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INFLUENCIA DA RADIAGAO IONIZANTE SOBRE O

Trypanosoma cruzi
Rosa Maria Szarota

RESUMO

A Doenga de Chagas é um dos maiores problemas de saude publica
na América do Sul causando um elevado prejuizo a populagéo. A despeito dos
inumeros esforgos para o seu controle, a doenga n&o tem cura e apresenta
problemas cientificos ainda n&o esclarecidos. Considerando-se que varios
pesquisadores tém usado a radiagio ionizante para modificar protozoarios ou
propriedades imunolégicas de biomoléculas, neste trabalho foram estudados
aspectos da resposta imunologica induzida em camundongos, resistentes e
suscetiveis ao T. cruzi, utilizando formas irradiadas deste parasita. Doses baixas
de radiagéo preservaram a capacidade reprodutiva e de invasao celular. Animais
resistentes e suscetiveis, imunizados com os parasitas tratados por radiagéo,
produziram anticorpos especificos. Apds o desafio, os animais apresentaram
baixa parasitemia, com excegdo dos grupos imunizados com parasitas que
receberam apenas altas doses de radiagdo. A selecao de formas tripomastigotas
foi obtida irradiando-se os parasitas com baixas doses, o que promoveu
aprimoramento da qualidade da resposta imune, a exemplo do que se observa
quando da utilizacao de complemento.

Estes dados evidenciam a importdncia da selecdo das formas
tripomastigotas para a imunizagdo contra o T. cruzi e apontam a radiagao
ionizante como alternativa para este fim, uma vez que quando a selegfo é feita
utilizando-se complemento, depara-se com a dificuldade de sua remogéo,
colocando em risco o processo de imunizagdo por introduzir substancias

estranhas ao organismo.



INFLUENCE OF IONIZING RADIATION ON

Trypanosoma cruzi

Rosa Maria Szarota

ABSTRACT

Chagas’s disease is one of the major public health problems in South
America, promoting high prejudice to the local population. Despite the massive
efforts to control it, this disease has no cure and presents puzzling unsolved
questions. Considering that many researchers have used ionizing radiation to
modify protozoans or biomolecules, we investigated the immunological response
aspects of susceptible and resistant mice using irradiated parasites. Low radiation
doses preserved the reproductive and invasive capacities of the parasite. Both
susceptible and resistant animals, after immunization with irradiated parasites
produced specific antibodies. After a challenge, the animals presented low
parasitemia, excepting those immunized with the antigen irradiated with higher
doses. Using low radiation doses, we were able to selectively isolate
trypomastigotes, leading to an improvement in the quality of the immune response,
as previously reported when performing complement system assays.

These data highlight the importance of selecting trypomastigote forms for
immunization against T. cruzi and point towards ionizing radiation as an alternative
to achieve this selection, since when this procedure is performed using
complement, the subsequent steps are impaired by the difficulties to remove this

component from the system.
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1. INTRODUGAO

A Doengca de Chagas, também denominada tripanossomiase
americana, € uma infecgdo generalizada, essencialmente crénica causada pelo
protozoario flagelado, parasita intracelular obrigatoério Trypanosoma cruzi
(CHAGAS, 1909) que pertence a familia Trypanosomatidae (ordem
Kinetoplastida). O nome da doenga homenageia seu descobridor, 0 médico e
cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, protagonista de um caso
Unico na histéria da medicina: descreveu a anatomia patolégica, a epidemiologia,
as formas clinicas, os meios de transmisséo, a profilaxia e a sintomatologia do
mal. O nome dado ao agente etiologico, T. cruzi, homenageia outro grande
cientista brasileiro, Oswaldo Cruz, amigo e mestre de Chagas.

A infecgdo humana é restrita ao continente americano e tem uma
ampla distribuigdo geografica estendendo-se do México ao sul da Argentina
(FIG.1), com forte incidéncia no Brasil. E endémica em 21 paises, atingindo de 16
a 18 milhdes de pessoas, onde aproximadamente 100 milhdes, cerca de 25% da
populacdo da América Latina, estdo em risco de adquirir a Doenca de Chagas,
causando grande perda econdmica para o continente, devido a mortalidade e
incapacidade causada em adultos jovens produtivos economicamente (Dias et al.,
2002; WHO, 2005).

FIGURA 1. Distribuicéo da Doena de Chagas no continente americano.
(http://geo.arc.nasa.gov/sge/health/sensor/diseases/chagas.html, 2005).
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No homem, a Doenga de Chagas apresenta duas fases: uma fase
aguda caracterizada por elevada parasitemia, a qual é rapida ap6s a infecgéo e
uma fase cronica apos um periodo silencioso que pode durar varios anos. A fase
aguda nao é fatal na maioria dos casos, é geralmente observada em crianca,
caracteriza-se por febre, enfartamento de ganglios, esplenomegalia e
hepatomegalia, ou inflamag¢éo no local da infecgdo. Na maioria dos casos, apos
um periodo sem manifestagdes clinicas, quando os individuos infectados podem
permanecer sem sintomas, aproximadamente um ter¢o dos casos agudos
desenvolvem, apods 10 a 20 anos, a fase cronica, que causa lesdes irreversiveis
afetando 6rgéos como coragdo, esdfago e colon, com dilatagdes e desordem na
condugao nervosa destes drgdos (Rey, 1991; Rassi et al., 1997, WHO, 2005).
Estima-se que 27% dos infectados desenvolvem cardiopatia cronica que pode
levar & morte subita por faléncia do coragao; 6% desenvolvem danos digestivos
principalmente megaviscera e 3% apresentam envolvimento do sistema nervoso
periférico. Foram observadas severas alteragbes e comprometimento do aparelho
digestorio causados pelo T.cruzi, na infeccdo experimental em camundongos,
como aumento do colon, alteragdes da camada muscular do intestino e a perda
das dobras do colon e plexos mioentéricos (Guillen et al., 2001).

Na fase aguda, a infecgdo induz danos nas terminagdes nervosas
simpaticas do coragdo em ratos, com significante parasitismo do miocardio e
numerosos macrofagos ativados, sugerindo o envolvimento de macrofagos e
fatores do parasita (Mello & Machado, 1998).

A Doenca de Chagas tem sido considerada por alguns pesquisadores
como uma doenga auto-imune por reacdo de antigenos cruzados. Células
cardiacas, neurais, nervos periféricos, plexo mioentérico entre outras tém reacgéo
com antigenos de T.cruzi. Ha descrigdo de um epitopo da miosina cardiaca,
especifico de reacdo cruzada com antigeno de T.cruzi, o qual tem sido sugerido
como iniciador da reacé@o auto-imune cardiaco especifica durante a Doenca de
Chagas.

O T.cruzi apresenta um ciclo biolégico complexo, envolvendo um
hospedeiro invertebrado, triatomineo hematdfago da subfamilia Triatominae, e
varias espécies de mamiferos, inclusive o homem.

A doenca pode ser prevenida principalmente pelo controle do inseto transmissor,

o barbeiro, e pela selecdo de doadores em bancos de sangue. Embora possa ser



SZAROTA, R.M. Influencia da Radiagao lonizante sobre Trypanosoma cruzi 3

curada, em geral no inicio, a doenga ainda é endémica em muitas areas do
interior do pais, exigindo pesquisas sobre novas drogas contra o 7. cruzi e novas
formas de combater o barbeiro. Um grande avango no combate & transmissao da
Doenga de Chagas tem sido realizado pelo controle da presenga de triatomineo
hematéfago no ciclo doméstico do T.cruzi nos diferentes paises da América do
Sul. Especificamente no Brasil estdo sob controle 10 estados (WHO, 2005). O
tratamento é limitado a toxicidade dos medicamentos, benzonidazol e nifurtimox,
indicados para o tratamento de casos agudos, crénicos recentes ou de baixa
idade (15 anos ou menos), na reativagdo da parasitemia em casos de queda das
defesas imunologicas (por drogas imunossupressoras e radiagbes), em co-
infeccdes pelo virus HIV, para prevenir a infecgdo em acidentes de laboratério e
em transplantes com doador infectado.A pouca eficacia da quimioterapia contra o
parasita nos individuos cronicamente infectados, desenvolve as formas cardiaca e
digestiva da doenga, que ainda € o maior problema de salde para o paciente

chagasico, além de poder reativar a doenga em imunodeficientes.

1.1. Trypanosoma cruzi

A morfologia do T.cruzi depende da forma analisada, sendo alongado
com flagelo que se estende ao longo da célula formando a membrana ondulante
nas formas tripomastigotas e epimastigotas, e ovais sem flagelo, nas amastigotas.
Como organismo eucariotico, apresenta nucleo central, mitocéndria gue se
estende por todo comprimento do parasita, aparelho de Golgi, reticulo
endoplasmatico, ribossomos, flagelo Unico e membrana ondulante (FIG.2).
Apresenta uma organela em forma de disco e composta de DNA {K-DNA) envolto
por dupla membrana mitocondrial, denominada de cinetoplasto, que ¢
caracteristica da familia e, dependendo da sua posi¢do na célula do parasita em

relagdo ao nucleo, da-se o nome as formas evolutivas (Hoare, 1972).
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FIGURA 2. Corte da forma epimastigota de T.cruzi (microscopia eletrénica).
Podem ser observados nucleo (N); cinetoplasto (C); flagelo (F);
mitocondria (M); vacuolo (V); bolsa flagelar (BF).
(http://www.ciencia-hoy.retina.ar/hoy02/trypanosoma.htm, 2005)

As abordagens biolégicas e moleculares dos estudos do T. cruzi tém
mostrado uma diversidade em parasitas isolados de areas geograficas diferentes
(Higo et al., 2004). De fato, o T. cruzi &€ formado por grupos de subpopulagbes
heterogéneas que apresentam caracteristicas especificas, incluindo histotropismo
distinto. Estes estudos demonstraram que a populagdo do T. cruzi € complexa,
composta por diferentes linhagens, que circulam ou nos ciclos de transmissao
silvestre (T. cruzi |) ou nos de transmissdo doméstica (7. cruzi Il). A interagéo dos
clones com diferengas infectantes do complexo “cruzi” e o hospedeiro humano ira
determinar a morbidade da doenca (Devera et al., 2003; Macedo et al., 2004).

1.1.1. Ciclo biolégico

O ciclo biolégico do T.cruzi € complexo e envolve as formas:
tripomastigota, epimastigota e amastigota. O homem e outros mamiferos,
considerados hospedeiros definitivos, sdo naturalmente infectados por formas
tripomastigotas metaciclicas, transmitidas por triatomineos hematéfagos da
subfamilia Triatominae, junto com as dejegbes durante o repasto sanguineo
(FIG.3). Apos penetrarem no organismo, através de solugdo de continuidade da
pele ou mucosa integra, as formas tripomastigotas metaciclicas transformam-se
em amastigotas dentro de células, as quais se reproduzem por sucessivas
divisbes binarias e transformam-se novamente em tripomastigotas. A célula
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parasitada se rompe e as formas, através da corrente sanguinea e linfatica,
podem parasitar outras células (principalmente fibras musculares cardiacas, lisas
e estriadas, macrofagos, células de Schwan e neurdnios) ou serem ingeridas pelo
hospedeiro intermediario.

No hospedeiro intermediario a forma tripomastigota do parasita, apos
ser ingerida durante o repasto sangiineo do triatomineo em individuo parasitado
pelo T.cruzi, transforma-se em forma epimastigota que se multiplica por divisdo
binaria no intestino médio e, no intestino posterior, transforma-se em
tripomastigota metaciclico, saindo junto com as dejegdes do inseto durante o
hematofagismo (Hoare, 1972; Brener, 1997).

