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COMUNICAÇÃO

Avaliação hematológica e histopatológica de camundongos BALB/c e
C57BL/6 expostos aos antígenos recombinantes Cytoplasmic Repetitive

Antigen e Flagellar Repetitive Antigen
de Trypanosoma cruzi

Hematological and histopathological evaluation of BALB/c and C57BL/6 mice exposed to
Cytoplasmic Repetitive Antigen  and Flagellar Repetitive Antigen recombinant

antigens of Trypanosoma cruzi
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Resumo Os antígenos recombinantes Cytoplasmic Repetitive Antigen e Flagellar Repetitive Antigen de
Trypanosoma cruzi foram inoculados em camundongos BALB/c e C57BL/6 e o seu efeito avaliado a nível
hematológico e histopatológico. Os resultados mostraram que o padrão histológico normal dos órgãos e o perfil
hematológico dos camundongos não foram modificados sugerindo que esses antígenos não parecem causar
dano ao animal.
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Abstract The Cytoplasmic Repetitive Antigen and Flagellar Repetitive Antigen recombinant antigens of
Trypanosoma cruzi were inoculated into BALB/c and C57BL/6 mice and its effects evaluated at hematological
and histopathological levels. The results showed that the histological pattern of the organs and the hematological
profile of mice were not modified suggesting that these antigens are not harmful for the animal.
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A doença de Chagas, causada pelo protozoário
Trypanosoma cruzi, é circunscrita à América Latina, onde
estima-se que a prevalência da infecção humana, em
21 países, é de cerca de 16 milhões de casos e que
aproximadamente 100 milhões de indivíduos (25% de
todos os habitantes da América Latina), estão sob o
risco da infecção18.

Não existe, até o momento, quimioterapia segura
disponível para o tratamento da doença, responsável
por alta morbidade nos indivíduos infectados que
apresentam a forma crônica determinada. Os
tradicionais antiparasitários nifurtimox e benzonidazol
são parcialmente eficazes, atuando apenas na fase
aguda da infecção2 e seu potencial de cura parasitológica

é dependente do tipo de cepa albergada pelo hospedeiro1.
A maioria dos indivíduos na fase crônica da infecção
é resistente ao tratamento com a quimioterapia
convencional, mantendo a infecção por toda a vida.
Indivíduos que não desenvolvem sintomas representam
uma ameaça como doadores de sangue, podendo
transmitir a doença por transfusão sangüínea. Segundo
Costa et al4, o desenvolvimento de intervenções imunes,
tais como imunização, podem ser de utilidade para
aumentar a eficácia do tratamento em pacientes que
não respondem à quimioterapia convencional.

Com o advento da  tecnologia do DNA
recombinante, vários genes que codificam proteínas
antigênicas de T. cruzi têm sido clonados. Os
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segmentos dos genes clonados têm sido usados para
produzir porções das proteínas antigênicas em
bactérias, e várias destas, isoladas ou associadas,
têm sido usadas como antígenos alvos em ensaios
de sorodiagnóstico9 15 ou em estudos de
imunoproteção12 13 14.

Dois antígenos recombinantes de Trypanosoma
cruzi, Cytoplasmic Repetitive Antigen (CRA) e Flagellar
Repetitive Antigen (FRA), produzido por Bio-Manguinhos/
FIOCRUZ, Brasil, têm sido usados com sucesso no
diagnóstico da doença de Chagas6 7 9 17. Visando a
utilização desses antígenos em posteriores ensaios de
vacinação, investigamos no presente trabalho o seu efeito
em camundongos BALB/c e C57BL/6 não infectados,
analisando os perfis hematológico e histopatológico. CRA
possui elementos de repetição de 14 aminoácidos e é
detectado nas formas epimastigotas e amastigotas de
T. cruzi, enquanto FRA possui elementos de repetição
de 68 aminoácidos e é encontrado nas formas
epimastigotas e tripomastigotas10.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 machos (6 - 8
semanas de idade), provenientes do Centro de Criação
de Animais de Laboratório (CECAL) da Fundação
Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil foram
usados no presente trabalho. O protocolo utilizado foi
aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais-
CEUA da FIOCRUZ (P0082-01).

