espécie do subgénero Herpetosoma é restrito
ao hospedeiro do género Rattus!. O tripomastigota adulto tem o corpo
fino e curvado com uma extremidade posterior rigida e um flagelo livre,
caracteristicarnente longo. Um cinetoplasto grande, em forma de bastio,
fica proximo a extremidade posterior e o nicleo é localizado proximo ao
meio, em diregio a porgao anterior do corpo. Esta forma do parasito pode
alcangar 36,5 um de comprimento e uma membrana ondulante com
convolugdes rasas completa seu perfill. T. lewisi pode ser encontrado em
qualquer parte do mundo onde o género Rattus existe. Infecgdes naturais
sdo achadas comumente em R. rattus e R. novergicus. Entretanto, tem sido
possivel intectar outros roedores (camundongos, gerbils e cobaias) com
in6culos grandes, no laboratério, com formas sangiiicolas de T. lewisi em
divisao. Tais infecgdes sdo freqiientemente de mais curta duragio do que
as infec¢des tipicas vistas usualmente em ratos*87. Os vetores ou hospe-
deiros intermediarios do T. lewisi s3o pulgas de ratos, mas se tem mostrado
que o parasito pode sobreviver no intestino de piolho de rato e em
percevejos, que podem atuar como vetores!. Entretanto, sob condigdes
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naturais os vetores mais comuns sdo Nosophyllus fasciatus nos climas
temperados e Xenopsilla cheopis nas areas tropicais e subtropicaisl

Uma descricéo detalhada do ciclo de vidado T. lewisi pode ser obtida
no excelente livro de Hoarel. Em resumo, quando ratos de laboratério
sdo inoculados com sangue infectado de outro rato, usualmente leva seis
dias de incubaco antes que os tripanossomos apare¢am no sangue. Antes
que os tripomastigotas do sangue evoluam para dividirem-se, seus
cinetoplastos migram para uma posi¢ao préxima ao ndcleo, assumindo a
morfologia tipica de uma forma epimastigota. Tripomastigotas jovens
que se reproduzem ativamente sdo vistos frequentemente até dez dias
apés a infeccdo, em cujo periodo a taxa de multiplicacdo diminui
progressivamente e cai até zero (primeira crise). Logo ap0s, somente
tripanossomos adultos, ndo-divisiveis, permanecem no sangue, usual-
mente por mais trés semanas. Subseqiientemente, ha uma abrupta queda
no ndmero de tripanossomos (segunda crise), quando todos os proto-
zoarios desaparecem da circulagdo e o rato recupera-se da infeccdol. As
formas sangiiineas do T. lewisi reproduzem-se por divises multiplas
desiguais, sem completa separacdo do citoplasma, até que oito ou mais
células filhas sejam formadas, permanecendo unidas por algum periodo de
tempo antes que haja segmentacdo e que os parasitos sejam liberados
como pequenas formas epimastigotas ou amastigotas. As formas do
parasito resultantes da divisdo sofrem alteragdes morfoldgicas ciclicas,
dando origem a tripomastigotas adultas. O mesmo tipo de divisdo
multipla tem sido descrito nos pequenos vasos sanguineos488, especial-
mente nos capilares medulares nos rins489, 49°.

A transmissao do T. lewisi de rato pararato é feita por pulgas, em cujo
hospedeiro intermedidrio o parasito passa por todo ciclo de diferenciacédo
no canal alimentarl. O tripanossomo adulto, ingerido com o sangue do
rato, sofre pequenas alteragcdes no intestino médio antes de sua penetra-
cdo em células epiteliais, onde ele reproduz individuos periformes, que
crescem e multiplicam-se repetidamente por divisdes binarias. O ciclo
intracelular de divisdo multipla dura quatro horas e resulta na liberacédo de
células filhas, que escapam para o limen do estdmago. Esses tripomasti-
gotas passam através do colon para o reto da pulga e transformam-se em
epimastigotas. Alguns desses flagelados permanecem soltos, nadando no
limen do reto, enquanto outros forram sua parede como palicadas de
flageladosl. As formas similares a epimastigotas continuam multiplican-
do-se e dando origem a pequenos metatripanossomos. Os estagios finais
de desenvolvimento no vetor sdo descarregados nas fezes da pulga, e o
rato torna-se contaminado quando lambe suas gotas depositadas no pelo,
ou quando devora a pulgal. T. lewisi pode ser prontamente cultivado em
meio difasico de 4gar nutriente.
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B — RELACOES PARASITO/HOSPEDEIRO

A infeccio de ratos com T. lewisi era considerada como exemplo
classico de uma relagio parasito/hospedeiro bem balanceada!, porque as
parasitemias no hospedeiro natural eram relativamente bem controladas,
onde as respostas imunes suprimem rapidamente a multiplicacdo do
parasito#91-496, Em adigfio, a infecgio pode ter um curso assintomatico,
do qual o hospedeiro recupera-se espontaneamente e torna-se imune a
reinfecgao®92. Se a refratariedade a reinfecgio emerge como uma conse-
quéncia da esterilidade imune ¢ um assunto de muita discussao?97-499,
mas a demonstra¢gio do parasito nos capilares dos rins e a longa
persisténcia dos anticorpos humorais parecem favorecer a imunidade
concomitante?88. 489, 500, 501 g m qualquer caso, a facilidade com que as
parasitemias sio relativamente bem controladas no hospedeiro natural é
uma boa indica¢io de uma longa adaptagao evolucionaria. Ainda que a
infec¢io do parasito seja usualmente benigna, modificagio da resposta
imune do hospedeiro pode tornar a infec¢do fulminantemente fatal. Em
adigdo, o baixo grau de patogenicidade que tem sido descrito nas infecgdes
pelo T. lewisi parece ter uma base imunologica.

