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RESUlVIO 

Vinte e cinco camundongos SW, inoculados com 105 tripomastigotas da cepa 
FL do Trypanosoma cruzi, foram sacrificados após 5, 10 e 14 dias, e 3 e 6 meses, 
bem como 27 animais controles. Fragmentos de coração foram congelados a -l 70ºC e 
conservados a -70ºC até o uso. Cortes destes fragmentos, feitos em criostato, foram 
submetidos à imunofluore.scência direta com anti-soros conjugados com isotiocia­
nato de fluoresceína: anti-")' globulina, anti-IgG, anti-IgM e anti-C3 de camundongos. 
Foi usado também soro hiperimune anti-antígenos do T. cruzi presentes nos imu­
ne complexos circulantes (IC), preparado em camundongos SW adultos, através de 
inoculações sucessivas dos IC precipitados com polietilenoglicol. A partir do 10.º 
dia de infecção, houve nítida deposição de antígenos do T. cruzi, IgG e C3, nas pa­
redes das pequenas artérias do coração. C3' IgG e antígenos parasitários localizaram­
se também, além de IgM, na zona perivascular e no Interstício entre as fibras 
cardíacas, principalmente nas áreas de destruição celular. Nos animais em fase 
crônica igualmente verificamns deposição de antígenos parasitários, IgG e C3, nos 
vasos. A localização de C3, IgG e IgM no interstício foi menos pronunciada que 
nos camundongos em fase aguda; antígenos do T. cruzi não foram detectados nesta 
região durante a fase crônica. 

INTRODUÇÃO 

Lesões sugestivas de mecanismos patogêni­
cos envolvendo deposição de complexos imunes, 
tais como arterites necrotizantes, foram referi­
das há anos, em pacientes na fase crônica da 
Doença de Chagas, por BRITO & V ASCONCE­
LOS 3, e em animais de laboratório por OKU­
MURA & col. 11. 

humano (C) 4. Demonstramos também que a 
conversão do componente C3 do C é acentuada 
em camundongos na fase aguda da infecção e 
moderada nos animais em fase crônica, suge­
rindo que um dos prováveis fatores de ativa­
ção do C, nesta última fase, sejam IC deposi­
tados nos tecidos 6. 

Recentemente demonstramos que os antí­
genos liberados pelo Trypanosoma cruzi na 
circulação de camundongos infectados com a 
cepa FL formam complexos imunes solúveis, 
circulantes (IC), capazes de reagirem com o 
primeiro componente, Clq, do Complemento 

(*) Financiado pelo CNPq (PDE - 08-01-13) 

Neste trabalho procuramos constatar de­
posição de IC em tecidos, ou seja, a deposição 
conjunta de antígenos do T. cruzi, imuneglobu­
linas e C3 numa mesma estrutura, que pudesse 
explicar as lesões referidas pelos Autores an­
teriormente mencionados. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

T. cruzi - Foi usada a cepa FL do T. cruzi, 
isolada por BRENER em 1965 2, mantida em 
nosso laboratório em camundongos SW, com 
passagens através de vectores a cada 6 meses. 

Animais - Vinte e cinco camundongos, 
SW, machos de 20-25g de peso foram inoculados 
por via intra-peritonial com 10 5 tripomastigo­
tas da cepa FL do T. cruzi, provenientes de 
animais no sexto repique após pa,ssagem por 
triatomíneos. Depois de 5, 10 e 14 dias, e 3 
e 6 meses, grupos formados por 5 animais in­
fectados, bem como 27 controles de mesmo se­
xo e peso, foram sacrificados. Fragmentos de 
coração, de todos os animais, foram congela­
dos rapidamente a -l 70ºC e conservados até o 
uso, a -70ºC. 

Imunofluorescência direta - Cortes dos 
fragmentos de coração feitos em criostato 
(-20ºC), de maneira seriada, foram submetido3 
à imunofluorescência direta ( ID), seguindo-se 
para tal técnica referida por NAKAMURA 10. 

Cinco soros hiperimunes, marcados com iso­
tiocianato de fluoresceína, foram utilizados nas 
reações de ID, sendo 2 deles, anti-IgG e anti­
IgM de camundongo, adquiridos comercialmen­
te (Miles, Yeda Research Co.). Anti-y globulina 
e anti-C3 de camundongo foram preparados em 
coelhos, de acordo com os métodos de FER­
RI 5 e MARDINEY & MüLLER-EBERHARDB, 
respectivamente. Anti antígenos do T. cruzi foi 
obtido por imunização de camundongos SW, 
adultos, com doses sucessivas de IC precipita­
dos do soro de outros camundongos SW, in­
fectados 10 dias antes com 10s tripomastigotas 
da cepa FL; antes da precipitação e concen­
tração dos IC com Polietilenoglicol 6.000 (Sig­
ma Chemical Co.) na concentração final de 4% 
(V/V), a mistura de soros foi filtrada em "Mi­
lipore" (0,2 µm), para eliminar parasitas circu­
lante,.s. 