Estdgios de desenvolvimento no triatomineo Estdgios de desenvolvimento no homem

Durante o hematofagismo, o tristomineo Tripomastigotas metaciclicas penetram
onmempoumsligda metaciclica pelas omscﬂ.&aspréﬁrmaobmlde
Tripomastigota metaciclica fezes penetragéo do parasita no hospedeiro e

na retal transformam-se em amastigotas
o —

L 7] no intestino
Tripomastigotas padem invadir outras
células, transformarem-se em
% amastigotas e continuar a muttiplicagéo
Epimastigota no e
_ @ Amastigotas intracelulares
Tristomineo durante o repasto readquirem a forma tripomastigota,
sanguineo ingere tripomastigotas lisam a célula hospedeira & caem
na circulagéo

G?wi:/‘ Tripomastigota - forma alongada com cinetoplasto posterior ao nticleo; o flagelo forma uma extensa
membrana ondulante e torna-se livre na porgédo anterior da célula.

éﬁﬁ Epimastigota - forma alongada com cinetoplasto justanuclear e anterior ao nicleo; o flagelo forma uma
pequena membrana ondulante lateralmente e torna-se livre na porgéo anterior da célula.

@ Amastigota - forma arredondada, com flagelo curto que ndo se exterioriza..

FIGURA 3. Ciclo Biolégico do T.cruzi no hospedeiro definitivo (homem e outros
mamiferos) e no hospedeiro intermediario, triatomineos, popularmente
conhecidos como barbeiro. ( http://www.dpd.cdc.gov/dpdx modificado,
2005).
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1.1.2. Transmissao

A transmissé@o pode ocorrer naturalmente ao homem e a mais de 100
espécies de mamiferos, silvestres e domésticos, de diferentes ordens, pelo vetor
biolégico hematdfago da subfamilia Triatominae (80 a 90%) (FIG.4). A
transmissa@o ocorre ainda por transfusdao de sangue (5 a 20%), transplante de
orgaos (rim ou coragao) e, com menor incidéncia, transmissdo congénita (0,5 a
8%), por meio de alimentos contaminados com fezes de triatomineos,
amamentacgéo ou acidentes de laboratério (Neto et al., 1996; Brener, 1997; Dias,

2000). A transfus@o de sangue € o segundo meio mais freqliente de transmissao
da Doenca de Chagas em paises endémicos.

FIGURA 4. Triatoma infestans, triatomineo hematéfago, hospedeiro
intermediario da Doencga de Chagas ( http://icb.usp.br/
marcelcp/Imagens/f-hemilic.jpg, 2005).

A profilaxia para Doenga de Chagas inclui controle quimico do vetor,
melhoria das habitagbes em regides endémicas para evitar a domiciliagdo do
vetor, controle da transmissdo transfusional através da triagem sorologica de
todos os doadores de sangue e adogao de normas de biosseguranga para evitar a
contaminagao em laboratérios (Dias ef al., 2002).

Os estudos sobre T.cruzi e Doenga de Chagas sao voltados ndo s6
para a educagao das populacdes expostas a transmissao natural pelo inseto vetor
e controle do vetor; ha estudos que propdem alternativas profilaticas importantes
para areas endémicas. Para a triagem sorolégica dos doadores de sangue, que
nao € sempre realizada, foi preconizada a utilizagéo de drogas tripanocidas como
a violeta genciana pura ou em conjunto com acido ascorbico e foto-irradiagéo,
diminuindo dessa forma a concentragdo da violeta genciana. A violeta genciana
altera a cor do sangue, o que torna a sua utilizagdo nédo bem aceita (Ramirez et
al., 1995; Souza et al., 1996). Estes estudos voltam-se para o aprimoramento do

CME‘-F'-‘.-" T (L LEAR/SP-IPEN



SZAROTA, R.M. Influencia da Radiagao lonizante sobre Trypanosoma cruzi 7

diagnostico e tentativa de imunizagdo dos individuos frente a possibilidade de

exposicéo as formas tripomastigotas metaciclicas.

1.1.3. Relagao parasita-hospedeiro

A Doenga de Chagas € muito antiga nas populacgdes latinas, 9.000
anos atras, como demonstrado por Aufderheide e colaboradores( 2004), através
do encontro de DNA de T. cruzi em tecidos de 40,1% de 283 mumias humanas
da regiao do deserto de Atacama, norte do Chile e sul do Peru. Estes resultados
sugerem gue o ciclo silvestre estava estabelecido antes dos primeiros povoadores
humanos do segmento da costa Andina (membros da cultura Chinchorro)
entrarem em contato com outros mamiferos hospedeiros do parasita.

A causa para prevaléncia da doenga entre os primeiros povoadores da
América do Sul foi o estilo de suas casas, feitas de palha, o tipo de esconderijo
considerado ideal para os insetos transmissores. Muitos animais adaptaram-se a
presenca do T.cruzi , manifestando poucos ou nenhum efeito consequiente da
parasitemia. Provavelmente a doenga é mais antiga entre animais silvestres. Nos
dias de hoje, sdo encontrados percentagens semelhantes de individuos
parasitados nas populagbes, sendo a varia¢do na severidade da doencga devido
ao polimorfismo genético ou expressao da trans-sialidase pelo parasita.

A protecgao contra T.cruzi € dependente da imunidade inata e adquirida,
que séo reguladas por citocinas (Silva ef al., 1995; Abrahamsohn & Coffman,
1986). IFN-y recombinante tem capacidade de ativar macréfagos para matar
T.cruzi e quando administrado em camundongos observou-se um aumento da
resisténcia (Reed, 1988; Hoff, 1975). Observou-se que a neutralizacdo da IL-4
reduz a parasitemia e mortalidade, sugerindo que a IL-4 enddgena induz a
suscetibilidade ao T.cruzi, principaimente por supressio da produgido de IFN-y e
oxido nitrico, os quais tém atividade tripanocida. Em relagdo a infecgao pelo
T.cruzi, foi observada a suscetibilidade de camundongos da linhagem BALB/c e
resisténcia da linhagem C57BL/6 (Hiyama et al., 2001). Takehara e colaboradores
(1981) demonstraram a prote¢do em camundongos suscetiveis, na fase aguda da
infecgdo, devido a transferéncia de soro imune e demonstraram que a protegéo é
devida aos anticorpos da classe de imunoglobulinas (Ig) G, particularmente
IgG2b. Os autores sugerem que estes anticorpos mantém a parasitemia em nivel

muito baixo na fase cronica da infecgéo, levando a um equilibrio entre o parasita e
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o hospedeiro. Avaliando-se os anticorpos de camundongos irradiados com dose
subletal do corpo inteiro (8 Gy), foi observada a manutencao do nivel constante
de anticorpos antes e apés a irradiagdo, mas o nivel de anticorpos livres diminuiu
apos a irradiagao, sugerindo que estes sdo importantes no controle da fase
crénica (Umekita et al., 2000).

O grande desafio da Doenga de Chagas é entender o mecanismo
imunologico que controla a multiplicagéo do T.cruzi durante a infecgdo cronica e a
imunopatogenese. Tais conhecimentos podem contribuir para novas tentativas de
tratamento e/ou evitar o desenvolvimento da forma sintomatica da Doenga de
Chagas (Brener & Gazzinelli, 1997; Dias et al., 2002).

Varios tipos de vacinas estdo sendo testados para a Doenca de
Chagas e nas inimeras propostas, conseguiu-se atenuar a infec¢do experimental.
Entre estes imunégenos ha parasitas atenuados da cepa CL-14 (Paiva et al.,
1999), plasmideo contendo gene da transialidase de T.cruzi e formas sangliicolas
da cepa Y (Umekita ef al., 1999). Os experimentos tentam explicar a complexa
resposta imunoldgica, tanto celular quanto humoral.

Ha variacdo nos tipos das formas dos parasitas nas tentativas de
imunizagdo como as utilizadas para testes sorolégicos na pesquisa de anticorpos.
As formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas, encontradas no intestino
do triatomineo, podem ser encontradas em cultivo entre 26,6°C a 28°C. As
variagbes das formas nas culturas s&o influenciadas pelo pH modificado das
culturas devido ao metabolismo do parasita e idade do cultivo (Hanson et al.,
1976). Tomlinson e colaboradores (1995) observaram que o pH acido e a indugéo
acida extracelular levam a transformacgao de formas tripomastigotas em formas
arredondadas, semelhantes as amastigotas.

Berrizbietia e colaboradores (2004) realizaram estudo com trés testes
imunoenzimaticos para o diagnédstico da Doenga de Chagas desenvolvido com
formas fixadas (epimastigota, amastigota, tripomastigota) do T.cruzi, onde todos
os testes com soros positivos tiveram 100% de sensibilidade e quanto a
especificidade, 97,6% para amastigota, 98,3% para epimastigota e 99,3% para
tripomastigota, que permaneceu estavel por mais de 4 meses a 4°C e 3
temperatura ambiente. Os autores sugerem a utilizacdo de testes

imunoenzimaticos com formas tripomastigotas em bancos de sangue.
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Ha desta forma necessidade de se aprofundar os estudos com as
formas tripomastigotas, para tanto alguns autores tém utilizado técnicas para
purificar as formas tripomastigotas como Jacobson e colaboradores (1992), que
observaram que as formas epimastigotas s&o lisadas via complemento. As
formas tripomastigotas de cultivo celular e as sanguicolas nao s&o lisadas
somente por complemento, mas na presenga de anticorpo especifico para o
parasita e complemento. CHAO e colaboradores (1985) observaram que ha
subpopulagdes de tripomastigotas onde ocorre lise discreta quando tratadas com
complemento. Compararam também a lise entre as formas de cultura de T.cruzi
por soro de camundongo normal ou rato, e observam que € restrita as formas
epimastigotas enquanto as tripomastigotas metaciclicas s&c mais resistentes.
Entretanto pode haver lise entre 12 a 26% das formas tripomastigotas
metaciclicas com complemento recentemente coletado, sendo que o
congetamento reduz os titulos de lise.

Para a purificagao de formas tripomastigotas de T.cruzi em cultivo
celular, Hiyama e colaboradores {2001) utilizaram CM - celulose, obtendo 99% de
formas. Parussini e colaboradores (1998) observaram que a diferenga de cargas
totais nas membranas entre os estagios epimastigota, amastigota e tripomastigota
do T.cruzi apresentada esta relacionada ao isomorfismo da proteinase de cisteina
identificada em epimastigota e que faz parte da membrana citoplasmatica. Paiva
e colaboradores (1999a) utilizaram a purificagdo de formas tripomastigotas
metaciclicas em coluna de DEAE celulose.

Diversos trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de descobrir
novos tratamentos e ainda produzir vacinas eficazes contra os protozoarios
causadores de diversas doengas no homem. Porém, as vacinas produzidas com
antigenos de parasitas mortos ou com proteinas especificas mostraram-se pouco
eficazes ou com baixa especificidade (Marzochi et al., 1998), quando comparados
com outros métodos como, por exemplo, 0 uso de parasitas irradiados com
radiagdo ionizante (Alexander, 1982).

A radiagdo ionizante vem sendo uma importante ferramenta
empregada desde a década de 50, onde a irradiagéo de larvas de Dictyocaulus
viviparus, causadores de bronquite parasitaria em gados, tornou possivel a

produgao de uma vacina eficaz. Efetivas imunizagdes, em animais de laboratoério,



SZAROTA, R.M. Influencia da Radiagéo fonizante sobre Trypanesoma cruzi 10

tém sido alcancadas com varias espécies de protozoarios irradiados (Wales &
Kusel, 1992).