1. Resposta imunoprotetora

Varios estudos tém mostrado que o curso do desenvolvimento do T.
lewisi em rato é regulado por um utnico tipo de imunidade adquirida que
resulta no aparecimento de dois tipos de anticorpos no soro imune#?! 496,
Um anticorpo “ablastina” é formado, parece inibir o crescimento e a
multiplica¢do dos tripanossomos, mas nio os mata. Acredita-se que o
efeito biologico da ablastina seja observado precocemente e, sub-
sequientemente, o hospedeiro animal passa por uma “crise”’, durante a
qual o nimero de parasitos diminui. A inibi¢ao da reproduc¢ao do parasito
(atividade ablastica) que tem sido descrita precede a primeira crise?!> 496,
Um estado de imunidade sélida entdo emerge e os tripanossomos adultos
do sangue desaparecem durante uma segunda crise*?2. Anticorpos
tripanocidas convencionais tém sido associados com a destruicio dos
parasitos durante cada crise?®. Entretanto, a natureza da imunidade
ablastica tem permanecido como assunto controverso, pois a ablastina
que poderia ser similar a outros anticorpos nio pode ser absorvida dos
anti-soros de ratos infectados com tripanossomos homélogos#90, 493, 496,
Acrescente-se a 1sso a situacgdo unica de um anticorpo que pudesse
controlar o crescimento e reprodugio do T. lewisi e certos tripanossomos
de roedores, enquanto outros membros desse género, que mantém
relagdes filogenéticas proximas e com ciclo de desenvolvimento similar,
ndo parecem ser afetados pela ablastina. Este tem sido um argumento
usado contra a ablastina*®®. Muitos trabalhos que ultimamente foram
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publicados langcam luz em certos aspectos antes considerados obscu-
ros500, 50* Um passo importante na direcdo do esclarecimento sobre a
nao-absorbilidade da ablastina a superficie do T. lewisi foi dado com a
demonstracéo de que proteinas do soro ligam-se avidamente na superficie
dos tripanossomos da corrente sangiiinea502-505. Além da IgG, albumina
e a-macroglobulina foram demonstradas na superficie do parasito503,
Acumulacdo de IgG antigeno-especifica, como um componente da
superficie da membrana durante o curso da infec¢do do rato, resultaria
como uma funcéo do tempo. Soro com atividade ablastica pode ser obtido
de ratos infectados, entre a primeira e segunda crises505-508. A existéncia
de 1gG na superficie da membrana torna os parasitos incapacitados de
absorver mais 1gG do soro com atividade ablastica506. Entretanto,
tripanossomos que tém nenhuma ou pouca IgG nasuperficie (colhidos de
hospedeiros imunossuprimidos) absorvem avidamente soro com ativida-
de ablastica507. Além disso, a absor¢do de IgG do soro imune reduz
significantemente sua atividade ablastica508. Esses resultados indicam
gue a falha na absorcéo significante de ablastina, observ ada nos primeiros
estudos, resultava do uso de tripanossomos cobertos com ablastina,
colhidos de hospedeiros amplamente imunizados491 494, 306°508.
Exoantigenos tém sido encontrados no plasma de ratos infectados
com T. lewisi503’504. Certos estudos mostraram que fraces dos anti-soros
obtidos por cromatografia de afinidade em coluna de Proteina A-Sefarose
formavam uma linha de precipitacdo, apos reacdo em placa de itnunodi-
fusdo, contra exoantigenos de 7. lewisi em plasma coletado de ratos
irradiados, infectados510. Absorcao de anti-soros de rato com anti-1gG de
rato ou anti-lgM de rato removeu umadas duas linhas de precipitacdo que
tinha sido formada contra um extrato do parasito. As fracBes IgG
obtidas por cromatografia de afinidade aglutinavam os tripanossomos, mas
os titulos de aglutinacdo diminuiram significantemente ap0s tratamento
dos anti-soros com o agente redutor 2-mercaptoetanol, sugerindo que
tanto 1gG como IgM estdo envolvidas na aglutinacdo510. A atividade
ablastica das imunoglobulinas nos anti-soros absorvidos pela coluna foi
encontrada na classe de anticorpos 1gG. A IgG do hospedeiro liga-se a
superficie da membrana do T. lewisi em um periodo da infec¢cdo em que
uma elevagdo no titulo de atividade ablastica do soro do hospedeiro é
observada. Tripanossomos sem IgG na membrana, colhidos de ratos
imunossuprimidos, ligaram-se a IgG eluida das membranas de tripa-
nossomos e ndo se ligaram a IgG purificada do soro de ratos normais. De
interesse maior, somente a IgG especifica, purificada das membranas,
inibiu a reproducdo do T. lewisi in vitro. Esses achados constituem-se em
forte indicagdo de que IgG antigeno especifica do hospedeiro liga-se a
superficie do T. lewisi e previne seu crescimento e divisdo507, 508 Oito
proteinas com peso molecular entre 15 e 70 Kd foram purificadas de
extratos de T. lewisi em colunas de imunoabsorcdo de ablastina (IgG)
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eluida da superficie da membrana no oitavo dia p6s-infec¢io%%9. Imuni-
zagdo de ratos com esses antigenos de membrana permitiu avaliagio
direta dos anticorpos ablasticos e tripanocidas nos anti-soros. Niveis
elevados de anticorpos ablasticos foram encontrados em quatro soros,
mas nio se detectou anticorpos tripanocidas (aglutininas)®%?. Os ratos
imunizados foram entdo desafiados intraperitonealmente e as parasite-
mias e taxas de divisdes foram registradas. Ambas, parasitemias e taxas de
divisdes, foram significantemente mais baixas em todos os ratos imuni-
zados do que nos ratos-controle’%?. Assim, a imunoglobulina G da
superficie do T. lewisi pode ser usada para isolar antigenos do parasito que
produziram resposta ablastica, em ratos imunizados com esses antige-
nos3%9. Parece, portanto, que varios determinantes antigénicos na super-
ficie da membrana sdo responsaveis pela resposta imune tipica contra o
T. lewisi, no que diz respeito a sua capacidade de produzir anticorpos
ablasticos em ratos. Além disso, reatividade cruzada entre T. lewisi e
T. musculi tém sido demonstrada em varias ocasides*4%: 511, Camundongos
infectados com T. lewrsi ficaram imunes as infec¢des desafiantes pelo
T. musculi®!'!. Entretanto, varios autores t&m observado que multiplas
inje¢des de T. lewisi em camundongos niao os protegeram contra um
desafio letal com estoques virulentos de T. cruzi383: 400,

Varias investigagdes demonstraram alteragbes metabolicas em
T. lewisi, que apareceram concomitantemente com a produgio de ablas-
tina3!2-519 Assim, diminuigio da oxidagio de glicose e aumento do
consumo de Oy em células inibidas na divisdo foram atribuidas a um
efeito ablastico®!2. Transporte de glucose em T. lewisi esta deprimido por
soro ablastico. Incorporacio de 35S-metionina e '*C-adenina esta dimi-
nuida em organismos inibidos por ablastina e foi considerada como
indicagdes de inibigdo de sintese proteica e acido nucléico®!3. A atividade
de ATPase em T. lewisi, que € sensivel 4 ouabaina, foi deprimida por soro
imune enriquecido com IgG®!6. A concentragio intracelular de nucleo-
tideo aumentada em organismos tratados com soros imunes parece
implicar o 3,5-AMP ciclico como um fator da inibigio ablastica®!’. Além
do mais, varios pesquisadores tém sugerido que a ablastina exerce seu
efeito na membrana plasmatica influenciando transporte, atividade
enzimatica ligada a membrana ou outros componentes estruturais317-519,
A inibi¢io do crescimento do parasito pareceu estar associada com um
declinio na atividade de transporte especifico de glucose, leucina e
potassio®!?. Também foi postulado que a alteracio do transporte de
glucose, provavelmente devido a perturbagio da membrana adjacente ou
mesmo envolvendo o carreador de glucose, pode ser o evento inicial que
esta associado com o inicio da inibicio ablastica3!9.