Anti-y globulina, anti-C3 e anti-antígenos do 
T. cruzi, foram parcialmente purificados por 
precipitação com sulfato de amônio a 45% de 
saturação. Anti-C3 foi absorvido com mistura 
de soros de camundongos depletados de C

3 
pelo 

fator do veneno da cobra Naja naja, previamen­
te purificado de acordo com método de MüL­
LER-EBERHARD & FJELLSTRôM9. 

Todos os anti-soros utilizados, incluindo-se 
os comercialmente adquiridos, foram absorvi­
dos antes do uso com pó de fígado bovino, de 
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acordo com metodologia recomendada também 
por NAKAMURA 10_ 

RESULTADOS 

No grupo de animais sacrificados no 5.º 
dia após inoculação apenas 2 apresentaram 
reações de ID duvidosas. Porém a partir do 
10.º dia de infecção, verificamos nítida deposi­
ção de antígenos do T. cruzi, IgG e C3 nas ca­
madas endotelial, média e adventícia das pe­
quenas artérias do coração, em todos os ani­
mais sacrificados no 10.º e 14.º dia após inocu­
lação (Fig. 1). 

O componente C3 do Complemento, IgG e 
antígenos do parasita, além de IgM, localiza'. 
ram-se também na região perivascular e no ip-· 
ter.stício entre as fibras cardíacas (Figs. 2 e 3), 
principalmente nas áreas onde havia parasitis­
mo e destruição da musculatura, vistos em cor­
tes corados com Giemsa e Hematoxilina-eosina. 

Os 10 animais em fa,se crônica da doença 
(3 e 6 meses) também apresentaram deposição 
de antígenos parasitários, IgG e C3 nas diferen­
tes camadas da parede dos vasos (Fig. 4). A 
presença de IgG, IgM e C3 na região perivascu­
lar e interstício foi menos extensa e de me­
nor intensidade que a observada em camun­
dongos em fase aguda. Na fase crônica os an­
tígenos do parasita localizaram-se apenas nos 
vasos, não tendo sido vistos no interstício. 

Todos os animais infectados, com exceção 
daqueles do grupo sacrificado após 5 dias, apre­
sentaram ID positiva para y globulina. Todos 
os 27 controles foram negativos às reações de 
ID, feitas com os 5 anti-soros referidos. 

DISCUSSÃO 

A formação de IC "in vivo" é parte integral 
da resposta imune normal e, sob circunstân­
cias fisiológicas, o próprio IC pode estimular 
mecanismos para ,sua eliminação, resultando 
daí um equilíbrio dinâmico entre formação e 
eliminação 12 • Em outras situações, devido a di­
versos fatores, os IC podem depositar-se e de­
sencadear lesões; localizam-se nas diferen­
tes camadas dos vasos, sendo bastante efi­
cientes como fator ativador do C, principal­
mente se formados em excesso de anticorpo 1 . 

Através da ativação do C os IC levam à for­
mação de pelo menos, dois tipos de mediado­
res da resposta inflamatória aguda: fatores 
quimiotáticos para neutrófilos e possivelmen-
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Plg. 1 - DeP()$içii0 de IC na parede de PeQ\1.Cnas amírlas do cornç,ii,o de camundongo ou 
rase 3..Sud.1 dtt Ooonç8 de Chaga$ experimema l , 10 dlais de infecção). to ( ± 5()(1 X) 
à = Ant.fg1.mo!l do T . tnrxi 
b -= lgG 
e = e, 
d =o Aspec10 de w rte de coração de camundongo oontn:ite wbmetido à m com $0r<> hipc;ri• 

mune ànti-1mti~nos do 'r. eru:t.i 
e = Jdem. ooin antl•C1 

te macró!agos e fatores anafllatóxicos que 
atuando sobre basófi1os circulantes e mastõci• 
tcs teciduais provocam llberação do fator de 
agTegação de plaquetas e da histamina ou se­
rotonina, de acordo com a espécie 7• 

Desta maneira, verdadeira ca,scata de in• 
terações celulares e moleculares pode s er indu­
zida, pelos IC, cujo resultado final é o aumento 
da permeabilidade vascular e "enga:;gamento" 