1.2, Radiagao ionizante

A ionizacéo € o principal meio pelo qual a energia da radiagio ionizante &
transferida para tecidos biologicos. E o processo pelo qual um ou mais elétrons
sao retirados das camadas mais externas de um atomo ou molécula, resultando
na formac&o de um par idnico, negativo ou positivo.

Em adi¢ado & ionizagdo, ocorre a excitacio, onde um elétron, da camada
externa de um nucleo-alvo, absorve energia suficiente para elevar seu estado
energético, permanecendo associado ao atomo e emitindo energia sob forma de
radiagao visivel ou ultravioleta (Grosch & Hoopywood, 1979).

A radiagdo, por promover desdobramento das moléculas protéicas, as
tornam mais sensiveis aos outros fatores fisico-quimicos. Além disso, a radiagéo
pode colaborar para a formagao de ligagdes covalentes intermoleculares levando
ao surgimento de dimeros, trimeros e outros.

A irradiagdo de proteinas, em solugdo aguosa, tem sido estudada por
causar mudangas quimicas e altera¢des nas propriedades fisico-quimicas e nas
estruturas primarias, secundarias e terciarias das proteinas. Estas mudancgas
estao relacionadas com perda de atividade biolégica, além de poder interferir nas
propriedades imunologicas apds a irradiagao.

Esses efeitos em macromoléculas s&do potencializados quando o
fendmeno ocorre em salugdo aquosa. Ha deposigdo da maior parte da energia da
radiag&o nas moléculas de agua, pelo processo denominado de raditlise da agua.

Os efeitos causados pela radiagdo sao decorrentes da interagao entre
a acgao direta e a indireta. Na a¢o direta sobre a molécula alvo, ha transferéncia
de energia, provocando ionizagao e alteragdes nas propriedades fisico-quimicas e
perda de fungéo bioldgica, como enzimatica, hormonal ou téxica e com alteragéo
das propriedades imunologicas (Hrazdira & Skalka, 1970). O efeito indireto da
radiagdo ocorre com o material em solug8o e é maior na presenga de oxigénio e
conta com o efeito protetor de outras possiveis substancias organicas presentes
no meio. Este fato mostra que o efeito final diferird de acordo com as condigtes
de irradiagdo. Uma vez que a agua constitui a grande maioria do material

biolégico, muitas das interagbes da radiagdo resultam na produgdo de OH’,
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elétron aquoso, H:02 e uma variedade de produtos potencialmente danosos.
Esses produtos da radiélise da agua podem difundir e reagir com macromoléculas
bioguimicamente ativas, causando perda de atividade biologica (Nascimento et
al., 1996).

Varios autores tém usado a radiagdo ionizante para modificar
protozoarios, buscando novas alternativas de tratamento e diagnéstico. Hanson et
al. (1976) irradiaram, com 2 kGy, formas tripomastigotas e amastigotas
procedentes de cultivo, tornando-as incapazes de produzir infeccdo em células
VERO ou camundongos isogénicos susceptiveis. lmunizaram camundongos com
estas formas e, apds desafio, observaram diminuicéo da parasitemia, dos sinais
da fase aguda da doencga e da mortalidade dos animais.

Trabalhos como este serviram de estimulo para entender os
mecanismos envolvidos na resposta imune humoral desencadeada pelo T. cruzi
usando como ferramenta a radiacao ionizante. Em resposta ao tratamento com a
radiagé@o ionizante, o parasita pode apresentar modificagdes em sua membrana
celular pela oxidagao de moléculas, o que pode melhorar a resposta imunolégica
por facilitar o processo de apresentagido de antigenos ao sistema imunologico.
Em adi¢éo a obtengao de um melhor imundgeno, ha a possibilidade de selegao
de formas tripomastigotas metaciclicas as quais sao encontradas em menor
quantidade nas amostras de cultivo, tornando possivel obter quantidades
significativas destas formas infectantes do T.cruzi relacionadas & inducdo de

protecao.



SZAROTA, R M. Influencia da Radiacéo lonizante sobre Trypanosoma cruzi 12

2. OBJETIVOS

Estudar imunégenos irradiados capazes de gerar imunidade humoral e protecao

contra Trypanosoma cruzi em camundongos.

Especificamente:

« Determinar a dose de radiagdo em fonte de ®*°Co que inibe a reproducao

dos parasitas mantendo suas caracteristicas morfologicas e biologicas;

» Analisar in vivo a manutencdo da viabilidade do parasita e inibicdo da

reprodugdo segundo a parasitemia e ativagao do sistema imune;

» Comparar a resposta imunolégica entre camundongos suscetiveis e

resistentes ao T. cruzi;

o Avaliar a capacidade da radiagdo ionizante de selecionar formas do

parasita com maior capacidade imunogénica e indutora de protegao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes
Os reagentes quimicos utilizados nos experimentos eram de grau pro-
analise e a agua, purificada em sistema Milli Q (Millipore). A especificacéo de

alguns reagentes esta citada ao longo do texto.

3.2. Trypanosoma cruzi
Neste trabalho foram utilizadas formas da cepa Y de Trypanosoma
cruzi de cultivo para os experimentos de imunizagdo e formas sangiiicolas para

desafio de animais imunizados.

3.2.1. Formas de T.cruzi mantidas em cultivo

As formas de T.cruzi, para manutencdo em cultivo e posterior
utilizagdo nos experimentos, foram cedidas pela Dra. Eufrosina S. Umezawa do
Laboratorio de Protozoologia do IMT-FMUSP-SP.

3.2.1.1. Manutencgao em laboratorio do T.cruzi

As formas de T.cruzi foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion
Tryptose) com S.F.B. a 10% sem antibidtico, e incubadas a temperatura de 26°C
em estufa tipo B.O.D. Procedeu-se o repique das culturas a cada 7 dias.

O meio LIT (pH 7,35) foi preparado segundo protocolo padrio
estabelecido pelo Laboratério de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical
(anexo A).

Nos experimentos foram utilizados parasitas com 7 dias de cultivo,

contendo formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas.
3.2.1.2. Contagem de parasitas
Para estabelecer o niumero de parasitas durante os experimentos

foram feitas contagens das amostras, utilizando diluigbes seriadas, na base 10, do

CnsP-IPEN
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meio contendo parasitas em tampao fosfato pH 7,2 com formaldeido a 2%. As
contagens foram realizadas em cdmara de contagem de Neubauer, com 0,9 mm®
de volume total da camara espelhada, utilizando 10pl da amostra diluida em

duplicata.

3.2.2. Formas sangiiicolas

Tripomastigotas sanglicolas de T.cruzi foram utilizadas no desafio de
animais pré-imunizados. Estas formas foram mantidas em camundongos CBA,

com repiques a cada 7 dias, e foram cedidas pelo Dr. Luiz Augusto C. Passos do
CEMIB/UNICAMP.

3.3. Animais experimentais

A fim de avaliar a infectividade e capacidade imunogénica das formas
irradiadas de T.cruzi, foram realizados estudos com camundongos machos
iIsogénicos, com aproximadamente 20g, das linhagens BALB/c e C57BL/G,
respectivamente susceptiveis e resistentes a infecgéo pela cepa Y de T. cruzi.
Estes animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina
da USP e mantidos com agua e ragac comercial ad libitum na Divisdo de Animais
de Laboratéorio do IPEN (DALI).

Todos os procedimentos com animais seguiram os “Principios de Etica
na Experimentagdo Animal” (COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentagio

Animal).

3.4. Irradiaga@o de amostras

O processo de irradiagéo foi realizado no Centro de Tecnologia das
Radiagbes (CTR) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares -
IPEN/CNEN-SP, em fonte de ®*°Co (GAMMACELL, Atomic Energy of Canada,
Ltd.), de forma homogénea, em presenga de oxigénio, a uma taxa de dose de
4,29 kGy/hora.

Foram irradiadas formas de cultivo de T.cruzi, com e sem tratamento

com complemento de cobaio.
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3.4.1. Amostras de T.cruzi

Para a irradiagdo das amostras de T.cruzi a concentracdo era de
1X10’ parasitas por mililitro de meio LIT sem S.F.B.

As doses de radiagéo utilizadas foram 100 e 400 Gy, com atenuador
de 80% a uma taxa de dose de 0,429 kGy/hora, e 1 kGy a 6 kGy, sem atenuador.

Durante todos os procedimentos foi mantida uma amostra controle do
lado de fora do irradiador.

Todas as amostras tratadas por radiagéo foram lavadas com meio LIT
antes de serem utilizadas.

As amostras tratadas com radiagdo efou complemento e/ou
posteriormente com radiagdo de 2 kGy, foram lavadas entre os procedimentos,

com intervalo superior a 3 horas. Utilizou-se dose fracionada.

3.5. Viabilidade das formas irradiadas de T. cruzi
Para avaliar a viabilidade das formas e definir as doses de radiagdo a
serem adotadas durante os procedimentos, foram observados os seguintes

aspectos: inibi¢&do da reproducao in vitro, teste do MTT e invaséo de células RAW.

3.5.1. Aspectos da Biologia Celular
3.5.1.1. Teste de viabilidade por diluigao limitante

A viabilidade das formas irradiadas de T. cruzi foi avaliada em
diferentes concentragdes por meio da reproducgao in vitro.

Foram irradiadas formas de parasitas de cultivo na concentragdo de
1X10" parasitas por mililitro de meio LIT sem S.F.B., com doses de 100 e 400 Gy,
com atenuador de 90% e com doses de 1; 2; 3; 4; 5 e 6 kGy para avaliagdo da
morfologia e capacidade reprodutiva.

Os parasitas irradiados e nao irradiados (controle) foram colocados em
placas com 96 pogos (CORNING®), com diluicio progressiva (1:5), na
concentracao inicial 1X10’ parasitas por mililitro em meio LIT com 10% S.F.B. As
placas foram incubadas em estufa tipo B.O.D. & 26°C. As culturas foram
acompanhadas por morfologia e movimentos em microscopio invertido, sem

interrupg&o do cultivo.
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A observagao da morfologia fina e a contagem dos parasitas foram
realizadas semanalmente por microscopia optica convencional em camaras de

Neubauer em microscopia a fresco ou coradas pelo método de Giemsa.

3.5.1.2. Ensaio de invasao celular por T.cruzi de cultivo irradiado.

Foram utilizadas células RAW (tumorais de BALB/c) em meio RPMI
1640 enriquecido com 10% de S.F.B. e acrescido de gentamicina. Em placas
estéreis com 24 pogos (CORNING®), cada poco contendo laminula estéril,
semeou-se 2x10° células/ 500ul meio de cultura. Apos incubacdo por 24horas, em
estufa de CO; a 37°C, aspirou-se o meio de cultura e em seguida foram
adicionados 500 pl de solugdo contendo parasitas na proporgéo de 1:5 (relagéo
células/parasitas). Os parasitas utilizados foram aqueles irradiados com doses de
100, 400 e 1000 Gy ou irradiados com doses de 100 e 400 Gy, tratados com
complemento e posteriormente irradiados com 2 kGy. As amostras foram
mantidas em estufa de CO; a 37°C. As lavagens foram feitas com solugéo salina
estéril a 4°C, apos 3, 24 ou 96 horas de cultivo e, em seguida, as laminulas foram
secas e fixadas com metanol (300 pl/2minutos/pogo). Adicionou-se solugio
corante de Giemsa por 10 minutos, lavou-se por 2 vezes com agua destilada e as
laminulas, apos nova secagem, foram colocadas sobre gota de balsamo sintético

em uma lAmina.