Estudos ao microscépio eletrdnico mostraram anticorpos conjuga-
dos a ferritina (FCA) nas regides de ligamentos desmossomais, na
superficie da membrana flagelar e no saco flagelar, enquanto anticorpos-
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ferritina esparsos estavam distribuidos na superficie da matriz da mem-
brana®20. Em contraste, os parasitos fixados com formalina ou tratados
com azida sodica nido inibiram FCA nas regides desmossomais, nas
superficies do flagelo ou nos sacos flagelares2. Essas observagdes sio
consistentes com o funcionamento de um processo energia-dependente
no T. lewisi vivo, o qual estaria relacionado a0 movimento e localizagio dos
antigenos de superficie. Outra evidéncia da interagio energia-dependente
foi o aparecimento do FCA em processos filopodicos nas superficies do
parasito vivo’??. Nenhum desses fenomenos foi observado quando os
tripanossomos foram encubados com FCA a 0-4° C. De maior interesse,
sec¢des de tripanossomos encubados a 37° C por 15 a 30  minutos
mostraram internaliza¢io do FCA em vesiculas forradas por mem-
brana’2!. Nenhuma outra indicagio foi dada a respeito do destino dos
anticorpos internalizados, isto &, se o FCA contido nas vesiculas revestidas
por membranas fusionariam com lisossomas, onde o material ingerido
poderia ser completamente degradado até aminoacidos. Tal processo foi
descrito em relagio a anticorpos FCA internalizados por tripomastigotas
do T. cruzi'®?. Permanece para ser decidido se a endocitose dos anticorpos
da superficie do T. lewisi ocorreria ao acaso ou antes aconteceria numa
taxa constante. Nesse ultimo caso, interiorizagdo do anticorpo pode ter
uma larga significagio biolégica. Por exemplo, se ele ndo é téxico para a
célula, isto poderia ser um meio de nutrigao celular e um mecanismo
potencial para a evasao do parasito da resposta imune do hospedeiro.
Ja foi mostrado que ratas lactantes t¢m uma resisténcia incomum ao
T. lewisi®%% 523, Uma parasitemia mais baixa, em que a segunda fase
“adulta” nio é detectada, resulta em infecgdes que duram menos da
metade do tempo usual - 12 dias ao invés de 25 a 26 dias522, 523, Também,
mostrou-se que o soro de ratas lactantes que nunca haviam sido infectadas
com T. lewisi, podia aglutinar parasitos isolados da fase adulta de ratas
infectadas e nao-gravidas322. De interesse, os ratinhos amamentados
conseguiam sobreviver ap6s a infecgdo pelo T. lewisi, dependendo da fase
de amamentagio. Cem por cento de taxa de sobrevivéncia podia ser
observada se os ratinhos fossem infectados na metade do periodo de
amamentagio (10 dias), mas a taxa era de 55 por cento se eles fossem
infectados no fim do periodo de amamentagio®?2. Um fator do soro
lactante, que causava aglutinagdo dos parasitos adultos, aumentava a
protecio das maes lactantes e podia ser transferido através do leite para os
recém-nascidos, também transferia prote¢io?2. Em seguida foi mostra-
do que as ratas lactantes tinham um fator semelhante ao fator reumatéide
(imunoglobulina M). Foi entido sugerido que esta IgM amplifica a resposta
da IgG especifica contra o parasito e é provavelmente responsavel pelo
aumento da resisténcia de ratas lactantes e seus recém-nascidos a infeccio
pelo T. lewisi®?2. Essa descoberta pareceu bastante incomum, pois o fator
reumatoide, provavelmente um anticorpo auto-imune, agiria de forma a
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proteger. O fator do soro darata lactante pode ser transferido passivamen-
te com soro de ratas lactantes para animais ja amamentados523.

Estudos pioneiros ja haviam mostrado que o baco tem papel
importante nas infeccdes com T. lewisii2i' 525 Ativacdo de macrofagos
esplénicos foi vistacomo um evento inicial durante ainfec¢do e a interacéo
linfocito-macréfago foi um passo importante, prévio a ativagdo do
macrdfago. Macréfagos esplénicos ativados parecem desempenhar um
papel na resposta fagocitica. Transformacao linfoblastica in vitro pode
acontecer na presenca de tripanossomos maduros ou em divisdo524' 525.
Verificou-se também adeséo seletiva do parasito as células esplénicas, de
forma que o nimero de parasitos no sobrenadante ficava reduzido525. A
interacdo quantitativa do T. lewisi com macrdfagos ativados ndo foi
estudada e também ndo existe dado para indicar se os macrofagos podem
ser assistidos por células esplénicas imunes na fagocitose e na neutrali-
zacdo do tripanossomo. Entretanto, a fagocitose do T. lewisi in vivo e a
imunoprotegdo passiva por meio de células esplénicas imunes ja foram
descritas526. Estudo ao microscopio eletrdnico do bago de ratos infecta-
dos com T. lewisi mostrou agregados de linfdcitos e plasmdcitos em volta
de macrofagos e/ou células reticulares e que muitas células fagociticas
continham tripanossomos ingeridos em vesiculas citoplasmaticas reves-
tidas de membrana. Registrou-se' alteracdo degenerativa nos parasitos
intracelulares525.

Vérios achados caracteristicos, no curso da infecgdo de ratos com
T. lewisi, parecem conspirar em favor da participacdo do sistema do
complemento na lise imune durante a crise que elimina a parasitemia.
Uma reducao dramatica da atividade hemolitica total do complemento foi
observada em ratos infectados com T. lewisi e 0s niveis de C3 e C4 estavam
diminuidos, paralelamente com a parasitemia527. A recuperacdo dos
niveis normais seguia a eliminacao dos tripanossomos do sangue perifé-
rico. Todavia, a infeccdo ndo alterava significativamente a atividade
hemolitica de C6527. Além disso, parasitemias e niveis de C3 em ratos
deficientes de C4 ndo foram diferentes daqueles dos controles normo-
complementémicos. A deplecéo de C3 e dos componentes subsequentes
do complemento pelo fator veneno de cobra néo alterou as parasitemias
durante os estagios reprodutivo ou adulto da infec¢do527. Além disso, a
ativacdo do sistema do complemento pelo T. lewisi e soro imune ndo pode
ser inibido pelo EGTA e EDTA. Em conclusdo, o complemento ndo
parece ter um papel detectavel no controle e na dissipagdo da infecgdo, a
despeito da ativacdo das vias classica e alternativa, com consumo
acentuado dos componentes ativados no inicio527. Foi também demons-
trado que T. lewisi tem pelo menos dois materiais que ativam o comple-
mento528. Um componente menor que é precipitavel pelo acido triclo-
roacético e inativado com fluoreto de fenilmetilsulfonil parece ser uma
proteina com atividade enzimatica. O segundo componente contém
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hexoses e aminoacidos e sua habilidade para ativar o complemento se
correlaciona com o teor de hexose528. N&o obstante, as formas do T. lewisi
em reproducdo, obtidas de ratos irradiados, e as formas adultas de ratos
imunes, ndo foram lisadas por soro fresco de mamifero529. Em corres-
pondénciaao que foi publicado parao T. cruzi227, o tratamento de formas
sanglineas do T. lewisi com tripsina ou quimiotripsina tornou o parasito
susceptivel a lise por soros de rato, camundongo, coelho e humano,
enquanto os soros de cepas de animais ou de humanos, geneticamente
deficientes em C3, C5 ou C6 ndo lisaram parasitos tratados com protease.
A presencade trés componentes do parasito, que podem ser removidos da
células por tratamento com protease, foi, portanto, correlacionada com a
resisténcia do T. lewisi a lise mediada pelo complemento529.

2. Imunossupressdo

A patogenicidade potencial ou assim chamada ““viruléncia adorme-
cida” do T. lewisi, que € freqUentemente abolida por uma resposta imune
inicial491-496, torna-se rapidamente evidente quando o sistema imune
do hospedeiro é lesado de maneira importante499. A exacerbacdo da
parasitemia pode ser obtida prontamente com uma variedade de
procedimentos imunossupressores clinicos e experimentais. A adminis-
tracao de ciclofosfamida dois dias apds inoculagéo do T. lewisi resultou em
parasitemias e mortalidade mais elevadas nesse grupo do que no grupo-
controle. Os animais tratados com ciclofosfamida tiveram niveis dimi-
nuidos de 1gG, e a reproducgdo dos parasitos continuou por um tempo
mais longo que o usual530. Foi descrito que a administracdo de salicilato
de sodio por via oral suprimia a atividade ablasticaem ratos e que 0s animais
tratados tinham a reproducdo do parasito prolongada, mortalidade e
parasitemias aumentadas53l. Ratos tratados com salicilatos também
apresentaram retardo na sintese de aglutininas que apareceram no soro
em niveis significantemente diminuidos53l. Quanto a base purina-
adeninaelafoi considerada capaz de interferir com asintese de DNA e inibir
o0 crescimento celular invitro e foi usada como um imunossupressor para
estudar os efeitos em ratos infectados com T. lewisi. A administracdo de
adenina resultou na diminuicao da sintese de ablastina e prolongou a fase
reprodutiva da infec¢do532. O curso das infecgdes foi alterado significan-
temente pelo tratamento com corticoster6ide518, 533. Parasitemias
aumentadas nos animais tratados resultavam em infecc¢des fatais, enquan-
to os ratos-controle recuperavam-se das infec¢es518. O tratamento desse
altimo grupo com dexametasona ndo suprimiu a imunidade contra
reinfecgdo. Ratos tratados com corticosteroides ficavam protegidos de
infeccdes com T. lewisi através de células imunes e soros imunes518. A
transferéncia passiva de células imunes ndo protegeu os ratos imunossu-
primidos, pois infeccOes severas eram a regra nesses animaisb18. Ratos
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irradiados mostraram prolongamento da fase reprodutiva e as parasi-
temias foram muito mais altas do que nos controles nio-irradiados, e isto
também correlaciona com niveis reduzidos de ablastina®34 335, Contudo,
uma segunda irradia¢io em animais que haviam se recuperado das
infeccdes nao interferiu com a producio de ablastina ou aglutinina®3%.

