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RESUMO

SALGADO, R. M. Avaliacdo do papel do soro imune de camundongos CD28KO
(deficiente em IgG especifica) na interag&o in vivo e in vitro do T. cruzi Sylvio
X10/4 com células da linhagem macrofagica. 2013. 67 f. Dissertacdo (Mestrado
em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2014.

Fagocitos mononucleares possuem papel fundamental no controle da infeccédo por
T. cruzi. A interacdo entre tripomastigotas de T. cruzi com anticorpos e/ou moléculas
do sistema complemento facilita a internalizacdo dos mesmos pelos macréfagos.
Estudos prévios demonstraram a importancia da IgG especifica na remocéo do T.
cruzi da circulagdo sanguinea, promovendo a internalizacdo por fagdcitos
mononucleares. No entanto, o papel da IgM especifica ha remocao do parasita néo
tem sido estudada. Nesse trabalho, nds analisamos o papel in vivo e in vitro de soro
de camundongo CD28KO infectado (que apresenta exclusivamente anticorpos T.
cruzi-especificos da classe IgM) na “remocdo” de parasitas Sylvio X10/4, clone
miotropico de T. cruzi que ndo apresenta parasitemia patente em camundongos
normais. Tripomastigotas Sylvio X10/4 isolados de cultura celular ou do sangue de
camundongos RAG2KO infectados desaparecem da circulagdo uma hora ap0s
inoculagdo intravenosa (iv) em camundongos C57BL/6. A andlise destes
camundongos 24 horas apds a inoculagdo revela maior concentragcdo de RNA e
parasitas viaveis no figado e baco, resultado que sugere a remocéo do parasita,
considerando o sabido miotropismo do clone Sylvio X10/4. Deplecéo in vivo de
macrofagos e células dendriticas pelo tratamento com lipossoma de clodronato
estende o tempo dos parasitas na circulacdo sanguinea, demonstrando a
importancia destas células na remocao espontanea deste parasita. Dada esta saida
espontanea, decidimos estudar a remocdo imune (por anticorpos) de parasitas
Sylvio X10/4 no sexto dia de infeccdo, quando a parasitemia subpatente apresenta
um aumento significante. Para isso, camundongos C57BL/6 foram inoculados iv, no
quarto dia pés-infeccdo, com soro de camundongo normal (NMS), soro imune de
camundongos C57BL/6 (B6-IMS, que contém IgM e, principalmente, IgG
especificas) ou soro imune de camundongos C57BL/6 CD28KO (CD28KO-IMS, que
contem exclusivamente IgM especifica).. Os niveis de parasitemia subpatente foram
analisados em dias subsequentes por cultura em meio L.I.T. Camundongos tratados
com B6-IMS apresentaram maior remoc¢ao de parasitas sanguineos comparados aos
camundongos tratados com NMS. Nao menos importante, CD28KO-IMS também se
mostrou eficiente na remocao do T. cruzi, contudo com atividade menor que a de
B6-IMS. Resultados concordantes foram observados no estudo in vitro da invasao
de parasitas Sylvio X10/4 em macréfagos derivados da medula 6ssea ou elicitados
do periténio, onde o niumero de amastigotas no interior dos macréfagos aumentou
ndo somente na presenca de B6-IMS, mas também na presenca de CD28KO-IMS.
O conjunto dos resultados apresentados indica que os macréfagos sdo elementos
essenciais na remocéo de T. cruzi, e que esta atividade pode ser aumentada nao
somente por anticorpos IgG especificos, mas também por soro de camundongo
CD28KO infectado, que contém exclusivamente anticorpos especificos da classe
IgM.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Anticorpos. Macrofagos. CD28. IgM. Doenca
de Chagas.



ABSTRACT

SALGADO, R. M. In vivo and in vitro role of immune serum from CD28KO
chronic mice (deficient in specific IgG) in the interaction of T. cruzi Sylvio X10/4
parasites with cells of the macrophage lineage. 2013. 67 p. Masters thesis
(Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2014.