3.5.2. Ensaios metabdlicos com T. cruzi - teste MTT
Para detectar alteragbes na capacidade respiratoria do parasita
irradiado,  utilizou-se o MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-
difeniltetrazolio) Sigma®, um cromégeno que age como substrato no processo
respiratério oxidativo das mitoctndrias. O subproduto formado, denominado
formazan, torna possivel quantificar as células viaveis do sistema utilizado (Tada
et al., 1986). |
Para o procedimento foram adicionadas, em placa de 96 pocos
(CORNING®), aliquotas com 1x10° formas de parasitas por 100 pl de meio, das
formas irradiadas e do controle (parasita sem irradiar). Em seguida, foram
adicionados 15 pl de solugdo de MTT na concentragdo de 5mg/ml. Apds 4 horas

de incubagdo a 26°C, foram adicionados 80 pl de SDS-HCI 10% por pogo.
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Transcorridas 18 horas a 26°C, foi feita a leitura em comprimento de onda de
570nm.

3.6. Selecdo de formas tripomastigotas metaciclicas de T.cruzi utilizando
soro de cobaio

Com a possibilidade de selecionarem-se formas tripomastigotas
metaciclicas pelo uso da radiagdo, adotou-se como padrdo o tratamento de
amostras de parasitas com soro de cobaio.

Complemento de cobaio, rato ou camundongo ¢ utilizado para
selecionar formas ftripomastigotas de culturas como as utilizadas, contendo
misturas de formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas, pois causa lise

das formas epimastigotas, sem afetar as tripomastigotas (Umekita et al., 2001).

3.6.1. Obtenc¢ao de complemento de cobaio

O complemento utilizado nos experimentos foi obtido a partir da sangria
de cobaio de experimentagdo, com origem conhecida, e isentos de infec¢éo por
tripanossomatideos. Apés retragdo do coagulo o soro foi coletado, aliquotado e
imediatamente mantido congelado a — 18° C.

3.6.2. Ensaio de sele¢do de formas metaciclicas

Para os experimentos foram utilizadas amostras de T.cruzi mantidas
em meio LIT sem S.F.B. irradiadas com 100 e 400 Gy com atenuador de 90%, e
amostras sem tratamento prévio por radiagdo. Foram utilizados soro de cobaio “in
natura” e soro de cobaio irradiado com 2 kGy.

Para realizar tal procedimento as amostras, irradiadas ou nao, foram
centrifugadas e o sedimento re-suspenso em meio LIT sem S.F.B. Aliquotas de
500ul das amostras foram transferidas para pogos de placa com 24 pogos
(CORNING®), em duplicata. Adicionou-se 20% (100pl) de complemento de
cobaio. A placa foi mantida a 37°C por 3 horas. Para interromper a reagéo, foram
adicionados 600pl de solucdo fisiolégica estéril e gelada. As amostras foram
centrifugadas a 10.000g /10°C por 10 minutos e o sedimento foi re-suspenso em
volume suficiente para obter uma concentragdo final de 1X107 parasitas por

mililitro de meio LiT sem S.F.B. Algumas amostras tratadas com 100 e 400 Gy e,
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posteriormente, com complemento foram irradiadas com 2 kGy.

3.7. Ensaio imunoldgico

A fim de avaliar as propriedades imunogénicas das formas de T.cruzi
irradiadas, foram realizados experimentos de produgéo de anticorpos anti-T. cruzi
e acompanhamento da parasitemia e mortalidade de animais pré-imunizados e
desafiados com formas sanguicolas.

Os animais utilizados, camundongos BALB/c e C57BL/6, foram
divididos em grupos de 4, 6 e 8 animais, 0s quais receberam 4 inoculos de 1x10°
parasitas/100 pl de meio por animal, via intraperitoneal, com intervalo de 15 dias.

Para o preparo do inéculo todas as amostras, tratadas e nao tratadas,
foram centrifugadas a 10000g/10°C por 10 minutos e o sedimento foi ressuspenso
a fim de selecionar as formas n&o destruidas pelo tratamento com radiacdo ou
complemento de cobaio. A concentracdo final das amostras foi ajustada para

1X10° parasitas por 100pt de meio LIT sem SFB.

3.7.1. Imunizacgao
Para avaliagdo da produgdo de anticorpos induzida por parasitas
irradiados, diferentes grupos de animais, resistentes ou suscetiveis a infecgéo por

T.cruzi, foram acompanhados.

3.7.1.1. Protocolo de imunizagéo

Camundongos BALB/c, suscetiveis a cepa Y de T. cruzi (8 animais por
grupo) e C57BL/6, resistentes (6 animais por grupo) receberam diferentes
imunoégenos, conforme descrito na TAB. 1.
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TABELA 01. Resumo dos grupos de tratamento das formas de T.cruzi utilizados

nos indculos.
TRATAMENTO | T.cruzi|IRRADIA- | COMPLE-| COMPLEMENTO| IRRADIAGAO
GAO (Gy)| MENTO | +IRRADIADO PARA
GRUPOS COM2kGy |ESTERILIZACAO
Gy

01 +

02 + 100

03 + 400

04 + 2000

05 + +

06 + +

07 + 100 2000

08 + 400 2000

09 + 100 +

10 + 100 + 2000

1 + 400 + 2000

12 + 100 +

13 + 100 + 2000

14 -

3.8. Obtencao de soro dos animais experimentais

Foram coletadas amostras de sangue por secgao leve da extremidade

da cauda em papel filtro Whatman n°3, com diametro de 0,5cm (= 5 pl) secos e

armazenados a -18°C para o preparo de eluatos de sangue. Quando eram

necessarias maiores quantidades de amostra, o sangue era coletado por puncéo

do plexo orbital e processado imediatamente para separagéo do soro e posterior

armazenamento (-18°C). As coletas foram realizadas antes de cada inéculo e a

cada 15 dias.
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3.9. Desafio dos animais pré-imunizados
Os grupos de camundongos imunizados com T.cruzi foram desafiados,
apos 60 dias, com 1X10* parasitas sanguicolas, via intra-peritoneal. Os animais

foram acompanhados durante 30 dias quanto a mortalidade e parasitemia.

3.9.1. Verificagao da parasitemia

Para a contagem de parasitas, uma amostra de 0,5 yi de sangue,
obtido da cauda dos animais, foi colocada entre Iamina e laminula de microscopia.
O material foi examinado com aumento de 400 vezes em microscopio Optico
comum. Foram observados 50 campos e contados os parasitas. A quantidade de
parasitas foi calculada a partir da multiplicagdo do nimero de formas encontrado
em 50 campos pelo fator 43,8. O fator foi estabelecido a partir do numero total de
campos da laminula 22 X 22 mm no microscopio utilizado com aumento de 400
vezes (objetiva de 40X e ocular de 10X) dividido por 50 (Brenner, 1962).

3.10. Ensaio Imunoenzimatico (método de ELISA)

Para avaliagdo dos animais quanto a produgdo de anticorpos,
inicialmente foi feita a padronizagéo do método de ELISA com antigeno preparado
a partir de formas de cultivo utilizadas nos experimentos. O antigeno e controle
positivo do experimento foram avaliados comparativamente com amostra de
antigeno padronizado pelo IMT-FMUSP e soro controle positivo com titulo

conhecido.

3.10.1. Antigeno extrato alcalino solivel

A obtencdo de antigeno extrato alcalino soluvel de 7. cruzi (Mineo,
1982) foi feita a partir de formas da cepa Y de T.cruzi mantidas em cultivo em
meio LIT com 10% S.F.B. a 26°C. Os parasitas foram quantificados e
centrifugados a 10000g por 10 minutos a 10°C. O sedimento foi re-suspenso e
lavado por duas vezes em PBS pH 7.2 estéril e estocado em freezer a -70°C. Ao
sedimento em tubo cbnico de PVC adicionou-se 4ml de agua destilada e a
suspensdo foi submetida ao ultra-som (THORNTON-INPEC®) a 40 ciclos por
periodos de 30 segundos, em banho de gelo. Certificada a lise completa dos

parasitas, adicionou-se ao material 4ml de NaOH 0,3 M e centrifugou-se a 10000g
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por 30 minutos a 4°C. Apés dosagem de proteinas, pelo método de Bradford, o

sobrenadante foi armazenado em aliquotas a -70°C,

3.10.2. Padronizacao do Teste de ELISA

Para determinar a melhor diluigdo de soro e antigeno a serem
utilizadas nas reagdes, foram realizadas avaliages do antigeno padrao, antigeno
preparado e de soros padrdo positivo para T.cruzi Foram utilizadas as
concentracdes de 2,5; 5 e 10 pg de antigeno extrato alcalino soltivel em 1000yl

de solugao e as diluigdes de 1:50; 1:100; 1:200 e 1:400 dos soros controle
positivo.

3.10.3. Teste de ELISA

Utilizando placa com 96 pogos (CORNING®), colocou-se 50 uh do
antigeno padronizado diluido em PBS por pogo. Ap6s 18 horas a 4°C em camara
umida, lavou-se a placa com PBSTL (Tampé&o PBS acrescido de 2% de Tween 20
e 0.3g% de leite em po desnatado) por 5 vezes. Colocou-se 100 pl de PSBTL e
apds incubagéo por 1 hora a 37°C, lavou-se com PBSTL por 5 vezes. Adicionou-
se 50 pl de soro ou eluato diluido 1:100, em duplicata, e incubou-se por 1 hora a
37°C. Procedeu-se a lavagem com PBSTL por 5 vezes, acrescentou-se 50 i de
conjugado (Anti-lgG camundongo ligados a peroxidase, SIGMA), diluido em PBS
e incubou-se por 1 hora a 37°C. Lavou-se novamente com PBSTL por 5 vezes e a
reagao foi revelada pela adicdo de 50ul do revelador orto-fenilenodiamina (OPD) e
agua oxigenada e incubou-se por 30 minutos em camara escura a temperatura
ambiente. A reagéo foi interrompida pela adigdo de 254l solugao de HCI 4N. A
leitura da absorbancia foi feita em leitor de microplacas automatico (Labsystem
MultisKan MS) utilizando o comprimento de onda de 492 nm (Venkatesan &
Walekin, 1993).

3.11. Teste de Avidez de anticorpo IgG
Foi realizado o mesmo ensaio imunoenzimatico, porém utilizando Uréia
6M como agente caotrépico {Camargo et al., 1991) com o intuito de determinar a

avidez dos anticorpos pesquisados.
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A determinagao da avidez e baseada geralmente no tratamento dos
anticorpos ligados ao antigeno, em um suporte soélido, com um agente caotropico,
como Uréia 6 M, que e capaz de retirar os anticorpos de menor afinidade, pois é
um agente desnaturante das ligagdes antigeno — anticorpo. Os anticorpos de alta
avidez permanecem ligados ao antigeno apds o tratamento da amostra.

Em uma placa com 96 pogos (CORNING®), colocou-se 50 pl de
antigeno, diluido em solugdo de uréia 1M por pogo. Ap6s 18 horas a 4°C em
camara umida, lavou-se a placa com PBSTL por 5 vezes. Foram adicionados 100
Ul de PBSTL e apoés 1 hora de incubagdo a 37°C lavou-se com PBSTL por 5
vezes. Colocou-se 50 pl de soro ou eluato das diferentes amostras, diluido a
1:100 e incubou-se por 1 hora a 37°C. Apés lavar com PBSTL por 5 vezes,
acrescentou-se 100 ul de solugdo de uréia 6M por 10 minutos, a 37°C, em
duplicata. Para cada amostra foi feito um controle onde foram acrescentados 100
Ml de solugdo PBSTL. Apos lavar com PBSTL por 5 vezes, acrescentou-se 50 pl
de conjugado (Anti-lgG camundongo ligados a peroxidase, SIGMA), diluido em
PBSTL e incubou-se por 1 hora a 37°C. Lavou-se novamente com PBSTL por 5
vezes e a reacdo foi revelada pela adicdo de 50 pl do revelador orto-
fenilenodiamina (OPD) e dgua oxigenada e incubou-se por 30 minutos em camara
escura a temperatura ambiente. A reagéo foi interrompida pela adi¢cdo de 25
solugdo de HCI 4N. A leitura da absorbancia foi feita em leitor de microplacas
automatico (Labsystem MultisKan MS) utilizando o comprimento de onda de
492nm (Venkatesan & Walekin, 1993).

