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Avaliacdo hematoldgica e histopatologica de camundongos BALB/c e
C57BL/6 expostos aos antigenos recombinantes Cytoplasmic Repetitive
Antigen € 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 antigenos 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 nivel
hematolégico e histopatologico. Os resultados mostraram que o padrao histolégico normal dos érgéos e o perfil
hematolégico dos camundongos ndo foram modificados sugerindo que esses antigenos ndo 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 doenca de Chagas, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, € circunscrita a América Latina, onde
estima-se que a prevaléncia da infecgdo humana, em
21 paises, € de cerca de 16 milhdes de casos e que
aproximadamente 100 milhdes de individuos (25% de
todos os habitantes da América Latina), estdo sob o
risco da infecgéo™.

N&o existe, até o momento, quimioterapia segura
disponivel para o tratamento da doenga, responsavel
por alta morbidade nos individuos infectados que
apresentam a forma cronica determinada. Os
tradicionais antiparasitarios nifurtimox e benzonidazol
sao parcialmente eficazes, atuando apenas na fase
aguda da infecgao? e seu potencial de cura parasitoldgica

€ dependente do tipo de cepa albergada pelo hospedeiro’.
A maioria dos individuos na fase crbnica da infecgao
é resistente ao tratamento com a quimioterapia
convencional, mantendo a infec¢do por toda a vida.
Individuos que ndo desenvolvem sintomas representam
uma ameaca como doadores de sangue, podendo
transmitir a doenga por transfusdo sanguinea. Segundo
Costa et al*, o desenvolvimento de intervengdes imunes,
tais como imunizacado, podem ser de utilidade para
aumentar a eficacia do tratamento em pacientes que
nao respondem a quimioterapia convencional.

Com o advento da tecnologia do DNA
recombinante, varios genes que codificam proteinas
antigénicas de T. cruzi tém sido clonados. Os
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segmentos dos genes clonados tém sido usados para
produzir porgdes das proteinas antigénicas em
bactérias, e varias destas, isoladas ou associadas,
tém sido usadas como antigenos alvos em ensaios
de sorodiagnéstico® ' ou em estudos de
imunoprotegao’ 314,

Dois antigenos recombinantes de Trypanosoma
cruzi, Cytoplasmic Repetitive Antigen (CRA) e Flagellar
Repetitive Antigen (FRA), produzido por Bio-Manguinhos/
FIOCRUZ, Brasil, tém sido usados com sucesso no
diagnéstico da doenga de Chagas®’® ', Visando a
utilizacado desses antigenos em posteriores ensaios de
vacinagao, investigamos no presente trabalho o seu efeito
em camundongos BALB/c e C57BL/6 nao infectados,
analisando os perfis hematoldgico e histopatoldgico. CRA
possui elementos de repeticdo de 14 aminoacidos e é
detectado nas formas epimastigotas e amastigotas de
T. cruzi, enquanto FRA possui elementos de repeticao
de 68 aminoacidos e é encontrado nas formas
epimastigotas e tripomastigotas™.

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

As proteinas recombinantes CRA e FRA foram
obtidas como previamente descrito por Kireger et al°e
sua pureza verificada através da coloragao pela prata
segundo Morrisey'".

Dois grupos (G1 e G2) de cada linhagem de
camundongos avaliada (BALB/c e C57BL/6) receberam
3 injecbes por via subcutanea de 20ug e 12ug dos
antigenos CRA e FRA, respectivamente, em intervalos
de 20 dias. A primeira injegéo foi efetuada com o

adjuvante completo de Freund (100ul) e as seguintes
com adjuvante incompleto. Camundongos controles
foram injetados com PBS (pH 7,2) e com os adjuvantes.
Trinta dias apds a ultima imunizagdo foram avaliados
os perfis hematologico e histopatolégico dos animais.

A contagem global de células foi efetuada pelo
aparelho Coulter — Modelo STKS. A contagem especifica
de leucdcitos foi realizada em esfregaco sanglineo em
laminas coradas pelo Giemsa, avaliando-se um total
de 100 células®. O sangue foi coletado por puncéo do
plexo orbital.

Para a analise estatistica dos dados obtidos, testes
ndo paramétricos que incluiram os testes Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney foram utilizados, considerando-
se significativo p<0,05.

Camundongos imunizados e controles foram
sacrificados apos deslocamento cervical, 4 semanas
apos a ultima injegdo e submetidos a necropsia
completa. Fragmentos de figado, bago e coragao foram
fixados em formol neutro a 10% seguindo-se a inclusao
em parafina. A analise histolégica foi procedida em
cortes de 5um, corados pela hematoxilina-eosina.