Mononuclear phagocytes play a fundamental role in controlling infection by T. cruzi.
The interaction between trypomastigotes with specific antibodies and / or molecules
of the complement system facilitates the parasite internalization of these by
macrophages. Previous studies have demonstrated the importance of specific IgG in
the removal of T. cruzi from blood circulation, promoting the internalization by
mononuclear phagocytes. However, the role of specific IgM in removing the parasite
has not been studied. In this study, we analyze the role in vivo and in vitro role of
serum from T. cruzi chronically-infected CD28KO mice (in which the parasite -
specific antibody response is restricted to the IgM class) in the "clearance" of Sylvio
X10/4 parasites, a myotropic clone of T. cruzi, which does not yield patent
parasitemias in normal mice. Trypomastigotes isolated from cell culture disappear
from circulation one hour after intravenous inoculation (i.v.) in C57BL/6 mice. The
analysis of these mice 24 hours after inoculation revealed a greater concentration of
T. cruzi RNA in the liver and spleen, a result that suggests the removal of the
parasite, considering the known myotropism of clone Sylvio X10/4. In vivo depletion
of macrophages and dendritic cells by treatment with clodronate liposome extends
the time of the parasites in the bloodstream, demonstrating the importance of these
cells in the spontaneous removal of this parasite. Given this spontaneous exit, we
decided to study the immune removal (antibodies) of Sylvio X10/4 parasites on the
sixth day of infection, when subpatent parasitemia shows a significant increase. For
this purpose, C57BL/6 mice were inoculated i.v. on day 4 post-infection with normal
mouse serum (NMS) , immune serum of C57BL/6 (B6-IMS - containing IgM and
especially specific IgG) or immune serum from C57BL / 6 mice CD28KO (CD28KO-
IMS, which contains exclusively IgM specific antibodies). The levels of subpatent
parasitemia were analyzed by culture in subsequent days in LIT medium. B6 mice
treated with B6-IMS had higher blood removal of parasites compared to mice treated
with NMS. Not least, CD28KO-IMS was also efficient in the removal of T. cruzi,
although less than B6-IMS. Concordant results were observed in in vitro invasion
studies of bone marrow-derived and peritoneum-elicited macrophages by Sylvio
X10/4 parasites, where the number of amastigotes inside macrophages increased
not only in the presence of B6-IMS, but also in the presence of CD28KO-IMS. Our
results indicate that macrophages are essential for the removal of T. cruzi, and that
this activity can be increased not only by specific IgG antibodies, but also by serum
from CD28KO infected mice, which exclusively contains specific IgM antibodies.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Antibodies. Macrophages. CD28. IgM. Chagas
disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é causada pelo parasita protozoario Trypanosoma cruzi,
e foi descoberta em 1909 pelo brasileiro Carlos Chagas (1879-1934) (RASSI JR;
RASSI; MARCONDES, 2012). Reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como uma das 13 doencas tropicais mais negligenciadas do mundo, (HOTEZ
et al., 2009) a doenca de Chagas tem sido um flagelo para a humanidade desde a
antiguidade, e continua a ser um relevante problema social e econémico em muitos
paises da América Latina (MONCAYO; SILVEIRA, 2009; RASSI JR; RASSI,
MARIN-NETO, 2010). Mais ainda, paises nao endémicos tém apresentado nas
ultimas décadas casos de doenca de Chagas devido a migracdo da populacédo de
areas endémicas, se tornando assim um problema global (MACHADO et al., 2012).

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo de vida que alterna entre hospedeiros
vertebrados (que compreendem um grande numero de mamiferos, incluindo
humanos) e hospedeiros invertebrados (insetos que pertencem a familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, tais como Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis e
Panstrongylus megistus (FERNANDES; ANDREWS, 2012; NOIREAU; DIOSQUE;
JANSEN, 2009) (que no Brasil sdo denominados de barbeiros. Além da transmisséo
vetorial, a contaminacdo pode ocorrer por transfusdo sanguinea, transmisséo
congénita, acidentes de laboratério, transplante de 6rgdos e/ou medula Gssea
infectados, além da ingestdo de alimentos e bebidas contaminadas com T. cruzi. No
Brasil, em funcdo ao controle da transmissédo vetorial, assim como ao melhor
controle nos bancos de sangue, houve nos ultimos 30 anos uma diminuicéo drastica
no numero dos casos agudos, as poucas ocorréncias resultando da ingestdo de
alimentos crus contaminados por barbeiros infectados (RASSI JR; RASSI,
MARCONDES, 2012).