FIQ. 2 - LocaJJzação da ant.rgenos do T. enal e IgG no 
i.nterst!Clo d.o coração de ct1mundongo infectado h(i H 
di.is. ID (± 500 X I 
n = Antlgenos pl\rnsitár1os 
b = ~ 
e = Aspecto de corte de ooracão de camtmdongo contr0• 

le submeUdo ;i 1D com soro hipcrimune anli,nnti• 
gonos do T. çru:zl 

• 

Fig. 3 - Localização de 
l a,M no int.erstlcto do OO• 
ração de camundongo i n­
fectado bQ 10 dias. 10 
<± 500 X> 

de outros IC na parede dos vasos. O conjunto 
dos mecanismos responsáveis pelo aumento da 
permeabilidade vascular pode representar ma­
neira adequada para remover rc da circulação; 
no entanto, na dependéncia da proporção exis­
tente entre antígeno-anticorpo, concentração de 
ambos, classe e s ubclasse do anticorp0, força 
de ligação entre antígeno e anticorpo, tamanho, 
forma e carga do IC, bem como da capacida. 
de para intercalar o fragmento C,b no Játice an-
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tigeno-a.nticorpo, os IC podem depositar-se de 
forma maciça, provocando o aparecimento de 
lesões e de "doença por imune com plexo". 

Esta parece ser a situação dos animais da 
p1·esente experiéncia. poi,s, dos 25 camundongos 
Infectados apenas ; (com 5 d ias de infecção) 
não apresentaram deposição maciça de IC. Nos 
demais praticamente todos os vasos presentes 
num mesmo corte mostraram os componentes 
imunes do IC. Fator importante no desenca­
deamento desta "doença por imune complexo" 
nos nossos animais, deve ter sido a dose de 
trlpomast.igotas inoculada ll!PJ, quantidade es­
ta cer tamente muito elevada, quando compa­
rada à situação que acredita.se ocorrer quando 
da infecção humana. Não obstante cremos que 
os IC possam .ser causadores das lesões refe· 
ridas pelos Autores já citados anteriormente, 
mesmo em infecções naturais onde a carga pa­
rasitá.ria inicial deve ser pequena pois, a capa. 
cidade para depositar, ativar e e produzir le­
sões está ligada a vár ios fatores e não SO· 
mente à concentração dos componentes do IC. 

A deposição de e, no interst.lcio entre as fi­
bras cardíacas, mais· intensa ao redor das zo, 
nas de destruição celular. tndica nos nossos 
animais, participação precoce deste componen­
te na formação do infiltrado inflamatório que 
ocorreu nestas áreas durante a fase aguda. 

Na fase crônica os anlmais estudados con­
tinuaram a mostrar depcsição de IC nos vasos 
e, em menor extensão e intensidade C3 no in· 
t.ersticio. Esses dndos sugerem por um lado, 
participação discreta deste componente na fi­
brose e Inflamação crônlca e pelo outro, a 
continuidade ou talvez mesm o, a perpetuação 
da deposição de IC, na medida em que a doen· 
ça progride. 
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a = Del)(),,;içâo d8 tiniíganos do T. tnui l'}.'I.,; p.1n..-di.'lS d, 
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SUMMARY 

Oe1>ositto11 oc ünmune complex ln ex1>erhm:m 
tnl Chagas' diseas(• 

Twenty-five SW mice infected with !Oi tr} 
pomastigotes 01 the FL strain of T. c1·u zi wer. 
sacrüied 5, 10 and 14 days, 3 and 6 months arte 
inoculation, as well as 27 controls. 

Pieces of heart were frozen at -170"C anc 
maintained at -70''0 UU the use. Criost.at se< 
tions were submitted to d~rect immunofluore:-: 
cence wUh 5 antisera conjugated wit.h fluore~ 
cein : anti-mouse y globulin, anti-mouse IgG 
anti-mouse IgM, an t.i-rnouse C,i and anti T. cn: 
z:i antigens present in the circulating immun 
com p1ex e ICl . The last antiserum was raised i: 
adults SW mice by inoculation of !C precipita• 
ed wlth Polyet.hileneglicol. 

Deposit.ion of T. cruzi antlgens, IgG and C 
to the capillary and small a rteries' walls wa 
etearly evident in animais sacr ified after 10 day 
of infection . e,, IgG, IgM anct parasitic antlgen 
were also seen in the perivascular and inter~ 
titiat areas mainly in foci ot cellular destruc 
t ion. 

Animais in the chronlc phase of diseas 
presented in a similar way deposition of par~ 
sit ie antigens, C.l aod IgG in their heart vasct 
lature. l n these mice deposition of C~, IgC an 
lgM in the interslitial areas was less pronoum 
ed than ln mice in the acute phase of the d 
sease. Parasitic antigens were not found in ir 
ters titial areas during the chronic phase. 
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