Foram executados experimentos para avaliar os efeitos da esple-
nectomia®3®: 537 bloqueio do sistema fagocitico mononuclear336, ti-
mectomia neonatal®38: 539 e traramento com soro antilinfocitico (ALS)?18. 540,
A esplenectomia prolongou a fase reprodutiva da infecgao, mas os efeitos
da esplenectomia podiam ser aliviados com autotransplante de tecidos
esplénicos?3”. Entretanto, a remocido do baco de ratos que tinham
superado a infecgio nio permitiu a reinfec¢io°3%. A transferéncia passiva
de soro aumentou a protegio do camundongo esplenectomizado, en-
quanto ndo era obtida a prote¢do em ratos esplenectomizados que foram
submetidos a bloqueio do sistema fagocitico com tinta da india®36. Além
disso, o tratamento de ratos com ALS preparado com timocitos resultou
em infecgdes severas pelo 7. lewisi e morte de metade dos ratos tratados; o
soro colhido desses animais ndo inibiu a reprodugio do parasito em
seguida a transferéncia passiva para hospedeiros recém-infectados>4C.
Quando o tratamento com ALS foi iniciado trés dias antes da infecgdo e
continuado durante a infeccdo, houve inibigao da resposta imune e todos
os animais morreram. Todavia, a iniciacdo do tratamento com ALS dois
dias ap6s a inoculagio do parasito nao alterou o curso das parasitemias em
ratos>40. Em contraste, outros autores nio puderam mostrar qualquer
efeito da timectomia neonatal nas infegcdes pelo T /fewis®38 539 Em
resumo, pode ser dito que se as respostas imunes timo-dependente e
independente contra o T. lewisi sdo prejudicadas pela gravidez>*!,
itmunossupressores, irradia¢io ou tratamento com soro antilinfocitario,
as infecgdes podem ser fulminantes e fatais.

3. Patologia

Ja foi mostrado que pode ocorrer morte materna e do concepto na
rata gravida infectada com 7. lewisi®*1. Quando a infecgiio ocorre no inicio
da primeira semana de gravidez o animal pode absorver o embrido sem
dificuldade. Entretanto, se a infec¢iio ocorre mais tarde as fémeas apresentam
grande dificuldade em reabsorver o concepto e metade delas morrem antes
da parturigio54l. Em ambas as situagdes as curvas de parasitemias semelhan-
tes aquelas das fémeas nao-gravidas s3o registradas. As ratas infectadas duran-
te a metade da gravidez usualmente morrem durante a parturigao, sem parir
seus conceptos, enquanto suas parasitemias sio anormalmente elevadas. A
placenta dessas fémeas contém grande nimero de flagelados em divisio,
formando grandes massas em que muitos nicleos e cinetoplastos sio
vistos®*!. Quando a infec¢io ocorre durante a iltima semana da gravidez,
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geralmence ndo ha dificuldade, os animais dio a luz os filhotes de
tamanho normal e suas parasitemias s3o usualmente baixas. Portanto, as
infecgdes pelo T. lewisi sao consideradas como causa de aborto e podem
ameagcar a vida da rata gravida®*!.

A patogenicidade das infecgdes pelo T. lewisi em hospedeiro naturat
tem sido descrita por varios autores. Tem sido mostrado que a atividade
da creatina-fosfoquinase e da ornitina carbamil transferase estavam
alteradas em conseqjiiéncia da infec¢io®!®. Também, um estado hipogli-
cémico foi observado em um periodo quando as parasitemias alcangaram
um pico em ratos infectados com 7. lewisi®!2. Alteragdes ultra-estruturais
foram descritas nos hepatécitos no curso da infecgio®4? 343, Por volta do
sétimo dia, as células hepaticas mostravam cisternas dilatadas no reticulo
endoplasmico e as mitocondrias tinham inchado e aumentado de
numero. Degeneracio gordurosa dos hepatocitos foi vista apos
a primeira semana e lisossomas residuais nas células de Kuppfer
eram encontrados entre a segunda e a terceira semanas, podendo estar
relacionados & fagocitose dos parasitos. Agregados de glicogénio que
eram formados nas células hepaticas desapareceram ap6s a recuperagio, e
o figado assumiu sua histologia normal ap6s a quinta semana pos-
infecgio’42- 543, Em adigdo, estudos histopatolégicos dos rins de ratos
infectados com T. lewisi mostraram alteragdes glomerulares que pareciam
ser consistentes com glomerulonefrite>**. Os mecanismos de indugio de
lesdes hepaticas e renais nos animais infectados e suas relagdes com o
hospedeiro imune merecem mais investigagoes.

Infec¢des humanas com protozoarios que se assemelham a espécie
Herpetosoma foram registradas em duas pessoas na india*3?, enquanto o
primeiro caso de infecgio humana com parasitos morfologicamente
indistintos dos protozoarios flagelados desse subgénero foi descrito numa
crianca da Malaia'. Nesses casos as infecgdes resultaram em parasiternias e
febre. Os parasitos persistiram no sangue humano por poucos dias e a
febre desapareceu depois que os parasitos sumiram. A epidemiologia
relacionada as infecgdes humanas permanece obscura!- 487,



IV. TRYPANOSOMA MUSCULI
A —CICLO DE VIDA NO VETOR E NO HOSPEDEIRO.

O Trypanosoma musculi € morfologicamente indistinguivel dos parasi-
tos tpicos do subgénero lewisi que infectam roedores, mas tem sido
considerado separadamente com base na sua restrigao de hospedeiro no
camundongo doméstico (Musmusculus), e, secundariamente, por algumas
diferengas no curso da infecgio no seu hospedeiro natural. Sua distri-
buigio geografica parece ser confinada 4 costa Oeste da Africa e aos paises
quentes da regizo do Mediterraneo e, daquelas regides, ele foi introduzido
em outras areas do mundo, provavelmente através de iantervencgio
humana!. O desenvolvimento e os padrdes da infecgio do T. musculi no
camundongo so similares aquele do 7. lewisi, mas a multiplicacao e os
niveis de parasitemias observados no primeiro nio sio tio intensos como
aqueles vistos nos ultimos. Também, a fase de multiplicagdo de T. musculi
em camundongos pode ter dura¢do mais longa do que a de T. lewisi em
ratos!. Tem sido considerado que camundongos tornam-se infectados
pela via de contaminagao, ou ao devorarem pulgas infectadas ou quando
lambem suas excregdes. De fato, estagios de desenvolvimento do parasito
foram registrados em pulgas que, experimentalmente infectadas e
ingeridas (Ceratophyllus hirundinis), desenvolveram o parasito no intestino
posterior e produziram epimastigotas e tripanossomos metaciclicos.
Além disso, camundongos jovens tornaram-se infectados apos alimen-
tarem-se do contetdo retal de pulgas infectadas®*3. T. musculi pode ser
propagado em varios meios e as formas de cultivo do parasito mantém
sua infectividade para camundongo': 546.