A doenca de Chagas apresenta uma fase aguda, frequentemente
assintomatica, onde a ativacdo da resposta imune especifica determina o controle,
porém nao estéril, do parasita (NAGAJYOTHI et al., 2012). Alguns casos
sintomaticos podem apresentar sinais do ponto de entrada (sinal de Romafa), febre,
adenopatia  generalizada, edema, hepatoesplenomegalia, miocardite e

meningoencefalite em casos severos. A fase crénica se apresenta usualmente como
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uma forma indeterminada assintomatica, com eletrocardiograma inalterado e
radiografias normais de coracédo, eséfago e coldn. Alguns casos podem apresentar a
forma cardiaca ou digestiva (megaes6fago ou megacolon), ou, mais raramente, uma
associacao entre as duas formas. A forma cardiaca crénica € a manifestacéo clinica
mais significativa da doenca de Chagas, por sua frequéncia e gravidade. E
geralmente detectada entre as segunda e quarta década de vida, 5-15 anos apos a
infeccdo inicial. Os sinais e sintomas de cardiomiopatia chagasica cronica sao:
arritmia, insuficiéncia cardiaca, bloqueios de ramo atrioventricular e
tromboembolismo. (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

1.2 Ciclo e diversidade do Trypanosoma cruzi

Entre os tripanosomatideos, o T. cruzi apresenta um dos ciclos de vida mais
complexo, com varios estagios de desenvolvimento envolvendo hospedeiros
vertebrados e invertebrados. (ROMANO et al., 2012).

Inicialmente, tripomastigotas circulantes do sangue de um mamifero
hospedeiro infectado s&o ingeridos pelo vetor durante sua alimentacdo. Estes
tripomastigotas se transformam em epimastigotas e se multiplicam por diviséo
binaria na porcdo meédia do intestino. Apds isso, no intestino grosso do vetor, 0s
epimastigotas se transformam em tripomastigotas metaciclicos infectantes que séo
depositados nas fezes durante a proxima alimentacdo. A transmissdo natural ocorre
guando as fezes contaminam mucosas nasais, orais, conjuntivas, ou feridas na pele,
incluindo aquela acontecida na picada do vetor (MACHADO et al., 2012).

A fase epimastigota, altamente replicativa, porém, sem grande potencial para
a invasao celular, € enriquecida em enzimas metabdlicas, enquanto a forma
tripomastigosta, é recoberta com proteinas de superficie, que estdo associadas a
invasdo de células do hospedeiro e evasédo da resposta desenvolvida pelo sistema
imune (LIMA et al., 2010).

Uma vez dentro do hospedeiro, o parasita pode invadir diferentes tipos
celulares, incluindo macréfagos, fibroblastos e células de musculatura lisa e/ou
estriada. ApOs a invasdo, os tripomastigotas metaciclicos precisam sobreviver e
escapar do ambiente altamente oxidativo encontrado dentro do fagossomo para
estabelecer a infecgdo. Desta forma, os parasitas escapam do fagolisossoma para o

citoplasma, diferenciando-se em amastigotas, a forma replicativa do hospedeiro
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vertebrado. Apds diversos ciclos de divisdo binaria, os amastigotas se transformam
em tripomastigotas sanguineos, que sdo liberados na ruptura das células. Estas
formas infectantes acessam a corrente sanguinea e continuam a invadir outras
células nucleadas, podendo ser ingeridas pelo vetor, reiniciando o ciclo (OSORIO et
al., 2012).

O T. cruzi representa uma espécie geneticamente diversa, compreendendo
varias cepas que circulam em diversos hospedeiros. Baseado na analise de
proteinas e marcadores genéticos, seis grupos de T. cruzi foram descritos Tcl-TclV,
sendo as mais estudados o T. cruzi | (predominante no ciclo de transmisséo silvestre
em areas endémicas) e o T. cruzi Il (encontrado no ambiente doméstico em paises
da América do sul) (ZINGALES et al., 2009).

A heterogeneidade do parasita tem sido extensivamente estudada através de
métodos bioldgicos, bioquimicos e moleculares, que explicam parcialmente as
manifestacdes clinicas variadas da doenca de Chagas e as diferencas geogréaficas
na morbidade e mortalidade (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Sylvio X10/4, parasita escolhido para os estudos neste trabalho, € um clone
de baixa viruléncia pertencente ao primeiro grupo filogenético Tcl de T. cruzi. Este
clone é conhecido por seu miotropismo e promove uma infeccdo sem parasitemia
patente em camundongos normais. Mais importante, na linhagem de camundongos
C3H/HePAS, determina um quadro de miocardite cronica que apresenta grandes
similaridades com o quadro de miocardiopatia chagéasica cronica em humanos
(MARINHO et al., 2009). Além desta Gltima caracteristica, a utilizacdo de um parasita
de baixa viruléncia como Sylvio x10/4 permite obter informa¢des sobre a resposta
imune desenvolvida durante a infeccdo que passariam despercebidas com parasitas

de alta viruléncia.