Os resultados foram expressos em porcentagem de avidez (lA),
determinados pela razdo entre os valores da densidade o6ptica das amostras
tratadas com uréia e a densidade o6ptica das amostras nao tratadas [(D.O.
uréia/D.0. PBSTL) x 100].

3.12. Observagao Microscoépica dos Parasitas

Para observagéo das formas dos parasitas utilizou-se de microscopia
otica comum. Foram confeccionadas preparagtes a fresco e coradas pelo método
de Giemsa, observadas respectivamente com aumento de 400 vezes e 1000

vezes com objetiva de imersao.
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3.13. Analise Estatistica

Os dados frequenciais foram comparados pelo teste de chi-quadrado,
enquanto dados parametricos ou ordinais foram analisados pelo teste de t ou
ANOVA, apds verificagdo da homogeneidade de variancias. Na auséncia de
homogeneidade, foram utilizados testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis. Foram consideradas significantes as diferengas cuja probabilidade
de igualdade foi menor que 5% (P < 0.05). Todos os testes foram feitos utilizando-

se o pacote estatistico Graph Pad Prism 3.0.

CORRIGRAN Wns) T R D IPER
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4, RESULTADOS

4.1. Viabilidade das formas de T. cruzi

4.1.1. Aspectos da Biologia Celular

Durante o experimento foram utilizadas diferentes doses de radiacéo, e
os aspectos de biologia celular dos agentes foram analisados por microscopia,
contagem e crescimento. Observou-se alteragdo da morfologia dos parasitas
irradiados, com transformac&o para formas esferomastigotas a partir da dose de 3
kGy. Em doses maiores, as formas esféricas e com flagelo (esferomastigotas)

foram aumentando de freqiiéncia até que com 6 kGy, 100% eram esféricas.

4.1.1.1. Capacidade Reprodutiva

A viabilidade avaliada por meio da capacidade reprodutiva em cultivo
mostrou que n&do houve nenhum crescimento a partir da dose de 2 kGy,
resultando em esterilidade, embora tenha sido observada preservagdo da
motilidade e da integridade das formas. A partir da dose de 3 kGy observou-se

uma maior mortalidade dos parasitas.

4.1.1.2. Infectividade de células

A capacidade dos parasitas irradiados de infectar células foi
observada pela formacao de vacuolos em células RAW cultivadas a 36°C. Apoés 3
horas de exposicao aos parasitas, observou-se a formagdo de vactolos no
citoplasma das células com amostras de T. cruzi de todos os grupos
experimentais, com todas as doses de radiagdo, na presenga ou nio de
complemento.
Os tratamentos a que foram submetidos os parasitas nao inibiram a capacidade
de infeccdo, entretanto, em culturas de parasitas irradiados com doses de 100 e
400 Gy com e sem tratamento com complemento de cobaio e irradiadas

posteriormente com 2 kGy, n&o se observou crescimento. Por outro lado, alguns
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dos parasitas irradiados somente com 100, 400 e 1000 Gy mantiveram a
capacidade de reprodugao.

4.1.2. Ensaios metabdlicos das formas de T. cruzi - teste MTT

Formas irradiadas nas doses de 100 e 400 Gy, com atenuador de 90%
e posteriormente com 2 kGy, foram avaliadas quanto a sua capacidade de oxidar
o MTT e conseqtiente viabilidade das formas. Observou-se menor oxidacdo de
MTT nas formas irradiadas no decorrer do tempo do teste, em relagéo as formas
do controle ndo irradiadas (FIG.5). Analisando as absorbancias apresentadas
pelos parasitas que resistiram as doses de radiagdo, verificamos que, apos a
irradiagdo, houve uma diminuigdo na produgéo de formazan, mas sem um efeito
tipico dose-resposta, ndo havendo diferenga da capacidade respiratoria em
parasitas irradiados com mais que 100 Gy. Interessante notar que houve uma
oxidagéo significativa de MTT neste ensaio mesmo por células esterilizadas,

mostrando a viabilidade celular, mas néo a reprodutiva das células irradiadas.
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FIGURA 5. Comparagéo da capacidade respiratéria mitocondrial de 1 x 107
formas/ ml de T.cruzinéo irradiadas e irradiadas. Teste de produgéo
de formazan na presencga de MTT.
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4.2. Tratamento das formas de T.cruzi com complemento de cobaio

Nos estudos comparativos entre formas irradiadas com 100 e 400 Gy
tratadas e nao tratadas com complemento e posteriormente irradiadas com 2 kGy,
observou-se a diminuigdo do nimero de parasitas apés a irradiagéo.

Foi possivel observar a diminuicdo dos parasitas tratados por
complemento e os irradiados e tratados com complemento e irradiados
novamente com 2 kGy, de 1 x 107 formas/ml para 1 x 10° formas/ml, cerca de 10%
da quantidade inicial. Nas amostras com parasitas nado tratados com
complemento, mas irradiados com 100 ou 400 Gy e posteriormente com 2 kGy, a
quantificagdo ficou entre 30 a 40% e 30 a 50%, respectivamente, em relagéo ao
numero inicial de parasitas nas amostras (FIG. 6).

100~
(7))
i
‘»
o
]
O v
o 2
o
*
o
@
£
3
=
10+
1

>
— + O PR > > >

3 "N"E - O O] 9 (O] 9

L 5 0 e X R - + o~

:: bg S S~ N ¢ N N Dhig

R o E + + > + + + o .

-y 9 » 99 i S E

E 8 §°o g5 §° 35

o £ 58 T E 88 .+ E

(&) b~ - @ I""S e

Na ¥

3 T E

85 GK:

=3 = O

FIGURA 6. Sobrevivéncia de parasitas ao tratamento por complemento, medida
indireta da proporgao de formas tripomastigotas metaciclicas,
utilizando diferentes tratamentos por radiagdo. As barras representam
0 erro padrao.
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4.3. Ensaio imunoenzimatico — ELISA

4.3.1. Padronizagao para o Ensaio Imunoenzimatico

Para determinar a melhor concentragdo de soro e antigeno a serem
utilizados, foram realizadas avaliagbes com diluicbes do antigeno padréo,
antigeno preparado e do soro padrdo positivo para T.cruzi. Tal procedimento
permitiu selecionar a diluicdo de 1:100 do soro e concentragdo de 5 ug/ 1000 pl
do antigeno (FIGs. 7 e 8).

Dilui¢do do soro

£ 1.00 == 1:50
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FIGURA 7. Analise de diferentes diluigdes (1:50; 1:100; 1:200 e 1:400) dos soros
positivos para cepa Y de T.cruzi, frente as diferentes concentragdes
protéicas (2,5; 5 e 10 pg/ml) do antigeno padréo e antigeno teste para
a padronizagao dos ensaios imunoenzimaticos.
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FIGURA 8. Analise de soro positivo para cepa Y de T.cruzi frente aos antigenos

homélogos em diferentes concentragées para padronizagdo dos
ensaios imunoenzimaticos.

4.3.2. Avaliagao da Imunogenicidade pelo Ensaio Imunoenzimatico

Foram realizados experimentos inoculando formas de T.cruzi,
tratadas por complemento ou irradiadas, em animais suscetiveis, BALB/c, e
resistentes, C57BL/6, a cepa Y de T. cruzi, com seguimento sorolégico e
hematolégico. A avaliagdo dos soros de camundongos imunizados foi feita pelo
teste de Elisa.

Os animais de todos os grupos que receberam formas irradiadas
tratadas ou ndo com complemento e o grupo controle, que recebeu formas nao
irradiadas, apresentaram anticorpos especificos anti -7. cruzi, como observado
nas FIG. 9 e 10.
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Na FIG. 9 podemos observar que camundongos BALB/c, suscetiveis a
cepa Y de T.cruzi, apresentaram pico de anticorpos 60 dias apds o inicio da
imunizacdo. O grupo que recebeu formas de T.cruzi sem qualquer tratamento foi
0 que desenvolveu uma quantidade maior de anticorpos e ndo houve diferenca
significativa entre os grupos tratados, quanto a quantidade sérica de anticorpos

produzida.
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FIGURA 9. Determinacao da produgao de anticorpos IgG especificos contra
T.cruzi em camundongos BALB/c imunizados com diferentes
preparacdes de T.cruzi irradiados e/ou tratados com complemento.
As barras representam erro padrdao da media.
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Na FIG.10, observa-se que camundongos C57BL/6, resistentes a cepa

Y de T. cruzi, apresentam titulo maximo de anticorpos por volta do 100° dia. O

tratamento com diferentes doses de radiagéo, associado ou ndo a adigdo de

complemento, promoveu diminuigdo de cerca de 50% na quantidade sérica de
anticorpos formados.

Cabe ressaltar que os grupos tratados com complemento

apresentaram pico maximo de anticorpos por volta do 50° dia, metade do tempo

apresentado pelos demais grupos.
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FIGURA 10. Determinag@o da produgao de anticorpos IgG especificos contra
T.cruzi em camundongos C57BL/6 imunizados com diferentes
preparagoes de T.cruzi irradiados e/ou tratados com complemento.
As barras representam erro padréo da media.

Os grupos que receberam parasitas sem tratamento final de
esterilizacdo por radiagdo, nas linhagens BALB/c e C57BL/6, apresentaram
quantidades maiores de anticorpos quando comparados aos demais grupos.

Em relagao as diferentes linhagens utilizadas, BALB/c e C57BL/6, nos
grupos com T.cruzi sem tratamento, verificou-se que ambas apresentam
quantidade semelhantes, porém a linhagem suscetivel apresenta pico de
anticorpos por volta do 60° dia, enquanto que os camundongos resistentes tém
seu pico por volta do 100° dia. Quando s&o comparados os grupos que receberam

formas irradiadas verificamos quantidades menores na linhagem C57BL/6.

COMISSAO NACIOMAL DE ENERGH NUELEAR/SP-IPEN
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43.3. Determinacdo da avidez de anticorpo IgG por método
imunoenzimatico

Observou-se um aumento na porcentagem de avidez dos anticorpos
produzidos contra os parasitas tratados, quando comparados ao grupo que
recebeu T. cruzi sem tratamento (FIG. 11). No periodo que antecede o 60° dia,
observa-se 0 aumento na avidez dos anticorpos nos grupos que receberam
parasitas tratados e diminuigdo no grupo que recebeu parasita sem tratamento.

Por outro lado, a partir do 60° dia, o grupo que recebeu parasitas
irradiados com 100 Gy e posteriormente 2 kGy, bem como o grupo que recebeu
parasita nao tratados, apresentou aumento da porcentagem de avidez. No mesmo
periodo os demais grupos apresentaram diminuigdo na porcentagem de avidez.
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FIGURA 11. Porcentagem de avidez dos anticorpos produzidos em
camundongos BALB/c que receberam T. cruzi com ou sem
tratamento.