B—-REILA CO~ES PARASITO/HOSPEDEIRO
1. Resposlas imzuzopro[etorax

O T. musculi produz uma infecgio autolimitada em que as parasi-
temias usualmente desaparecem em trés ou quatro semanas. Duas
respostas imunolégicas que se sucedem no tempo foram descritas, com
aspectos que sio presumivelmente distintos®*’, A primeira resposta
alcanga seu climax apés a primeira semana pos-infeccio (primeira crise) e
leva a interrupgiao da reproducio do parasito no sangue periférico e
estabilizagio da parasitemia. Durante a primeira crise aparecem anti-
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corpos timo-dependente e timo-independente que podem controlar o
crescimento do parasito na corrente sanguiinea547, 548. Além disso, uma
resposta imune efetiva ocorre apos 14 dias pos-infecgdo (segunda crise)
resultando na eliminacdo do parasito da circulacdo. Esta segunda resposta
imune parece envolver um mecanismo celular timo-dependente e ndo
parece depender mais de qualquer tipo de fator humoral549. Os primeiros
fatores humorais que operam juntamente com elementos celulares das
respostas imunes, que séo eficientes na eliminagdo dos parasitos circulan-
tes, ndo parecem produzir uma imunidade estéril completa550, 551. O
exame cuidadoso dos animais que haviam se recuperado da infeccéo
patente por periodos de tempo que variavam de uma semana a um ano e
meio, foi sugestivo de que os animais estavam sem o parasito, conforme
resultados de subinocula¢des551. Entretanto, os parasitos infectantes
foram detectados nos rins de todos os camundongos que tinham
apresentado parasitemia negativa por periodos de até nove meses pos-
infecgBes. Os esfregacos dos rins também mostraram formas reprodutivas
do parasito com predominio de epimastigotas551. O exame histopatolo-
gico de seccbes dos rins mostrou parasitos em diviséo, que replicavam em
formas multinucleadas e rosetas, nos capilares dos vasa recta da medula.
Considerou-se que 0s parasitos pareciam estar em um sitio privilegiado
para reproducdo, desde que eles bloqueavam virtualmente os capilares e
pareciam permanecer parcialmente protegidos das respostas imunes do
hospedeiro551,

A inibicdo imunolégica da reproducdo do T. muscuh no sangue
periférico tem intrigado muitos pesquisadores e isto tem sido um assunto
de calorosas discussfes a respeito, particularmente, do conceito de um
anticorpo sérico que controla a reproducéo sem lesar os parasitos499,552
De fato, tem sido considerado que apds o periodo latente, o T. musculi
multiplica-se rapidamente no sangue do camundongo, ainda que a
reproducdo mais ativa ocorra nos capilares dos rins550-552. Ap6s uma
semana as formas do parasito em reproducdo seriam eliminadas do
sangue por um fator humoral ablastico, dando inicio a uma fase de
plateau™2. A caracterizagcdo fisico-quimica da ablastina no soro
de camundongos durante a primeira crise tem sugerido que a ablastina é
uma imunoglobulina G499. Ademais, foi descrito que a ablastina néo
pode ser produzida em camundongos nu/nu timo-deficientes, que ndo séo
capazes de produzir imunoglobulina G548, O uso de camundongos
irradiados tem permitido a producdo de uma populacdo de tripanosso-
mos com mais de 50 por cento de formas em divisdo. Esses parasitos em
divisdo, que ndo contém IgG na superficie de suas membranas, foram
capazes de absorver a atividade ablastica do soro, que ndo podia ser
absorvida com parasitos adultos. Esta observacao sugeriu que os antige-
nos capazes de produzir anticorpos ablasticos s6 estariam presentes nos
tripanossomos em divisdo548. Por outro lado, algumas observagdes
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mostraram auséncia significante de inibigdo da divisio do parasito in
vitro pelo anti-soro obtido de camundongos infectados durante a fase de
multiplicago ativa do parasito ne sangue periférico, ou por anti-soros
coletados durante qualquer outro periodo de infecgi0333. Formas em
divisao do T. musculi, compreendendo 30 a 50 por cento das formas do
parasito, foram descritas em meio contendo 20 por cento de anti-soros
homologos354. Além disso, nenhum significado biolégico foi creditado a
respeito da reducao do nimero de formas em divisio do parasito na
presenca de anti-soros especificos, como foi indicado pela sintese de DNA
testada pela incorporacio de 3H-timidina e auto-radiografia®33. Os
resultados desses experimentos contrastam com aqueles descritos para o
T. lewisi em que anticorpos ablasticos aboliram a sintese de DNA518,
Ademais, essas observagdes que mostraram sintese normal de DNA em
T. musculi tratado com anti-soros, que supostamente continham atividade
ablastica, estdo de acordo com resultados de outros experimentos que
mostraram que a transferéncia de soro in vive, de camundongos infectados
intactos ou desprovidos de células T, inibiu temporariamente a multipli-
cagao do parasito, mas nio eliminou as formas em divisdo presentes no
sangue®52. Em adigio, esses mesmos experimentos estio de acordo com a
descri¢do de multiplicagdo continuada dos parasitos na cavidade peri-
toneal de camundongos em todo curso da infecgio, isto é, muito depois
deles interromperem a divisao no sangue, e, também, com a presenga dos
tripanossomos adultos em replicagio nos vasa recta dos rins de camun-
dongos®3!: 355, Nenhuma dessas observacdes é consistente com a existén-
cia de anticorpo IgG ablastico, que previniria a multplicagio do
parasito®3. Além do mais, 7. musculi pode ser cultivado in vitro na presenca
de soros de camundongos intactos ou desprovidos de células T. A
despeito de que a divisdo do parasito ndo parecia estar inibida pela
presenca de anti-soros, o menor nimero de parasitos jovens que foi
observado era considerado como devido ao efeito tripanocida, ao invés de
ser devido & presenca da ablastina nos soros%3,

A transferéncia passiva de soro imune ndo pareceu influenciar a taxa
com que os parasitos eram eliminados do sangue®%. Ao contrario, a
infecgio foi considerada como dependente de células T557. A wansferén-
cia de células imunes ndo-aderentes diminuiu as parasitemias em
camundongos infectados receptores, enquanto os camundongos despro-
vidos dessas células nao se recuperavam. Pelo contrario, eles mostravam
parasitemias aumentadas durante muitas semanas até que morriam335,
Em outros experimentos, camundongos CBA desprovidos de células T
receberam enxerto de tecido timico num periodo em que a infec¢io com
T. musculi apresentou um pico de parasitemia. Os animais que receberam
implantes de timo conseguiram sobreviver a infec¢io enquanto os
controles nio-implantados morreram®38. As infec¢des foram particu-
larmente modificadas em animais desprovidos de células T, nos quais
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parasitemias altas foram observadas durante um periodo de 60 a 80 dias, e
as parasitemias ainda permaneceram demonstraveis em um periodo
adicional de 200 dias ou mais3®®. Em resumo, o rapido controle da
infeccio em camundongos normais contrasta marcadamente com o
controle vagaroso observado em camundongos com implantes de imo e
com o controle ineficiente das parasitemias observado em camundongos
desprovidos de células T, que resulta na morte do animal. De certo, as
diferencas entre imunoprotegio encontradas nesses trés grupos de
camundongos, dificilmente poderiam ser creditadas a diferencas hipoté-
ticas em anticorpos antitripanossomos presentes naqueles animais, pois o
controle efetivo pode ser estabelecido por um implante de timo nos
camundongos desprovidos de células T3%8. Um papel efetor primario
para os linfécitos T tem sido sugerido na base da inibigio in vitro da
reproducao de T. musculi por células esplénicas de camundongos. Ainda
que o mecanismo efetor néo esteja determinado, se tem considerado que
as células imunes devem secretar um fator solavel inibidor da divisio, ou
elas podem ter um efeito tripanocida direto que se relacionaria ao término
da infec¢do in vivo33®. O papel da imunofagocitose na resisténcia
adquirida contra T. musculi deve ser investigado; a assisténcia de linfocitos
T imunes na ativacio de macréfagos residentes que matam os parasitos
remanescentes no hospedeiro, poderia langar alguma luz nos mecanis-
mos de resisténcia que levam a cronicidade e/ou interrupgio da infecc¢io
com erradicagio dos parasitos.