1.3 Respostaimune ao T. cruzi

A resposta inata frente a patdgenos intracelulares como o T. cruzi, envolve:
(1) deteccdo dos parasitas pelos TLRs e NLRs (PRRs; receptores de
reconhecimento de padrdo molecular) nas células do sistema imune inato, como
macréfagos e células dendriticas, e eventualmente sua destruicdo pelos macrofagos
ativados, e (2) apresentacdo de antigeno pelas células dendriticas para ativacado da
resposta imune adquirida (TARLETON, 2007).
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Células da imunidade inata possuem uma importante participacdo no controle
da replicacdo e propagacgéo do parasita durante ambas as fases aguda e crbnica da
infeccdo, (JUNQUEIRA et al., 2010) produzindo mediadores pro-inflamatorios como
a interleucina-12 (IL-12), o fator de necrose tumoral (TNF-a) e mediadores efetores
como proteases, radicais de oxigénio e Oxido nitrico (NO). Por outro lado, nas
respostas imunes a patodgenos intracelulares, IL-12 € um mediador chave na
ativacao de células natural killer (NK) e sua consequente producéo de IFN-y, citocina
que possui papel crucial na ativagdo dos macrofagos, estimulando a producgéo de
oxido nitrico, elemento téxico para microoganismos intracelulares (KAYAMA,
TAKEDA, 2010).

Ao mesmo tempo, as ceélulas dendriticas fazem a ligacdo entre a imunidade
inata e adquirida. A producdo de IL-12 leva a diferenciacdo de linfocitos T helper
CD4" (Th1l), e contribui indiretamente a ativacdo dos linfocitos T CD8" e células B.
Além da destruicéo direta de células infectadas pelos linfécitos T CD8", a producéo
de IFN-y por células T CD4'Thl e células T CD8" determina, como indicado acima,
uma maior ativacdo dos macrofagos para destruicdo dos parasitas fagocitados. Por
outro lado, os anticorpos IgG produzidos pelas células B T. cruzi-especificas, e
principalmente aqueles das subclasses ativadoras de complemento / opsonizadoras,
participam da eliminacéo dos tripomastigotas extracelulares ao promover a lise e/ou
fagocitose destes (JUNQUEIRA et al., 2010).

1.3.1Escape do T. cruzi ao sistema do complemento

A habilidade dos parasitas de sobreviver e multiplicar-se em seus hospedeiros
depende da sua capacidade em inibir ou evitar a resposta imune. Um dos primeiros
obstaculos encontrado pelo T. cruzi no hospedeiro vertebrado é o sistema
complemento, conjunto de elementos que desempenha um papel importante na
contencdo e remogao de muitos microrganismos mesmo antes do desenvolvimento
da imunidade adquirida (OSORIO et al., 2012). No caso do T. cruzi foi muito bem
estabelecido que, enquanto epimastigotas sao rapidamente mortos pela via
alternativa do complemento, as formas tripomastigotas séo resistentes aos efeitos
liticos desta (KIPNIS et al.,1981).
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A resisténcia de tripomastigotas ao complemento depende da presenca na
sua superficie de glicoproteinas regulatérias, que restringem a ativagdo do sistema.
A resisténcia a lise mediada por complemento (CML) € devida a expressédo de um
glicoproteina de superficie de 87-93 kDa, denominada fator de aceleracdo de
decaimento do T. cruzi (T-DAF), que interfere na montagem eficiente das C3
convertases de ambas as vias (classica e alternativa) (TAMBOURGI et al., 1993).
Proteinas reguladoras do complemento (CRP’s) sao glicoproteinas ancoradas que
inibem a ativacéo da via classica e alternativa do complemento, sendo expressas em
tripomastigotas, porém, ndo por epimastigotas (NORRIS; BRADT; SO, 1991).

O T. cruzi também é capaz de ativar a via das lectinas, caracterizada por uma
rapida ligacdo de lectina a H-ficolin, e L-ficolin, presentes na superficie do parasita
foi demonstrada. No entanto, tripomastigotas que expressam uma proteina de
superficie inibitéria do receptor C2 do complemento (CRIT) sdo capazes de inibir a
ativacao da via das lectinas e morte causada pelo sistema complemento (CESTARI
et al., 2009).