O indice de avidez dos anticorpos produzidos em animais que
receberam parasitas sem tratamento permaneceu entre 40 e 50%, como pode ser
visto na FIG.12. Os grupos inoculados com parasitas irradiados com 100 e
400Gy, tratados ou ndao com complemento e irradiados posteriormente com 2
kGy, apresentaram porcentagem de avidez entre 50 e 70%. Animais que
receberam parasitas irradiados com 100 Gy, tratados ou ndo com complemento e
posteriormente irradiados com 2 kGy apresentaram porcentagem de avidez entre
60 e 70% durante todo o periodo avaliado. Assim, fica claro que a infecgéao
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provoca um retardo na sele¢ao de anticorpos de alta avidez, o que ndo ocorre em
animais imunizados.
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FIGURA 12. Indice de avidez dos anticorpos produzidos em camundongos
BALB/c que receberam T. cruzi com ou sem tratamento.

4.4. Avaliagao de camundongos pré-imunizados e desafiados com formas
sangiicolas de T. cruzi

As duas linhagens de camundongos imunizadas foram desafiadas
com 1x10* formas sangtiicolas de T.cruzi no 60° dia ap6s o inicio da imunizacgéo e
tanto a parasitemia como a mortalidade foram acompanhadas por um periodo de
30 dias.
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Na FIG.13 observa-se que todos os grupos de camundongos BALB/c
imunizados apresentaram produgéo de anticorpos. Até o 60° dia apés o inicio da
imunizagéo, o grupo que recebeu T.cruzi sem tratamento apresentava titulo de
anticorpo maior em relagéo aos grupos que receberam indculos com parasitas
irradiados com 100 Gy, 400 Gy e 2 kGy.

Os grupos ap6s a inoculagdo de formas sangliicolas apresentaram o
titulo mais alto no 107° dia, quando se observou maior produgao de anticorpos no
grupo com inéculos irradiados com 2 kGy.
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FIGURA 13. Titulo de anticorpos produzidos em camundongos BALB/c por
formas de T.cruzi selecionadas por radiagé@o e desafiados no 60° dia
com formas sanguicolas de T.cruzi
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Na FIG. 14 é observada a produgéo de anticorpos em todos 0s grupos
imunizados de camundongos BALB/c. Durante o periodo analisado, o grupo que
recebeu in6culos com parasitas irradiados com 100 Gy e depois tratados com
complemento tiveram maior produgéo de anticorpos. Os grupos que receberam
inbculos com parasitas tratados com complemento irradiado ou ndo e inoculos
com parasitas irradiados com 100 Gy e tratados com complemento, irradiado ou
ndo, apresentaram produc¢ao de anticorpos equivalentes entre si, porém maiores
do que o grupo que recebeu apenas T.cruzi. Os demais grupos que receberam os
inoculos irradiados com 100 Gy e posteriormente 2 kGy, irradiados com 100 Gy
tratados com complemento, irradiado ou nao, e irradiados novamente com 2 kGy
apresentaram menores titulos de anticorpos.

Houve aumento nos titulos de anticorpos até o 72° dia nos grupos, com
excegao do grupo que recebeu indculo com formas irradiadas com 100 Gy e
depois tratadas com complemento irradiado com 2 kGy, cujo pico de anticorpos
se deu no 56° dia.
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FIGURA 14. Titulo de anticorpos produzidos em camundongos BALB/c por
preparagoes de T.cruzi selecionadas por radiagdo com baixa dose ou
acao do complemento, esterilizadas a seguir e desafiados no 60° dia
com formas sangliicolas de T.cruzi. A seta indica o dia do desafio.
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Na FIG.15 podemos observar que todos os grupos imunizados de
camundongos C57BL/6 apresentaram producao de anticorpos. Durante o periodo
analisado observamos um padrao semelhante na produgdo de anticorpos nos
grupos estudados com diferentes inoculos, sendo que o grupo que recebeu
inbculos com parasitas irradiados com 2 kGy apresentaram titulos menores de
anticorpos para T.cruzi.
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FIGURA 15. Titulo de anticorpos produzidos em camundongos C57BL/6 por
imunizagdes com preparagdes de T.cruzi selecionadas por radiagéo e
desafiados no 60° dia com formas sangticolas de T.cruzi. A seta indica
o dia do desafio.
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Na FIG. 16 observa-se produgéo de anticorpos anti -T. cruzi em todos
os grupos de camundongos C57BL/6. Todos os grupos apresentaram o titulo
maximo de anticorpos no 76° dia. Os grupos que receberam in6éculos com
parasitas tratados com complemento e parasitas irradiados com 100 Gy e depois
tratados complemento irradiado ou ndo apresentaram titulo de anticorpos
equivalentes entre si, porém maiores do que o grupo que recebeu T.cruzi nao
tratado. Os demais grupos que receberam os inoculos irradiados com 100 Gy e
posteriormente com 2 kGy, parasitas irradiados com 100 Gy tratados com
complemento, irradiado ou ndo, e irradiados novamente com 2 kGy apresentaram

titulos de anticorpo menores.
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FIGURA 16. Titulo de anticorpos produzidos em camundongos C57BL/6 por
preparagdes de T.cruzi selecionadas por radiagdo com baixa dose ou
acao do complemento, esterilizadas a seguir e desafiados no 60° dia
com formas sangticolas de T.cruzi. A seta indica o dia do desafio.
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A avaliagdo da imunizacdo foi realizada pelo acompanhamento da
producéo de anticorpos e apds 60 dias os animais foram desafiados com formas
sanglicolas de T.cruzi. A mortalidade e parasitemia foram observadas por 30 dias
ap6és o desafio.
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FIGURA 17. Parasitemia ap6s desafio com formas sanglicolas em

camundongos BALB/c pre-imunizados com cepa Y de T. cruzi tratados
ou nao com radiagao gama.

Na FIG. 17 observa-se que todos os grupos de camundongos BALB/c
imunizados apresentaram parasitemia apos desafio. O grupo imunizado com
parasitas irradiados com 2 kGy apresentou maior nimero de parasitas.

A maior parasitemia observada foi no 09° dia, com declinio no 12° dia e
podendo ser detectados parasitas até o 26° dia. Os grupos seguiram um mesmo
padrdao em relagao a parasitemia, com exce¢ao dos animais que receberam

parasitas irradiados com 400 Gy, quando a maior parasitemia foi detectada no 16°
dia.
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FIGURA 18. Parasitemia ap6s desafio com formas sanglicolas em
camundongos BALB/c pré-imunizados com cepa Y de T. cruzi tratados ou néo
com radiagao gama.

Na FIG. 18 observa-se que os grupos de camundongos BALB/c que
receberam parasitas tratados com doses de 100 Gy e/ou complemento e
posteriormente 2 kGy, apresentaram parasitemia com pico no 9° dia pés-desafio,
com o mesmo perfil, sendo o pico maior para animais que foram imunizados com

parasitas tratados com 100 Gy e posteriormente com 2 kGy.
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FIGURA 19. Parasitemia ap6s desafio com formas sangiiicolas em camundongos

C57BL/6 pré-imunizados com cepa Y de T. cruzi tratadas ou ndo com
radiagao gama.

Na FIG. 19 observa-se o mesmo padrdo de parasitemia nos
camundongos C57BL/6 que receberam in6culos diferentes, com maior
parasitemia no 9° dia pés-desafio. Foi observado o declinio no nimero de
parasitas os quais foram detectados até o 26° dia.
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FIGURA 20. Parasitemia ap6s desafio com formas sangtiicolas em camundongos
C57BL/6 pré-imunizados com cepa Y de T. cruzi tratados ou ndo com
radiacao gama.

Na FIG. 20 & possivel verificar que o grupo de camundongos C57BL/6
que recebeu indéculo com parasitas tratados com 100 Gy, complemento irradiado
e posteriormente 2 kGy apresentou pico de parasitemia no 9° dia apds o desafio
com formas sangticolas.

Comparando-se as linhagens BALB/c e C57BL/6, observa-se maior
aumento na parasitemia nos grupos de camundongos C57BL/6 que receberam
inéculos irradiados. Em ambos 0s grupos a parasitemia foi maior nos animais que
foram imunizados com formas irradiadas com 2 kGy. Nos grupos que receberam
inéculos tratados com doses de 100 Gy e/ou complemento e posteriormente
2kGy, nas duas linhagens observamos uma parasitemia menor.

Quanto a mortalidade, os animais de todos os grupos imunizados das
linhagens BALB/c e C57BL/6 permaneceram vivos durante os 30 dias de
observacdo apos o desafio com formas sanglicolas. Todos os animais
apresentaram parasitemia a partir do 7° dia apoés o desafio com as formas
sanglicolas.

A comparagao entre as imunizagdes com parasitas n&o irradiados (FIG.
17 e 19) e parasitas esterilizados por 2 kGy (FIG.18 e 20) mostram uma
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parasitemia muito menor nos animais desafiados com os antigenos selecionados

para tripomastigotas, quer seja isoladamente, na irradiagido mais baixa, quer seja
pela associagdo de processos.

B LU NUTLEARSP PR
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5. DISCUSSAO

A Doenga de Chagas tem uma ampla distribuigdo nas Américas Central
e do Sul, encontrada somente no continente americano, sendo endémica em 21
paises, com 16 a 18 milhdes de pessoas infectadas e 100 milhdes de pessoas em
risco. Cerca de 50.000 morrem anualmente pela infeccao (WHO, 2005).

N&o obstante os esforgos para o seu controle, a doenga ainda ndo tem
cura e demonstra ser de grande importancia tanto do ponto de vista social, como
por apresentar problemas cientificos ainda néo resolvidos (Passos, 2003).

A doenga é causada pelo Trypanosoma cruzi, um protozoéario flagelado
e parasita o qual é transmitido principalmente por duas vias, através das fezes do
triatomineos depositadas na pele durante o hematofagismo ou através da
transfus@o de sangue infectado. Como consequéncia do parasitismo a doenga se
caracteriza por ser essencialmente cronica, apresenta, contudo uma fase aguda
com parasitemia alta, sendo estimada a manifestagio da fase aguda aparente em
3% dos casos em area endémica; as formas indeterminadas em 50%; as
cardiacas em 30%, forma grave para qual ndo ha tratamento especifico
disponivel; e as digestivas em 7 a 8 %, no Brasil (FUNASA, 2000; Buscaglia & Di
Noia, 2003).

A Doenga de Chagas era, primitivamente, uma enzootia que afetava
exclusivamente animais silvestres, transmitida por triatomineos, também
silvestres. O homem, ao invadir estes ecotopos naturais, possibilitou que os
triatomineos se instalassem em seus domicilios, transformando a
tripanossomiase americana em uma antropozoonose.

Devido ao ciclo de transmissédo da infecgdo, as medidas de controle
sdo dirigidas ao combate do vetor e ao controle da gualidade do sangue
transfundido. O controle da transmissdo em laboratério deve ser feito através do
rigoroso uso das normas de biosseguranga (FUNASA, 2000; Dias et al.,2002).
Existe a possibilidade de transmissdo congénita, mas muitos dos conceptos tém

morte prematura, pelo leite materno e sugere-se a hipétese de transmissio por
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via oral em alguns surtos episodicos, como aqueles ocorridos devido a ingestao
de caldo de cana na regido sul do Brasil no ano de 2005.

O tratamento da doenga de Chagas conta hoje, na pratica, com apenas
dois medicamentos, um disponivel no Brasil, 0 benzonidazol e outro na América
Latina, o nifurtimox. Ambos s&o indicados para o tratamento de casos agudos,
cronicos recentes ou de baixa idade (15 anos ou menos), na reativacdo da
parasitemia em casos de queda das defesas imunolégicas (por drogas
imunossupressoras e radiagdes, por exemplo), em co-infeccdes pelo virus HIV
(Aids), para prevenir a infecgdo em acidentes de laboratorio e em transplantes com
doador infectado. O tratamento dura 60 dias e os medicamentos matam o parasito,
exceto no caso de algumas poucas linhagens resistentes.