Camundongos que se recuperam da infecgdo tornam-se resistentes a
reinfec¢io®!!. Além disso, camundongos imunizados com formas san-
guineas vivas de T. lewisi, inibem a infeccao desafiante com T. musculi.
Entretanto, anti-soros de camundongos infectados com T. musculi nao
inibemn a atividade reprodutiva de T. lewisi®!!. Como seria de esperar, em
vista dos experimentos prévios com outros Tripanosomatidae, a imuni-
zagdo de camundongos com T. musculi ndo produz qualquer prote¢io
contra desafio com T. c¢ruzi; os animais imunizados sobrevivemn ao
desafio por periodos tdo breves quanto os animais-controle??0. Os
antigenos importantes que estio envolvidos nos mecanismos imunolé-
gicos operantes nas infecgoes pelo T. musculi foram parcialmente identifi-
cados em tripomastigotas do sangue e em formas de cultura do parasi-
to®#6. Um minimo de 13 antigenos é compartilhado por essas formas do
parasito, enquanto quatro antigenos parecem ser exclusivos dos tripanos-
somos da corrente sangiiinea. Dois grupos de animais foram imunizados
com os antigenos das formas do parasito e foram desafiados com 10%
tripomastigotas do sangue trés dias apos a Gltima injecio imunizante. A
infecgio foi demonstrada em camundongos imunizados com o homo-
geneizado do parasito de cultura, ainda que em nivel bem mais baixo que
o visto nos camundongos-controle. Nenhum desses animais imunizados
com o homogeneizado dos tripomastigotas sanguiicolas tiveram parasi-



DOENCA DE CHAGAS E OUTRAS DOENCAS PORTRIPANOSSOMOS 111

temia demonstravel e os camundongos foram completamente pro-
tegidos®46.

2. Imunossupressao

Observou-se que o crescimento do T. musculi no camundongo pode
ser agravado pela fome, deficiéncia da dieta, baixa temperatura, infecgio
concorrente, bloqueio do sistema fagocitico mononuclear, timectomia
neonatal e irradiagio letal®52 560. 561 De interesse, uma superinfecgio
pode ser produzida experimentalmente em hospedeiras gravidas quando
infectadas entre o quarto e o décimo-quinto dia da gravidez36!. Durante
esse periodo de embriogénese a reprodugio do parasito segue sem
controle e mais de um milho de parasitos ja foram contados por mm? de
sangue periférico®®!. Como uma conseqiiéncia da infecgo, o desenvol-
vimento dos embrides é retardado e ocorre aborto, usualmente antes que
a camundonga gravida seja morta pela carga parasitaria em ascengio.
Parece que a falta de protecao é limitada a fase de desenvolvimento
placentario, desde que as infecgdes na ltima semana da gravidez e no
periodo de lactagdo sigam um curso similar aquele descrito nos animais-
controle. Os fatores envolvidos na imunossupressio sio desconhecidos,
mas eles nao parecem influenciar os mecanismos de resisténcia previa-
mente estabelecidos em fémeas infectadas que se tornam gravidas.
Aceleragdo da multiplicagdo do parasito ou relapsos de parasitemias nio
ocorrem no evento de superimposi¢io de gravidez3%!. Observou-se que a
alteracao do equilibrio parasito/hospedeiro é relacionada a presenga da
placenta em crescimento. A remogdo cirGrgica dos embrides com
preservagio da placenta nao influenciou o desenvolvimento de parasite-
mia, enquanto o parto normal dos filhotes, aborto e remocao cirurgica
completa do utero gravido resultaram na interrupgio imediata das
parasitemias®®!. O exame histolégico da placenta mostrou massas de
parasitos em divisdo que formavam rosetas de crescimento rapido.
Acrescente-se que nenhum desses achados foi obtido pela adminis-
tragio de hormdnios esterdides em camundongos fémeas nio-gra-
vidas®®!. A exacerbagio da parasitemia na fase inicial da gravidez parece
ser um fendmeno importante, relacionado a transmissiao de T. muscull,
pois um grande numero de parasitos ficam a disposicao da pulga vetora.
Em outro estudo foi mostrado que a gravidez em animais que tinham
se recuperado de infec¢des pelo 7. musculi resultava em alteragdes
dos mecanismos de resisténcia e permitia que os parasitos deixassem seus
refiigios nos rins para tornarem-se accessiveis na circulagio periférica®62.

8. Imunopatologia

O desenvolvimento de anemia em camundongos infectados com T.
musculi tem sido demonstrado, e parece estar relacionado com a
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participagdo de mecanismos imunolégicos que levam a destruigio de
eritrécitos. Os valores do micro-hematécrito diminuem durante a infecgio e
retornam aos niveis normais juntamente com os valores dos reticulécitos,
apos a eliminagdo do parasito. Os testes de antiglobulina mostram os
eritrocitos positivos principalmente para 1gGl, e varias combinagdes
incluem ligagio de IgG2, IgM e C3, em adigio a IgG13%3. A IgG1 ligada ao
eritrocito parece ter um papel importante na producio de anemia, a qual
estava aparente, similarmente, em uma cepa de camundongo deficiente
em C5, e, portanto, incapaz de produzir lise mediada pelo comple-
mento’%3. Em adicio a anemia, outras alteracdes nos rins de camundon-
gos infectados com T. musculi podem ser relacionadas como indicagoes da
patogenicidade associada com a infec¢dao. Um aumento significante nos
indices glomerulares que foi observado nos camundongos infectados nio
parecia estar relacionado a presenca dos parasitos nos capilares glomeru-
lares, mas foi relacionado i celularidade aumentada?8?. Observou-se
infiltragio dos tufos glomerulares por eosinodfilos e neuwrdfilos, e pela
proliferagio de células mesangiais. As alteragdes nio foram vistas no pico
da parasitemia, mas apds a terceira semana da infecgdo todas aquelas
alteragdes, que pareciam consistentes com glomerulonefrite, tornaram-se
evidentes*87. Ademais, deposi¢io de material elétron-denso com fusio
dos processos podais no lado epitelial da membrana basal foi um achado
histopatologico tipico de glomerulonefrite, similar aquele observado na
Tripanossomiase Africana experimental em macacos#87, 564, Conside-
rando-se que as infec¢des foram produzidas com formas de cultivo de T.
musculi em meio acelular, a possibilidade de uma glomerulonefrite a virus
pode ser descartada*3’.