TcCRT (Calreticulina) € uma outra molécula na superficie do T. cruzi que
interage com a molécula Clq, inibindo a ativacdo da via classica do complemento.
Por outro lado, o T. cruzi utiliza a TcCRT para capturar a molécula C1, o que confere

maior infectividade ao parasita (VALCK et al., 2010).

1.3.2 Atuacao dos macrofagos

O sistema mononuclear fagocitico € gerado a partir de células-tronco
hematopoiéticas comprometidas localizadas na medula 6ssea. Os precursores de
macréfagos sdo liberados na circulagdo como mondécitos, distribuindo-se pelos
tecidos de todo o corpo. Quando os mondcitos migram da circulacdo para o tecido,
se diferenciam em macrofagos ou células dendriticas (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Os macréfagos sdo divididos em subpopulagbes baseadas em sua
localizacdo anatémica e funcionalidade. Macrofagos especializados residentes em
tecidos incluem: osteoclastos (tecido 0sseo), macrofagos alveolares (pulméo),
histiocitos (tecido conjuntivo) e células de Kupffer (figado). Uma populacéao distinta
patrulha os sitios imunologicamente privilegiados, como o cérebro (células da
microglia), olhos e testiculos (MURRAY; WYNN, 2011).
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Os macrofagos ingerem e processam materiais estranhos, assim como
células mortas e detritos, além de recrutar diversas células em resposta a sinais
inflamatorios. Séo células altamente heterogéneas que podem mudar rapidamente a
sua funcao, em resposta a sinais do local em que se encontram (MURRAY; WYNN,
2011).

A responsabilidade de um fagécito mononuclear frente a um alvo pode ser
multifacetada. Por exemplo, para a remocdo efetiva de microorganismos
patogénicos, devem primeiro detectar estes usando receptores de superficie, e
entdo engloba-los e eventualmente destrui-los. Somado a isso, estas células
produzem citocinas pré-inflamatérias que orquestram a inflamacao local e sistémica.
Alguns fagocitos processam antigenos e os apresentam as células T, direcionando o
desenvolvimento da imunidade adaptativa (UNDERHILL; GOODRIDGE, 2012).

Mondécitos/macréfagos desempenham papel importante na fase aguda e
cronica da doenca de Chagas. Ratos infectados com parasitas da cepa Y de T. cruzi
apresentam um aumento dos mondcitos no sangue periférico até o 12° dia de
infeccdo e a deplecdo de macrofagos pelo tratamento com silica causa aumento
significativo no niumero de ninhos de amastigotas. (MELO; MACHADO, 2001).

Em reposta ao parasita, os macréfagos ativados passam a expressar iNOS e
a produzir 6xido nitrico em altas quantidades que ira auxiliar no controle da
proliferacdo do parasita jA desde a fase aguda da doenca. O mecanismo de acao
pelo qual o NO realiza seu efeito citotoxico contra o T. cruzi ndo estd completamente
esclarecido, mas indica-se que o NO seja capaz de interferir diretamente no
metabolismo do parasita, como por exemplo, inibindo a atividade da enzima
cruzipaina que tem um importante papel na nutricdo e invasdo celular pelo T. cruzi
(VENTURINI et al., 2000).

Animais C57BL/6 INOS™ infectados com parasitas das cepas Colombiana ou
Y desenvolvem um maior numero de ninhos no tecido cardiaco quando comparado
aos camundongos normais, indicando a importancia do 6xido nitrico no controle da
infeccéo por T. cruzi (BORGES et al., 2009).

Como citado acima, o reconhecimento do parasita ocorre na interacdo de
PRR’s (receptores padrbes de reconhecimento) dos macréfagos com os PAMP’s
(padrbes moleculares associados a patdogenos) do T. cruzi. Dentre os PRR’s
estudados, estdao os receptores TLR2 e TLR9 (GRAVINA et al.,, 2013), o Nodl
(SILVA et al.,, 2010) e o inflamossomo NLRp3 (GONCALVES et al.,, 2013) tem
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participagédo importante no reconhecimento deste parasita. Os receptores do tipo Toll
(TLR’s) (com a excepcéo de TLR3) induzem a produgé&o de citocinas dependente da
inducao do fator nuclear de transcricdo (NF-kB), envolvendo a molécula adaptadora
de fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) (TRINCHIERI; SHER, 2007). O TLR2
reconhece ancoras GPI (glico-inositol-fosfolipidio), glicoproteinas distribuidas por
toda a superficie de membrana do parasita, mas a proteina Tc52 do T. cruzi também
foi identificada como potente indutor de TLR2. TLR9 é ativado através do
reconhecimento de oligodesoxinucleotideos ndo metilados (CpG) encontrados de
forma abundante no genoma do T. cruzi (KAYAMA; TAKEDA, 2010). Ambos TLRs
podem ser ativados ao mesmo tempo em resposta ao T. cruzi. Células dendriticas
de camundongos duplo-nocautes para TLR2 e TLR9 produzem niveis mais baixos
de IL-12p40 do que células de camundongos deficientes somente em TLR9. Por
outro lado, camundongos deficientes em ambos receptores apresentam maior
suscetibilidade a infeccdo e aumento de carga parasitaria quando comparados a
camundongos selvagens ou deficientes exclusivamente de TLR2 ou TLR9 (BAFICA
et al., 2006).