Buscas por novos agentes quimioterapicos para o tratamento da doenca
de Chagas estao sendo feitas, e entre os compostos testados destacam-se alguns
antifingicos de ultima gera¢do, que atuam na inibicdo de enzimas envolvidas na
biossintese do ergosterol (molécula de fundamental importancia na vida do
parasito).

Ha estudos que propGem alternativas profilaticas importantes para
areas endémicas, como para a triagem soroldgica dos doadores de sangue que
nao & sempre realizada, foi preconizada a utilizagdo de drogas tripanocidas como
a violeta genciana em conjunto com acido ascorbico e foto-irradiacéo, diminuindo
dessa forma a concentragdo da violeta genciana (Ramirez et al., 1995; Souza et
al., 1996). Estes estudos voltam-se para o aprimoramento tanto do diagnéstico
como dos processos de imunizagdo dos individuos, frente a possibilidade de:
exposi¢ao as formas tripomastigotas metaciclicas.

A imunizacdo contra o T.cruzi foi investigada por varios autores,
utilizando varios tipos de antigenos tratados com métodos quimicos ou fisicos.

Agentes quimicos, como a formalina, utilizados para matar formas
epimastigotas, promoveram pouca ou nenhuma protecio; o perclorato de sodio foi
deficiente para aumentar a imunogenicidade das formas tratadas. Porém formas
epimastigotas, tratadas por congelamento ou descongelamento e inoculadas com
ou sem adjuvante, desenvolveram significante protegdo ao desafio com formas

tripomastigotas homdlogas (McHardy, 1978).
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Ruiz e colaboradores (1990) estudaram a fracdo subcelular de
epimastigota de T.cruzi quanto a sua capacidade de induzir protecéo ou efeitos
agressivos aos animais de experimentacdo (camundongos). Observaram a
sobrevivéncia apés desafio com formas sanglicolas e imunoprotegdo, quando
imunizados com a fragdo FCH-F8-4, que neutraliza a infectividade de formas
sanglicolas e produz lise mediada por complemento em tripomastigotas
derivados de cultivo celular, sendo este epitopo um candidato a produgéo de
vacinas. Utilizando a combinag¢do de BCG e formas promastigotas mortas de
Leishmania em vacinacido experimental, Araujo e colaboradores (1989)
observaram a redugao da infec¢ao aguda com formas tripomastigotas de T.cruzi,
pois estimula a resposta T-celular ac antigeno de T.cruzi e promove a producgao
de IFN-y na fase aguda e crénica. Estimula ainda a produgao de IL-12, inibe IL-
10, mas nao apresenta qualquer efeito sobre IL-4 na infeccdo de camundongos
por T.cruzi (Araujo et al., 2000).

Os efeitos da radiacdo gama sobre o crescimento, infectividade,
morfologia e motilidade foram estudados por alguns autores. Experimentos
inoculando animais com parasitas irradiados com diferentes doses resultaram em
100% dos animais infectados com doses de 150 e 300Gy; em 60% e 10% de
animais, com infeccdo com doses de 600 e 900Gy respectivamente, e sem
desenvolvimento de infec¢cdo com doses de 1200Gy (Chiari et af., 1968). Salata e
colaboradores (1976) utiizando formas irradiadas com radiagdo gama com doses
de 900Gy para imunizagdo de animais detectaram baixos titulos em
imunofluorescéncia indireta. Okanla e colaboradores (1982) observaram redugéao
da parasitemia ap0s desafio em camundongos imunizados com formas irradiadas,
e nenhuma protecdo em animais imunizados com extratos liofilizados T.cruzi.
Alteracdes morfolégicas foram observadas com doses de 500 Gy e a inativagao
do crescimento e infectividade com 400 Gy (Martinez-Silva et al., 1969).

Neto e colaboradores (1996) utilizando doses de 25 ou 50 Gy de raios
gama em bolsas de sangue, experimentalmente infectadas, nao conseguiram
bons resultados na obtengdo de imundgeno ou prevengdo da infecgdo
transfusional pelo T.cruzi. Doses de 200 ou 300Gy mostraram-se efetivas, porgue

ndo produziram infecgBes em animais, entretanto podem propiciar a hemodlise e
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aumento da quantidade de potassio no sangue a ser transfundido (Takeda et af,
1986).

Neste trabalho verificamos o efeito de diferentes doses e taxas de dose
da radiagdo gama em formas de cultivo de cepa Y de T.cruzi com intuito de
selecionar formas, inibir a reprodugdo e manter a imunogenicidade em animais
experimentais.

Os parasitas mantidos em meio LIT com 10% de S.F.B. a 26°C, foram
irradiados com diversas doses e a variacdo da taxa de dose foi obtida pela
utilizagdo de atenuador de 90% nas irradiacdes de baixa dose. Amostras
contendo parasitas apds serem irradiadas foram observadas quanto a
manuten¢éo da morfologia, numero de formas e movimentagdo. Em irradiagbes
com baixas doses observou-se a diminui¢do do nimero de formas a partir de 100
Gy. A partir de 3 kGy as formas mantiveram motilidade logo apos a irradiagao,
como descrito por Hanson e colaboradores (1976), apresentaram formas
arredondadas e morreram apos semeadura em meio LIT com 10% de S.F.B. a
26°C. As amostras que receberam 2 kGy, apesar de ndo se reproduzirem nas
mesmas condigdes, mantiveram-se vivas por mais de 7 dias. As amostras
irradiadas com 100, 400 e 1 kGy mantiveram-se vivas e se reproduziram, porém
em menor numero quando comparadas com amostra néo irradiada.

Nos cultivos utilizados haviam formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicas em menor proporg¢ao, pois € uma caracteristica da cepa Y de T.cruzi
apresentar menor metaciclogénese nestas condigbes do que as cepas G ou CL. A
diminuigdo do numero de formas ocorre porque as formas epimastigotas se
reproduzem no inseto vetor € em meios de cultura, a 26°C. As células em divisdo
sao mais radiossensiveis em relagdo a células em estagio estacionario (Hall,
2000), selecionando as formas metaciclicas das epimastigotas por estas estarem
em constante divisdo celular nas condi¢des utilizadas.

A selecdo das formas tripomastigotas foi avaliada observando-se a
diminuigdo do nimero de parasitas e aspecto reprodutivo nas amostras tratadas
por radiagio, complemento ou a associagao de ambos.

Foi utilizado o complemento de cobaio como referéncia para os
procedimentos de imunizagdo, pois as formas epimastigotas sdo lisadas via

complemento (Jacobson et al., 1992) selecionando formas tripomastigotas. As
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formas tripomastigotas de cultivo celular e as sanglicolas ndo sao lisadas
somente por complemento, mas na presenca de anticorpo especifico para o
parasita e complemento.

CHAO e colaboradores (1985) observaram que ha subpopulagées de
tripomastigotas onde ha minima lise quando tratadas com complemento. A lise
entre as formas de cultura de T.cruzi por soro de camundongo, normal ou rato, &
restrita as formas epimastigotas enquanto as tripomastigotas metaciclicas sio
mais resistentes. Entretanto pode haver lise entre 12 a 26% das formas
tripomastigotas metaciclicas com complemento recentemente coletado enquanto
o congelamento reduz os titulos de lise.

A selecao de formas tripomastigotas metaciclicas por complemento de
cobaio, rato ou camundongo é utilizado para selecionar tripomastigotas de
culturas como as utilizadas, contendo formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicas, pois causa lise das formas epimastigotas (Umekita et al., 2001).

A incubagdo de soro fresco de humanos, coelhos e cobaios com
tripanossomas de cultivo contendo formas tripomastigotas, epimastigotas e
formas de transicdo, lisaram todas as formas epimastigotas, ndo afetando as
formas tripomastigotas e de transigdo. O estudo cinético mostrou que a lise
completa ocorre em 30 minutos e a incubag&o por mais de 2 horas nao aumenta o
numero de formas lisadas (Nogueira et al.,1975) podendo ser utilizada para
purificar formas tripomastigotas viaveis.

Existe a possibilidade de isolar formas de tripanosomas, como as
formas sanguineas de T.equinum (Szarota et al., 1980) e tripomastigotas de
T.cruzi de culturas (Al-Abbassy et al, 1972), por métodos cromatograficos através
do uso de colunas de troca iGnica como colunas de DEAE-celulose ou CM-
celulose. E um método com base na carga total e baseia-se na separagdo de
proteinas por cromatografia de troca idnica, onde a afinidade pela matriz do
suporte pode influenciar no comportamento das proteinas. As proteinas com
cargas negativas (anidnicas) podem ser separadas por cromatografia em colunas
com cargas positivas de dietitaminoetil-celulose (DEAE-celulose). Inversamente,
as proteinas com cargas positivas {(proteinas catiénicas) podem ser separadas em
colunas com cargas negativas de carboximetilcelulose (CM-celulose) (Stryer,
1995).
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Visando a purificagdo de formas tripomastigotas metaciclicas Paiva e
colaboradores (1999a) utilizaram coluna de DEAE celulose enguanto Hiyama e
colaboradores (2001) obtiveram 99% de recuperagéo das formas utilizando CM -
celulose. Parussini e colaboradores (1998) observaram que ha diferenca de
cargas totais na membrana citoplasmatica entre os estagios epimastigota,
amastigota e tripomastigota do T.cruzi. Em estudos realizados para obter formas
amastigotas em meio axénico a partir de formas tripomastigotas metaciclicas,
pesquisadores utilizaram a purificacio de parasitas através de coluna de DEAE-
52, e verificaram que o procedimento n3o afetou a transformacdo de
tripomastigota metaciclicas em amastigota (Contreras et al., 2002).

Neste ftrabalho, todas as amostras tratadas com radiagéo,
complemento ou com a associagdo dos dois, apresentaram diminuigao
significativa no nimero de parasitas, indicando a selegdo das formas
tripomastigotas. As amostras apenas irradiadas apresentaram significativa
diminuicao do numero de parasitas, contudo foi menor do que a apresentada
pelas amostras contendo complemento.

A despeito deste resultado, a utilizagdo da radiagdo como alternativa
para selecionar as formas tripomastigotas foi bem sucedida, uma vez que
apresenta vantagens sobre a utilizagdo do complemento. A mais importante delas
reside na propriedade que a radiagdo tem de causar efeito na amostra sem,
contudo introduzir qualquer substéncia & mesma, diferentemente das formas
selecionadas por complemento, cuja dificuldade em extrai-lo é extrema, quando
possivel.

Cabe ressaltar ainda a dificuldade de obtengdo de complemento de
fonte confiavel. As duas técnicas alternativas, além de serem mais demoradas
também envolvem um risco maior na manipulagdo do material e s&o vulneraveis a
contaminacao das amostras.

Os inbculos tratados selecionaram formas metaciclicas, porém nos
animais que receberam formas sem tratamento além das formas tripomastigotas
em menor quantidade, haviam as formas epimastigotas, cujos antigenos foram
apresentados para o sistema imune. Os indculos tratados tinham a sua
concentragdo ajustada para 10°parasitas/100 ul, concentrando as formas

selecionadas.
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O indice de Avidez é um dado importante, pois indica que nos grupos
que receberam amostras irradiadas tratadas ou ndaoc com complemento, ha
diminuigao de anticorpos com menor afinidade ao T. cruzi durante o periodo
estudado, porém ha aumento na qualidade da meméria imunologica.

Na resposta imune, existe selecdo progressiva de clones de células B
especificos, cuja afinidade pelo antigeno é alta, em substituicdo aos clones
inicialmente ativados e de afinidade menor, resulta em aumento da proporcdo de
anticorpos de maior afinidade com a evolucao da infecgcao (Boes, 2000).