V. TRYPANOSOMA THEILERI
A - CICLO DE VIDA NO HOSPEDEIRO E NO VETOR

Trypanosoma theileri € um parasito ubituoso do gado domestico, e & o
tipo-espécie do subgénero Megatrypanum. T. theileri & um dos maiores
tripanossomos de mamiferos e o comprimento das formas adultas
variam de 10 a 130 um. Os estagios adultos, que s3o as formas do parasito
usualmente presente no sangue, tém uma extremidade posterior afilada e
tipica, e alcangam sua espessura maxima no meio, tornando-se progressi-
vamente mais estreitos em dire¢io a extremidade anterior. O nucleo
ocupa a posi¢do central, e seu cinetoplasto fortemente corado estd
localizado em uma posigao intermediaria entre o nicleo e a extremidade
posterior. Os parasitos adultos também mostram um citoplasma finamen-
te granular e um flagelo livre com um quarto do comprimento total !, 565,
Formas em divisio de T. thederi sio descritas em infeccdes severas
usualmente agravadas por uma doenca concomitante. Os flagelados
do sangue dividem por fiss3o binaria desigual. A divisio é precedida por
alteragoes na morfogénese com transformagio em estagios epimastigotas
em que o cinetoplasto esta situado préoximo ao nucleo. Os flagelados
ancestrais, distinguidos por seu comprimento maior e pela presenga de
uma membrana ondulante, ddo origem a epimastigota-filha maior com
um flagelo longo, e uma forma menor, com um flagelo curto. Essas for-
mas jovens desenvolvem gradualmente para os estagios adultos, quando
seu corpo torna-se afilado e o cinetoplasto vira para a extremidade poste-
rior do corpo 1. Multiplicagio do T. theileri também ocorre nos 6rgios in-
ternos dos animais infectados, onde, em adigio a divisdo do parasito nos
estagios epimastigotas por fissdo binaria, ele pode assumir a forma de
fissao maltipla no estagio ““plasmodial” 566.

Uma grande maioria de publicagio implica as espécies Tabanida
como vetores de T. theileiri. A presenga de Tripanossomatideos flagelados
nas moscas de cavalo fémeas hematofagas, com metatripanossomos tipicos
no intestino posterior, levou os primeiros investigadores a associa-las
como possiveis vetores de T. theileri . Quando o parasito do sangue de
gado foi permitido propagar-se em meio de cultura, eles produziram
estagios de desenvolvimento indistinguiveis dos flagelados da mosca de
cavalo. O estagio predominante no intestino do vetor e hospedeiro
intermediario compreende os epimastigotas tipicos, que dividem-se por
fissdo binaria, dando origem a individuos menores, que se transformam
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em tripomastigotas alongados. No intestino posterior os Ultimos estagios
transformam-se em metatripanossomos curtos e infectivos | A transmis-
séo tem sido obtida experimentalmente pela via contaminativa, quando
bovinos adquiriram a infeccdo apds receberem por viaoral os contetdos dos
intestinos fragmentados de Tabanus striatus que albergavam os flagelados567.
Em adicdo ao T. striatus, tem sido demonstrado conclusivamente que 0s
flagelados T. glaucopis e Haematopota pluvialis sdo estagios de desenvolvi-
mento do T. theileri * Mais de 25 espécies de Tabanidas dos géneros
Ghrysops, Haematopota Pangonia e Tabanus tém mostrado esses flagelados nos
seus intestinos, e tém sido considerados como vetores do T. theileri 568-570.

Transmissao congénitado T. theilen tem sido observada 1,565,571,573.
Pelo menos em um caso a infeccdo estava associada com aborto .
Entretanto, a infecgdo tem sido descritaem varias ocasifes em bezerros e,
também, em fetos bovinos 571,572 £m outro caso o parasito foi recupera-
do em cultura de tecido do rim de um feto bovino removido em um aba-
tedouro 573. A importancia da transmissdo congénita do T. theileri per-
manece para ser investigada. Mostrou-se que a disseminacgéo da infeccéo
pode ser feita pelo homem acidentalmente através da inoculacao de san-
gue bovino fresco no curso de imunizacéo contra outras doencas infeccio-
sas 1 Ultimamente muita atencdo tem sido voltada para a descricéo de tri-
panossomos em carrapatos Haemaphysalis flava, Rhipicephalus sanguineus,
R. pulschellus e Boophilus decoratus 569, 570 g achado do tripanossomo em
glandula salivar daqueles carrapatos tem sugerido que o T. theileri pode ser
transmitido pela via inoculativa. Entretanto, ndo se tem feito tentativas
para transmiti-lo para o gado e, até aqui, os carrapatos ndo sdo aceitos
como vetor do T. theileri « 565

B - RELACOES PARASITO/HOSPEDEIRO

O T. theileri é restrito a bovinos, em cujo hospedeiro animal ele produz
uma infecgdo criptica ou latente. O curso normal da infeccdo ndo tem
sintomas, e o animal torna-se um carreador do parasito E 565. p)e fato,
exacerbacdo da infeccdo pelo tripanossomo nunca foi registrada em
infeccBes puras pelo T theileri. O curso da infeccdo ndo-complicada em
gado infectado experimentalmente mostrou que o periodo de encubacéo
varia de 4 a 20 dias, de acordo com os nUmeros de tripanossomos
inoculados. O periodo patente que se segue pode mostrar parasitemia
elevada, mas ap0s 2 a 4 semanas pode ser impossivel detectar o parasito
pelo exame microscopico do sangue periférico. A partir de entdo, uma
infeccdo subpatente ainda permanece mantendo o sangue infectante para
outros animais até cerca de um ano * Entretanto o curso natural da
infecgdo no gado pode ser alterado por uma doenca concomitante, com o
resultado de que a parasitemia pode alcangar um nivel alto por longos
periodos de tempo ![+565. ? theileri tem sido descrito em tecidos bovinos de
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vérias procedéncias além do sangue. A contaminacdo de culturas de
células de rins bovinos fetal, células de linfonodos, culturas de leucécitos e
de baco com este parasito tem sido encontrada573-576. Varias formas do
parasito tém sido descritas em tecitos de vacas infectadas 566. Amastigotas,
“formas plasmodiais” multinucleadas, promastigotas, epimastigotas e
tripomastigotas foram descritas em secgbes de linfonodos de gado,
enquanto epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas foram encontra-
das no cérebro 577-579. Tripanossomos que se assemelham ao T. theileri,
compreendendo seis outras espécies que pertencem ao subgénero
Megatrypanum, tém sido registrados em varios membros da ordem
Artiodactyla. A infeccdo natural produzida por esses tripanossomos séo
usualmente cripticas e nenhum efeito patogénico parece resultar na
grande variedade de hospedeiros animais * 565.