As proteínas recombinantes CRA e FRA foram
obtidas como previamente descrito por Kireger et al9 e
sua pureza verificada através da coloração pela prata
segundo Morrisey11.

Dois grupos (G1 e G2) de cada linhagem de
camundongos avaliada (BALB/c e C57BL/6) receberam
3 injeções por via subcutânea de 20µg e 12µg dos
antígenos CRA e FRA, respectivamente, em intervalos
de 20 dias. A primeira injeção foi efetuada com o

adjuvante completo de Freund (100µl) e as seguintes
com adjuvante incompleto. Camundongos controles
foram injetados com PBS (pH 7,2) e com os adjuvantes.
Trinta dias após a última imunização foram avaliados
os perfis hematológico e histopatológico dos animais.

A contagem global de células foi efetuada pelo
aparelho Coulter – Modelo STKS. A contagem específica
de leucócitos foi realizada em esfregaço sangüíneo em
lâminas coradas pelo Giemsa, avaliando-se um total
de 100 células3. O sangue foi coletado por punção do
plexo orbital.

Para a análise estatística dos dados obtidos, testes
não paramétricos que incluíram os testes Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney foram utilizados, considerando-
se significativo p<0,05.

Camundongos imunizados e controles foram
sacrificados após deslocamento cervical, 4 semanas
após a última injeção e submetidos a necropsia
completa. Fragmentos de fígado, baço e coração foram
fixados em formol neutro a 10% seguindo-se a inclusão
em parafina. A análise histológica foi procedida em
cortes de 5µm, corados pela hematoxilina-eosina.

O perfil hematológico dos camundongos que
receberam essas proteínas por via subcutânea não
apresentou diferença significativa (p<0,05) quando
comparado ao grupo controle, tanto em relação ao
eritrograma (hematócrito, hemoglobina, volume
corpuscular médio-VCM, hemoglobina corpuscular média-
HCM, concentração de hemoglobina corpuscular média-
CHCM e distribuição volumétrica dos eritrócitos-RDW)
(Tabela 1) quanto ao leucograma (leucometria) (Tabela 2).
A análise histopatológica dos órgãos selecionados,
provenientes de camundongos dos G1 e G2 revelou
estruturas de aspecto normal e ausência de reações
inflamatórias e lesões degenerativas, necrotizantes,
proliferativas ou de qualquer outra natureza, como o grupo
controle.

Tabela 1 - Leucograma de camundongos BALB/c e C57 BL/6 30 dias após 3a imunização.

Parâmetros hematológicos              BALB/c                            C57 BL/6

CRA FRA controle CRA FRA controle

Leucograma

leucócitos (103/µl) 4,8 ± 0,9 5,6 ± 2,6 6,5 ± 2,2 14,9 ± 4,4 15,3 ± 2,3 15,5 ± 4,1

neutrófilo (103/µl) 0,3 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,5 ± 0,5 0,9 ± 0,4 0,6 ± 0,1 0,95 ± 0,8

linfócito (103/µl) 4,1 ± 1,1 4,9 ± 2,3 5,5 ± 2,0 11,9 ± 5,1 14,6 ± 2,4  14,25 ± 3,8

monócito (103/µl) 0,3 ± 0,2 0,4 ± 0,3 0,6 ± 0,3 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,1 ± 0,1

eosinófilo (103/µl) 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,03 ± 0,05 0,03 ± 0,1 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0

basófilo (103/µl) 0,1 ± 0,3 0,1 ± 0,1 0,2 ± 0,5 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,1 ± 0,1

Os resultados se referem a média ± desvio padrão. CRA - camundongos imunizados com antígeno recombinante CRA;
FRA - camundongos imunizados com antígeno recombinante FRA.