O perfil hematolégico dos camundongos que
receberam essas proteinas por via subcutidnea nao
apresentou diferenga significativa (p<0,05) quando
comparado ao grupo controle, tanto em relagéo ao
eritrograma (hematécrito, hemoglobina, volume
corpuscular médio-VCM, hemoglobina corpuscular média-
HCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular média-
CHCM e distribuicdo volumétrica dos eritrocitos-RDW)
(Tabela 1) quanto ao leucograma (leucometria) (Tabela 2).
A analise histopatoldgica dos 6rgaos selecionados,
provenientes de camundongos dos G1 e G2 revelou
estruturas de aspecto normal e auséncia de reagdes
inflamatodrias e lesdes 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 apds 3° imunizac¢&o.

Parametros hematoldgicos BALB/c C57 BL/6

CRA FRA controle CRA FRA controle
Leucograma
leucécitos (10%/pul) 48+0,9 56+2,6 6,5+2.2 149+44 15,3+2,3 155 +4,1
neutrofilo (10%/ul) 0,3+0,1 0,2+0,1 0,5+0,5 09+04 0,6 +0,1 0,95+0,8
linfécito (103%/ul) 4111 49+23 55+2,0 11,9+5,1 14,6 + 2,4 14,25 + 3,8
mondcito (10%/pl) 0,3+0,2 0,4 +0,3 0,6 £0,3 0,2+0,1 0,2+0,1 0,1+0,1
eosindfilo (10%/pl) 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,03 £ 0,05 0,03 £ 0,1 0,0 £0,0 0,0+0,0
basofilo (10%/ul) 0,1+0,3 0,1+0,1 02+0,5 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,1

Os resultados se referem a média + desvio padrdo. CRA - camundongos imunizados com antigeno recombinante CRA;
FRA - camundongos imunizados com antigeno recombinante FRA.

Estes resultados sao importantes porque
demonstram que os antigenos CRA e FRA n&o alteram
0 padrao histolégico normal dos érgaos dos animais,
nem os parametros hematoldgicos avaliados, estes
ultimos considerados como um dos melhores métodos
para monitorar alteragdes que possam interferir em
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variaveis experimentais. A auséncia de modificagdes
no leucograma, sobretudo, na contagem de linfocitos,
constitue um achado importante, visto que nos fornece
subsidios para posteriores ensaios de vacinagao, uma
vez que os linfécitos sdo as principais células
responsaveis pela indugdo da imunidade protetora.
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Tabela 2 - Eritrograma de camundongos BALB/c e C57 BL/6 30 dias ap6s 32 imunizacgéo.

Parametros BALB/c C57BL/6
hematoldgicos* CRA FRA controle CRA FRA controle
Eritrograma

eritrécitos (10%/pl) 9,5+0,1 94+08 93+04 85+0,5 87+04 876+0,2
hemoglobina g/dI 158+03 16,2+06 152+12 145+10 149+x04 152+03
hematdcrito (%) 448+08 459+43 436+24 401+24 400+16 41618
VCM (fl) 472+05 476+06 47,1+15 47,1£0,3 46,2+0,7 474+11
HCM (pg) 16,7+0,35 16911 164+14 17,005 17,3+05 17,35+0,2
CHCM (g/dI) 354+08 354+28 348+20 361+12 375+05 366+1,3
RDW (%) 404+06 382+15 392+10 351+11 383+12 321%85

VCM=volume corpuscular médio, HCM=hemoglobina corpuscular média, CHCM=concentragdo de hemoglobina

corpuscular média, RDW=distribuicdo volumétrica dos eritrécitos.

Os resultados se referem a média + desvio padrdao. CRA - camundongos imunizados com antigeno
recombinante CRA; FRA - camundongos imunizados com antigeno recombinante FRA.

Embora os niveis de linfécitos circulantes estivessem
dentro dos valores normais, resultados obtidos em
nosso laboratério mostram um aumento seletivo do
numero de linfocitos T CD4* no bago de animais
imunizados (Pereira et al., manuscrito em preparagéo),
sugerindo que estes antigenos sdo imunogénicos.

Embora os antigenos recombinantes CRA e FRA
de T. cruzi sejam reconhecidos apenas pelo soro de
individuos chagasicos e tenham sido usados com
sucesso no diagnostico da doenga de Chagas®’?,
nenhum estudo foi realizado envolvendo a avaliagéo
do efeito dessas substancias em animais. Proteinas

que contém estruturas de repeticao, como os antigenos
CRA e FRA, localizadas ou associadas a superficie
do parasita ou secretadas por ele proprio, séo
fortemente imunogénicas®. Além disso, antigenos com
uma estrutura de repeticao parecem desempenhar um
papel na interagédo entre o parasito e o sistema imune
do hospedeiro® 4,

Estudos sobre a caracterizagado das propriedades
imunogénicas desses antigenos em camundongos
infectados com T. cruzi estdo em curso, com a
finalidade de verificar as respostas imunes celular e
humoral em camundongos de diferentes linhagens.
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