Tais reconhecimentos levam a fagocitose, que envolve a invaginacao da
membrana plasmatica seguida da fusdo intracelular do fagossomo e lisossomo,
estrutura que possui conteado enzimatico e constitui um fator importante na
prevencdo da progressao do ciclo intracelular do parasita (VIEIRA et al., 2002)
(SMITH; MAY, 2013). Em alguns casos, parasitas com alta mobilidade podem invadir
as células do hospedeiro diretamente, independente da polimerizacdo de actina.
Esse processo, entretanto, também envolve o recrutamento e a fusdo dos
lisossomos para o local de entrada do parasita, retendo os mesmos, dentro dos
macrofagos (GUTIERREZ et al., 2007).

1.3.3 Papel dos anticorpos especificos na fagocitose de T. cruzi

A fagocitose pode ser facilitada pela opsonizacdo, um processo pelo qual os
componentes da imunidade humoral (presentes no soro) induzem a internalizacéo.
Tais componentes sado conhecidos como opsoninas, que incluem imunoglobulinas,
colectinas e particulas do sistema complemento (CAMPAGNE; WIESMANN;
BROWN, 2007).
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Estudos com soro imune de animais infectados com T. cruzi da cepa Y
(altamente virulenta e reticulotropica) demonstraram a grande participacdo dos
anticorpos na remocao de tripomastigotas da circulacdo: ap6s 5 minutos da
inoculacdo de 200 ul de soro imune ndo diluido, todos os parasitas haviam sido
removidos da circulacdo (UMEKITA; TAKEHARA; MOTA, 1988). Outros trabalhos
permitem conclusédo similar: assim, a infeccdo murina com tripomastigotas da cepa Y
tratados com soro imune determina uma menor parasitemia do que aquela no grupo
controle infectado com parasitas nédo tratados (KRETTLI; BRENER, 1976). Tais
resultados demonstram uma forte capacidade dos anticorpos da classe IgG em
induzir a remocao dos parasitas e conferir protecdo ao hospedeiro (UMEKITA,;
RAMOS; MOTA, 1997). A presenca de anticorpos de alta afinidade resulta em um
equilibrio entre parasitas e o organismo infectado que contribui a uma maior
sobrevivéncia do hospedeiro (UMEKITA et al., 1999; UMEKITA; MOTA, 2000).

Macrofagos associados a anticorpos IgG2a foram demonstrados como
essenciais na remocdo de T. cruzi no sangue e nos tecidos. Através da porcao
F(ab’),, os anticorpos especificos se ligam a antigenos de microorganismos
engquanto sua porcéo constante Fc se liga aos receptores Fc (FCRs) na superficie
dos fagocitos, facilitando assim a internalizacdo destes agentes infecciossos
(ADEREM; UNDERHILL, 1999; JOSHI; BUTCHAR; TRIDANDAPANI, 2006). Por
outro lado, os FcRs contém motivos de ativacdo (ITAMs) em sua cauda
citoplasmatica ou em subunidades associadas (SWANSON; HOPPE, 2001). Sinais
estimulatérios sdo promovidos através destes ITAMs que propiciam a ativacao de
quinases (Lyn, Hck, Syk, p85, PI-3K) através de cascatas de fosforilagdo que
induzem a uma extensa variadade de respostas, tais como, grande producdo de
espécies reativas de oxigénio, liberagcdo de citocinas, fagocitose e morte celular
induzida por citoxicidade (JOLLER; WEBER; OXENIUS, 2011).

Distintas classes de receptores para a IgG (FcyR’s) existem em mondcitos,
macréfagos e neutréfilos humanos: FcyRI, FcyRlla, FcyRIlla e FcyRIV (JOLLER,;
WEBER; OXENIUS, 2011; ZAUNER et al., 2013). Fagocitos murinos, entretanto, nao
expressam FcyRllla (JOSHI; BUTCHAR; TRIDANDAPANI, 2006).