1. Resposta imunoprotetora

Muito pouco é conhecido dos mecanismos imunes efetores no gado,
mas esses mecanismos sdo responsaveis pelo controle das infeccdes do T.
theileri. Tem se documentado que, uma vez infectado, o gado permanece
normalmente com a infec¢do criptica por anos, enquanto nédo parece ser
necessario reinfecgdo para explicar a incidéncia aumentada de infeccdo num
rebanho, acompanhando a idade dos animais 58°. O papel que anticorpos
humorais desempenham isoladamente no controle das infeccGes €
desconhecido. Os estudos nesta area tém sido dirigidos para os mecanis-
mos de fagocitose, provavelmente porque eles parecem ser mais impor-
tantes no controle de outras infec¢cBes por tripanossomos. Tem sido
mostrado que neutrofilos, eosindfilos e macrofagos de bovinos sdo
citotoxicos para epimastigotas do T. theileri in vitro na presenca dos
anticorpos especificos 58 *. Todos os tipos de células efetoras fagocitam o
parasito pelo envolvimento do tripanossomo por peseudopodos longos.
O dano causado ao parasito € iniciado na extremidade do tripanossomo
gue entraem contato com a célula, sugerindo que adestruicdo do T. theileri
mediada pelo neutréfilo é produzida por mecanismos intracelulares e
extracelulares. A destruicdo do parasito por eosinofilos requer fusao
intergranulos antes da descarga de seu conteddo nos vacuolos parasitéfo-
ros. Os macrofagos necessitaram de mais de duas horas para produzir
lesdo severa ao parasito, enquanto os eosinéfilos precisaram de menos de
30 minutos, e os neutrofilos causaram dano similar dentro de 5 minu-
tos581. Quantidades substanciais de enzimas lisossomais sao liberadas
por essas células efetoras apds contato com as células-alvo cobertas com
anticorpo. Desde que epimasdgotas do T. theileri sejam muito grandes (10 a
130 p. de comprimento), a opsonizacao pode induzir a liberagdo
dos enzimas liticos antes que a ingestdo completa tenha ocorrido,
de forma a produzir lesdo extracelular grave. A rapidez deste dano
esta de acordo com a observacdo de que cinquienta por cento da3H-
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uridina liberada de epimastigotas previamente marcadas ocorre durante
os primeiros 15 minutos de encubacdo com neutrofilos bovinos 582
Ademais, neutréfilos, eosindfilos, mondcitos e macréfagos obtidos do
sangue periférico e glandula mamaria de vacas foram vistos ter citotoxici-
dade para T. theileri. A citotoxicidade estava associada com a presenca de
anticorpos especificos, ou quando eles eram produzidos em gado
infectado experimentalmente, ou quando eles estavam presentes no
colostro de vacas adultas. Neste teste in vitro, 0 complemento ndo pareceu
desempenhar um papel na destruicdo do T. theileri. Também, linfdcitos
de animais infectados com T. theileri ndo mediaram citotoxicidade, a
despeito da presenc¢ade anticorpos especificos no sistema 582. Entretanto,
uma associacao entre a infeccéo por esse tripanossomo e linfocitose tem
sido descrita 575. Além disso, o T. theileri parece compartilhar antigenos
com atividade mitogénica para linfocitos sensibilizados 583. Linfocitos do
sangue periférico de gado infectado com T. theileri respondem in vitro aum
antigeno preparado de culturas do parasito 584. Esta reacdo in vitro € uma
expressdo de uma resposta imune mediada por células contra o protozoa-
rio, que pode estar relacionada a linfocitose que se tem descrito no gado
infectado 583. A despeito do fato de que a destruicdo do T. theileri in vitro
pelas células fagociticas era dependente de anticorpos especificos, um
papel dos linfdcitos na ativacdo de macrofagos durante a fagocitose do T.
theileri ainda néo foi investigado. Os resultados das observacgdes apresen-
tadas acima sugerem que a destruicdo imune do T. theileri mediada por
célula ¢ um importante mecanismo efetor, responsavel pelo controle
desta infec¢do no gado.

2. Imunossupressdo

Tem sido mostrado em varias ocasifes que T. theileri pode multi-
plicar-se intensamente no sangue do gado que sofre de uma doenga
concomitante, de forma que os flagelados no sangue podem alcangar um
nivel elevado! "565. Parece, portanto, que a infecgdo concomitante diminui
a resisténcia do gado a infeccdo com T. theileri. A esse respeito, ja se
mostrou uma modificacdo adversa da sindrome reinderped em bovinos, na
épocaem que o soro imune era obtido pelainjecdo de sangue virémico no
gado e se colhia o soro dos sobreviventes565. Os animais imunizados
costumavam ter uma elevacdo da temperatura associada com a infeccéo
avirus. Entretanto, uma segunda elevacdo da temperatura nesses animais
foi considerada estar associada com altos niveis de parasitemia pelo T.
theileri. Os animais superinfectados podiam falecer num estagio em que
havia um pico desses flagelados no sangue. Foi proposto que a destrui¢ao
dos linfdcitos pelo virus reinderpest induz um efeito imunossupressor que
leva a recrudescéncia da infeccdo concomitante565. De fato, ja foi
demonstrado que certas infec¢fes a virus e bactérias suprimem a fungéo
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imune em bovinos®35. Alteragdes severas ja foram descritas em vacas
adultas infectadas com Eperythrozoon wenyoni e T. theileri®86. Diminuigio do
namero de linfocitos B circulantes, redugdo das regides de linfocitos B em
linfonodos, e presenca de um fragmento de imunoglobulina G1 no soro,
foram descritos nessa vaca superinfectada. A imunidade humoral foi
encontrada deficiente, com redugio de 1gG1, IgG2 e IgM no soro e uma
diminui¢io da resposta de linfocitos T e B. a0 mitégeno pokeweed®3. O
baixo namero de linfécitos B na circulagiio e no tecido linféide corre-
laciona-se com a hipogamaglobulinemia registrada nessa vaca. Os hemo-
parasitos presentes na vaca foram considerados como nio-patogénicos,
mas as populagdes de linfocitos e suas fung¢des ndo foram estudadas em
bovinos infectados com T. theileri. Ainda que o papel do anticorpo na
remogio de hemoparasitos da circulagio ndo esteja determinado, a

deficiéncia de anticorpo pareceu correlacionar-se com a parasitemia
elevada®8,

3. Patologia

T. theileri tem sido considerado freqlientemente como um protozoa-
rio nio-patogénico, mas alguns autores acreditam que ele pode agir como
um patégeno verdadeiro. Ainda que a infecgdo seja usualmente latente ou
criptica e nao produza manifestagbes clinicas no hospedeiro, este
tripanossomo pode multiplicar-se intensamente em animais que alber-
guem uma doenga intercorrente, €, em conseqiiéncia, o animal pode
morrer quando a parasitemnia alcanga um nivel elevado!> 356, Em adigio a
reinderpest, nameros aumentados de 7. theileri ocorrem também em
bovinos que sofrem de piroplasmose!. Também, uma depressio na
produgio de leite tem sido atribuida a infecgio com esse protozoario®¥, e
uma causa de diarréia ja descrita em associagdo com a infecgio pelo T.
theileri numa vaca®®®. Lesdes cerebrais foram descritas no gado em que
varios estagios de desenvolvimento do T. theileri estavam presentes577 579,
Ademais, infecgdo pelo T. theileri pode se estabelecer no hospedeiro por
longos periodos de tempo, no fim do qual os processos patologicos
resultantes da cronicidade da infecgio podem ser detectados. Um
exemplo desta situacao é a ocorréncia de amiloidose no gado ap6s uma
infecgio ao longo da vida com T. theileri®8%. Uma relagio ja foi descrita
entre esta infec¢io e linfocitose38!, e, em algumas ocasides, o diagnostico
de leucose bovina pode ser complicado pela presen¢a de uma infecgio
intercorrente pelo T theileri5%.
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ESCOPO






Um longo periodo de adaptacdo
evolucionéria teria conferido a cer-
tos protozoa'rios a capacidade de
perpetuarem-se em seus hospedei-
ros mamiferos oferecendo a civili-
zacdo humana exemplos notaveis
de coexisténcia pacifica? Certa-
mente este deve ser o caso de
certos tripanossomatideos descri-
tos neste livro.

O autor descreve as complexas re-
lacBes dos tripanossomos Stereo-
raria nos seus hospedeiros. Em
contraste com os pretozoarios do
grupo Salivaria, representados pe-
los tripanossomos africanos pato-
génicos. os primeiros sdo conside-
rados relativamente nao-patogéni-
cos, pois as infecgBes resultantes
nao produzem doenca reconheci-
vel e sdo usualmente in6cuos para
0 hospedeiro. Isto pode ser consi-
derado verdadeiro também para o
Trypanosoma cruzi, que causa
doenga de Chagas no homem e em
alguns animais domésticos, pois
este tripanossomo é perfeitamente
adaptavel e consegue sobreviver
em mamiferos que servem como
seus hospedeiros e reservatorios.
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