A determinagdo da avidez é baseada geralmente no tratamento dos
anticorpos ligados ao antigeno, em um suporte sélido, com um agente caotrdpico,
como Uréia 6M, que é capaz de retirar os anticorpos de menor afinidade, pois é
um agente desnaturante das ligagbes antigeno - anticorpo. Os anticorpos de alta
avidez permanecem ligados ao antigeno apds o tratamento da amostra e a
proporgdo entre os antigenos de baixa e alta avidez ¢é indicador do periodo da
infecgéo da amostra estudada (Hedman et al,, 1993).. Em doencas infecciosas,
tais como toxoplasmose e doenga de Chagas, a avidez de anticorpos determina a
fase da infeccdo, sendo considerada importante marcador sorologico. Foi
demonstrado que ndo ha relagdo entre a concentracBo de anticorpos e avidez.
Assim sendo, a avidez é uma qualidade do anticorpo que pode indiretamente
indicar uma meméaria especifica ao agente.

Foi realizado ensaio imunoenzimatico, utilizando Uréia 6M como
agente caotropico (Camargo et af, 1991) com o intuito de determinar a avidez dos
anticorpos pesquisados. A partir da Densidade Optica a 492nm da reagéo tratada
com uréia a 6M e com PBSTL, os resultados foram expressos em indice de
avidez (lA), determinados pela razdo entre os valores da densidade oOptica das
amostras tratadas com uréia e a densidade 6ptica das amostras nao tratadas e
expresso em porcentagem (Hedman & Seppala, 1988). Sendo definidos que: IA
menor que 40% considerados de baixa avidez, entre 41 e 70%, de média avidez e
maior que 70%, de alta avidez (Souza et af., 2005).

O indice de avidez dos animais que receberam in6culo com parasitas
sem tratamento permaneceu entre 40 e 50%. Os demais grupos avaliados com
inbculos com parasitas irradiados com 100 e 400Gy, tratados ou ndao com

complemento de cobaio e irradiados posteriormente com 2 kGy, apresentaram
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indice de avidez entre 50 e 70%. Os que receberam inoculos com formas
irradiadas com 100 Gy , tratadas ou ndo com complemento e posteriormente
irradiadas com 2 kGy apresentaram indices de avidez entre 60 e 70% durante
todo o periodo avaliado. Segundo o indice preconizado, os resultados obtidos
restringiram-se a faixa de média avidez. O mesmo resultado foi observado em
estudo sobre a evolugdo da avidez de anticorpos para diferentes antigenos
especificos em ratos infectados por tripomastigotas sangliineos de T.cruzi cepa
Tulahuen, os quais apresentaram indice de avidez de 70% no 60° dia pos-
infecgdo. Foram demonstrados valores de alta avidez somente durante a fase
cronica da infecgao em relagéo aos anticorpos contra antigenos 21-, 33-, 42-, 56-,
58-, 66-, e 72-kDa. E possivel detectar diferengas na maturidade da infeccgao
chagasica e discriminar a infecg@o recente (aguda) da crénica. (Marcipar et al.,
2001).

A porcentagem de avidez é utilizada para auxiliar diagnoésticos como na
Toxoplasmose. Em outros parasitas como a Leishmania amazonensis agente
etiologico da leishmaniose tegumentar, a associagdo entre o quadro clinico do
paciente com o perfil de imunoglobulinas, bem como, com sua avidez, & muito
complexo. Souza e colaboradores (2005) ndo conseguiram estabelecer
correlagao entre o tempo de evolugdo da lesdo dos pacientes e a avidez das
imunoglobulinas, pois nos casos de lesdes recentes, entre 1 a 3 meses, foram
observados anticorpos com altos indices de avidez. Além disso, em pacientes
com até 10 anos de infecgao foram detectados anticorpos de baixa avidez. Esses
dados evidenciam a complexidade da resposta imune humoral em pacientes com
LTA, mostrando que durante esse processo infeccioso, ndo ha correlagdo entre
maturagao e mensuragéo de anticorpos, em termos de avidez, com a evolugdo da
parasitose (Souza et al., 2005).

Interessante notar que a maturagdo da avidez foi mais rapida nas
imunizagbes do que na infecgdo natural. Este fato pode estar relacionado a maior
velocidade de producéo de células de meméria em imunizacdo, dado o sistema
de pulso dos antigenos, diferentes da continua exposi¢do na infeccdo. Qutra
explicagdo para o fato seria o consumo de células imunes durante o controle da

infeccao.



SZAROTA, R.M. Influencia da Radiagao lonizante sobre Trypanosoma cruzf 50

O tratamento por radiagao com 100 Gy e posteriormente com 2 kGy
revela-se importante na selecdo de parasitas e evidencia um estimulo a resposta
imunoldgica equivalente as amostras tratadas com complemento que seleciona as
formas tripomastigotas. Ha equivaléncia quando se compara a produgédo de
anticorpos da classe IgG entre camundongos BALB/c e C57BL/6. Em
camundongos BALB/c observa-se o0 mesmo padrao na porcentagem de avidez de
anticorpos quando comparado com a imunizagdo de animais com formas
selecionadas com complemento e irradiagao posterior de 2 kGy.

Observamos a capacidade de invasdo celular a 37°C através da
formacgao de vacuolos nas células apos 3h de contato das amostras com 100, 400
e 1000 Gy e amostras irradiadas com doses de 100 e 400 Gy, tratadas com
complemento e posteriormente irradiadas com 2 kGy. Nas amostras com 100, 400
e 1 kGy observou-se a reprodugdo dos parasitas. Burgleigh & Andrews, 1995,
estudando o mecanismo de invasdo de células de vertebrados por T.cruzi,
utilizaram tripomastigotas derivadas de cultura celular que equivalem a
tripomastigota sangtiicola, e observaram a transformagao de tripomastigota para
amastigota. Apos a invasdo a transformacgédo inicia-se e 1 a 2 horas depois o
parasita escapa do vacuolo parasitoéforo. Hanson e colaboradores (1973)
irradiaram formas tripomastigotas e amastigotas em doses que variaram de 300
Gy a 3 kGy, e observaram que as formas expostas a 1,5; 2 e 3 kGy mantiveram a
motilidade apods a irradiagdo, porém néo se desenvolveram em culturas com
celulas VERO a 37°C. Estas descrigbes confirmam nossos resultados de
manutengdo da biologia celular do agente, a despeito da perda de sua
capacidade reprodutiva.

As formas tripomastigotas metaciclicas e sanguineas apresentam
propriedades biolégicas similares sob a perspectiva parasitolégica. Ambas tém a
capacidade de penetrar ativamente, transformar-se em amastigotas, multiplicagao
intracelular e diferenciar em tripomastigota. Estas formas sdo conhecidas por
expressar antigenos estagio-especifico e atualmente apresentam diferentes
formas de interagdo com células do hospedeiro (Burgleigh & Andrews, 1995). Por
instantes as tripomastigotas metaciclicas expressam varias glicoproteinas de
membrana que interagem com as células de mamiferos, as quais ndo sao

observadas equivalentes em formas sanguicola (Ruiz et al. 1993). Esta diferenca
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na expressao génica justifica a discriminacdo entre formas tripomastigotas
sanguicolas e metaciclicas como fisiologicamente distinguem os estagios do ciclo
biolégico (Tyler & Engman, 2001).

Nossos dados de desafio de animais imunizados claramente
corroboram a hipétese de selegdo de antigenos importantes no processo de
irradiagéo. Tanto o fato de imunégenos irradiados com baixas doses de radiacao
apresentar maior capacidade de induzir protecdo quando comparados aqueles
irradiados com altas doses, como o fato de formas resistentes a radiagao gerar
imunogenos mais protetores, sugere fortemente que a radiacio seleciona os
antigenos mais importantes para a protegdo, provavelmente aqueles existentes
no hospedeiro vertebrado, nas formas metaciclicas ou tripomastigotas.

A produgéo de anticorpos em camundongos tratados com parasitas
iradiados com 2kGy € menor em relagdo aos tratados com formas de T.cruzi ndo
irradiadas, como pode ser observado nas FIG. 9 e 10. Estes resultados também
foram observados por Salata e colaboradores (1976), porém utilizando formas
irradiadas com 900 Gy. Em camundongos resistentes, C57BL/6, observou-se uma
redugdo maior na produgdo de anticorpos quando imunizados com formas
irradiadas. A irradiagéo das formas pode ter induzido uma resposta celular (Th1)
por modificar a carga do parasita ou as moléculas superficiais, melhorando a
apresentag&o ao sistema imunologico, podendo envolver células dendriticas.

O uso adequado de sistemas de selegdo associado a radiagéo
ionizaste resultam em imunégeno ndo contaminados com proteinas exdgenas e
com restricdes ao uso em vacinas, como acontece nos tratamentos com
complemento; ainda sdo necessarios, contudo, novos estudos para que a
radiacéo seja adotada como uma ferramenta mais eficiente na selecéo de formas

tripomastigotas ou metaciclicas.
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6. CONCLUSOES

Conclusao geral
A radiagdo ionizante, isoladamente ou em associagio, pode ser uma
ferramenta otil no desenvolvimento de imunégenos capazes de gerar imunidade

humoral e proteg&o contra infec¢des por T.cruzi em camundongos.

Conclusoes especificas

1. A irradiagdo de T. cruzi com 2 kGy é capaz de inibir totalmente a
capacidade reprodutiva de formas do parasita, sem interferir

significativamente em sua biologia celular.

2. Altas doses de radiagdo promovem a esterilizacdo e a destrui¢do do
agente.
3. A inducdo de imunidade humoral, medida pela quantidade de IgG

especifica, € mais adequada quando ha manutengao da biologia celular
do agente.

4, A indugéo de anticorpos de alta avidez € mais precoce nos ensaios de
imunizagdo do que na infecgdo, mas nao tem relagéo direta com a
prote¢ao.

5. A selecao de formas tripomastigotas, pelo uso de doses baixas de
radiagéo e ou tratamentc com complemento, gera imunégenos mais

eficientes na protecdo de camundongos imunizados e desafiados.
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APENDICE A

Meio LIT (Liver Infusion Tryptose)

Meio LIT (pH 7,35) com Soro Fetal Bovino (S.F.B.} a 10% sem antibiotico
para manutencgdo de T.cruzi atemperatura de 26°C.

Preparar as solugbes abaixo e armazena-las refrigeradas em geladeira.
Todas as solugbes devem passar por teste de esterilidade antes de serem
armazenadas ou utilizadas.

Formula das Solugodes utilizadas:

Solugao A

NaCl 4,09

KCl 0,49
NaxHPQO, anidro 8,09
Bacto Triptose (Difco) 5,09

H.O destilada - gsp 800mi
Autoclavar a 121°C por 20minutos, pH 7,8
Solugao B

Infusdo de Figado — Bacto (Difco) 129
H.O destilada - qsp 200mt
Autoclavar a 121°C por 20minutos
Solugido C

D-glicose anidra 109

H2O destilada - gsp 200ml
Autoclavar a 121°C por 20minutos

Solugido Hemina 1%

Hemina 0,1g

NaOH 0,1N 10ml

Esterilizar em filtro descartavel com membrana Millipore 0,22 pm

Soro Fetal Bovino
Inativar antes do uso: colocar em banho-maria a 56°C por 30 minutos.
Esterilizar em filtro descartavel com membrana Millipore 0,22 pm.

Solugao para uso: misturar 800ml da Solugédo (sol) A, 50ml da Sol.B, 40ml da
Sol. C, 1,0ml de Solucdo de Hemina e 90ml de Soro fetal bovino estéril e
inativado. Manter em geladeira.
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