Por outro lado, os receptores para IgM sédo os Fca/uR, presentes na maioria
dos linfocitos B e macrofagos, porém ausentes em células T, granulécitos e NK
(SHIBUYA et al.,, 2000). Pela sua estrutura pentamérica a IgM é a classe de
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imunoglobulina dotada de maior capacidade aglutinante de antigenos, excedendo a
da 1gG por volta de 100-10.000 vezes (KLIMOVICH, 2011). Contudo, a ativacao da
via classica do complemento € tida como a principal e mais estudada funcao efetora
da IgM. O processo de ativacao € iniciado pela ligacdo da molécula C1q, o primeiro
componente da via classica a IgM, desencadeando uma cascata de serina proteases
que cliva C3 em sua forma ativa, C3b. Através da ativacdo do complemento a IgM
propicia indiretamente uma ponte entre 0s microorganismos e os fagocitos, uma vez
gue estes ultimos possuem receptores (CRs) para fragmentos de C5, assim como
para os fragmentos de C3, C3b e C3bi, que propiciam a internalizacdo de
microorganismos (CAMPAGNE; WIESMANN; BROWN, 2007). No entanto, pouco
sabemos do resultado desta interacdo sobre a ativacdo do fagocito e qual sua
importancia no controle do parasita. O papel da IgM na protecéo contra o T. cruzi foi
pouco estudado devido a dois motivos: a rdpida mudanca de classe para anticorpos
IgG de alta afinidade no decorrer da resposta imune e o fato da maioria da IgM
circulante se tratar de anticorpos naturais ndo especificos frente ao parasita.

Na infec¢cdo murina pelo T. cruzi a resposta humoral especifica é poliisotipica
com predominio dos anticorpos 1gG2a e IgM (EL BOUHDIDI et al., 1994). Estes
anticorpos aparecem a partir da segunda-terceira semana de infeccéo e participam
da eliminacédo dos parasitas circulantes (KIPNIS et al., 1981). Como citado acima, o
papel de anticorpos especificos da classe IgG na remocdo de parasitas e sua
contribuicdo a protecdo durante a infeccdo com T. cruzi esta claramente
demonstrada. Porém, estudos sdo necessarios para demonstrar a participacdo da
IgM na protecdo e no processo de internalizacdo dos parasitas por células da
linhagem macrofagica. Camundongos CD28-KO infectados com parasitas T. cruzi
Sylvio X10/4 apresentam uma resposta humoral limitada a producdo de
imunoglobulinas especificas da classe IgM (em niveis similares aos camundongos
selvagens), com nenhuma ocorréncia de anticorpos 1gG1 e 1gG2a (MARINHO et al.,

2007). Possibilitando, a obtencdo das IgM especificas, alvo de estudo deste projeto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo pretende avaliar o papel dos soros imunes contendo
anticorpos especificos anti-T. cruzi das classes IgM e IgG, ou somente IgM, na
interacdo in vivo e in vitro de parasitas Sylvio X10/4 e células da linhagem

macrofagica.

2.2 Objetivos Especificos

o Analisar o papel dos soros imunes de camundongos B6 e CD28KO
infectados pelo T. cruzi (que contém respectivamente anticorpos especificos anti-T.
cruzi das classes IgM e IgG, ou exclusivamente IgM) na remocé&o de tripomastigotas
Sylvio X10/4 da corrente sanguinea, e determinar os 6rgaos de destino do parasita
apos sua saida espontanea ou induzida pelo anticorpo, assim como as

consequéncias destas formas de remoc¢ao na resposta imune desenvolvida;

o Avaliar o papel dos soros imunes de camundongos B6 e CD28KO na
internalizacao in vitro de parasitas por células da linhagem macrofagica, assim como

na subsequente ativacao destas células;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Camundongos, T. cruzi e infec¢céo

Camundongos fémeas da linhagem C57BIl/6 (WT, do inglés Wild-type) e
camundongos imunodeficientes CD28KO (em background C57BI/6), com 6 a 8
semanas de idade, foram obtidos do Biotério de Camundongos Isogénicos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram
mantidos em estantes ventiladas sob condicbes controladas de temperatura,
umidade e iluminagcdo. Todos os procedimentos que envolvem animais estdo de
acordo com as diretrizes aprovadas pela Comissdo Brasileira de Experimentacao
Animal (COBEA) e pela Comissdo de Etica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (protocolo n. 140).