Estes resultados são importantes porque
demonstram que os antígenos CRA e FRA não alteram
o padrão histológico normal dos órgãos dos animais,
nem os parâmetros hematológicos avaliados, estes
últimos considerados como um dos melhores métodos
para monitorar alterações que possam interferir em

variáveis experimentais. A ausência de modificações
no leucograma, sobretudo, na contagem de linfócitos,
constitue um achado importante, visto que nos fornece
subsídios para posteriores ensaios de vacinação, uma
vez que os linfócitos são as principais células
responsáveis pela indução da imunidade protetora.
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Embora os níveis de linfócitos circulantes estivessem
dentro dos valores normais, resultados obtidos em
nosso laboratório mostram um aumento seletivo do
número de linfócitos T CD4+ no baço de animais
imunizados (Pereira et al., manuscrito em preparação),
sugerindo que estes antígenos são imunogênicos.

Embora os antígenos recombinantes CRA e FRA
de T. cruzi sejam reconhecidos apenas pelo soro de
indivíduos chagásicos e tenham sido usados com
sucesso no diagnóstico da doença de Chagas6 7 9,
nenhum estudo foi realizado envolvendo a avaliação
do efeito dessas substâncias em animais. Proteínas

que contêm estruturas de repetição, como os antígenos
CRA e FRA, localizadas ou associadas à superfície
do parasita ou secretadas por ele próprio, são
fortemente imunogênicas8. Além disso, antígenos com
uma estrutura de repetição parecem desempenhar um
papel na interação entre o parasito e o sistema imune
do hospedeiro5 14.

Estudos sobre a caracterização das propriedades
imunogênicas desses antígenos em camundongos
infectados com T. cruzi estão em curso, com a
finalidade de verificar as respostas imunes celular e
humoral em camundongos de diferentes linhagens.

Tabela 2 - Eritrograma de camundongos BALB/c e C57 BL/6 30 dias após 3a imunização.

Parâmetros                          BALB/c                  C57BL/6

hematológicos* CRA FRA controle CRA FRA controle

Eritrograma

eritrócitos (106/µl) 9,5 ± 0,1 9,4 ± 0,8 9,3 ± 0,4 8,5 ± 0,5 8,7 ± 0,4 8.76 ± 0,2

hemoglobina g/dl 15,8 ± 0,3 16,2 ± 0,6 15,2 ± 1,2 14,5 ± 1,0 14,9 ± 0,4 15.2 ± 0,3

hematócrito (%) 44,8 ± 0,8 45,9 ± 4,3 43,6 ± 2,4 40,1 ± 2,4 40,0 ± 1,6 41.6 ± 1,8

VCM (fl) 47,2 ± 0,5 47,6 ± 0,6 47,1 ± 1,5 47,1± 0,3 46,2 ± 0,7 47,4 ± 1,1

HCM (pg) 16,7 ± 0,35 16,9 ± 1,1 16,4 ± 1,4 17,0 ±0,5 17,3 ± 0,5 17,35 ± 0,2

CHCM (g/dl) 35,4 ± 0,8 35,4 ± 2,8 34,8 ± 2,0 36,1 ± 1,2 37,5 ± 0,5 36,6 ± 1,3

RDW (%) 40,4 ± 0,6 38,2 ± 1,5 39,2 ± 1,0 35,1 ± 1,1 38,3± 1,2 32,1 ± 8,5

VCM=volume corpuscular médio, HCM=hemoglobina corpuscular média, CHCM=concentração de hemoglobina
corpuscular média, RDW=distribuição volumétrica dos eritrócitos.

Os resultados se referem a média ± desvio padrão. CRA - camundongos imunizados com antígeno
recombinante CRA; FRA - camundongos imunizados com antígeno recombinante FRA.
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