Os animais foram inoculados via intravenosa (i.v.), ou via intraperitoneal (i.p.),
com tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 oriundos de cultura in vitro em células
LLCMK2 mantidas em meio RPMI suplementado com 3% SFB (soro fetal bovino).
Utilizou-se a infeccdo de camundongos C57BL/6 pela via intravenosa (retrorbital)
para que o0s parasitas atinjam a corrente sanguinea de forma imediata, e sua saida
ou remogao possa ser estudada. A via intraperitoneal foi utilizada na infeccdo de

animais C57BL/6 e CD28KO para obtencéo de soros crénicos.

3.1.1 Repique in vivo de parasitas da cepa Y e obtencdo de tripomastigotas
livres de anticorpos

Algumas das experiéncias de remogéao in vivo do T. cruzi foram realizados
com parasitas da cepa Y, mantidos através de repiques semanais em camundongos
AlJ. A partir deste repique, foram infectados animais A/J com 2,5x10* parasitas via
i.p. € apo0s 48 horas de infeccdo, os animais foram tratados via i.p. com
ciclofosfamida (200 mg/kg de peso), para impedir a ativagcdo da resposta imune
especifica e a producéo de anticorpos. No sétimo dia de infec¢do, os animais foram
sangrados por puncdo cardiaca, e o sangue diluido em PBS 10% SFB e
centrifugado por 10 minutos, a 1200 rpm, 4 °C, possibilitando separar a maior parte
dos tripomastigotas (que se encontram no sobrenadante) das hemacias (que

permanecem no pellet). O sobrenadante foi centrifugado por 20 minutos, a 3000 rpm
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(UMEKITA; RAMOS; MOTA, 1997) e a seguir, 0s tripomastigotas que se encontram
no pellet, foram ressuspendidos em 1 mL de PBS e contados em camara de
Newbauer. Apés a contagem, os parasitas foram ajustados para 2x10°/200 pL, para

infeccao por via intravenosa (retroorbital) e estudo do “clearance” (remogéao) in vivo.

3.2 Obtencéo dos anticorpos especificos

Animais C57BL/6 e C57BL/6 CD28KO foram inoculados intraperitonealmente
com 2x10° parasitas Sylvio X10/4 e mantidos, sem qualquer outra manipulacéo, até
a fase cronica avancada (200 a 250 dias de infeccéo), quando foram sangrados
através de puncédo cardiaca. O sangue foi conservado overnight a 4 °C, e, apos
centrifugacéo, o soro de cada camundongo foi retirado e aliquotado individualmente.
Posteriormente, foi realizada avaliacdo por ELISA para estimar a presenca de
anticorpos especificos ao parasita das classes IgM e IgG.

Apos confirmarmos individualmente o perfil de anticorpos anti-T. cruzi dos
animais C57BL/6 e CD28KO foram realizados os seguintes “pools” de soros
destinados aos experimentos in vivo e in vitro: soro de camundongos C57BL/6
controles (que carece de anticorpos especificos anti-parasita); soro de camundongos
C57BL/6 cronicos (B6-IMS, contendo IgM e IgG especificos anti-parasita); e soro de
camundongos C57BL/6 CD28KO crbnicos (CD28KO-IMS, contendo somente IgM
especifica anti-parasita). Em experiéncias anteriores do laboratoério foi mostrado que
na auséncia da molécula co-estimulatéria CD28, ndao ocorre “switch” de classe de
imunoglobulinas, em tal forma que a totalidade dos anticorpos anti-T. cruzi é da
classe IgM (MARINHO et al., 2007).

3.3 Parasitemia direta e semi-quantitativa

O numero de parasitas no sangue circulante foi determinado, nos tempos de
10, 30, 60, 120 minutos e 24 horas apos a infeccdo, de acordo com o método
descrito por Melo e Brener (1978). Assim, 5 ul de sangue da cauda dos animais
infectados foram colhidos, colocados sobre uma lamina e coberta por uma laminula
para obter uma camada que ocupe homogeneamente toda a superficie da laminula.
Esta lamina foi levada ao microscépio Optico (400X) e o numero de formas
tripomastigotas determinados em 50 campos. Desta forma, conhecendo-se a area



30

de cada campo microscopico, foi possivel determinar a quantidade de parasitas por
mL.

Além deste procedimento, também foi feita a analise semi-quantitativa da
parasitemia subpatente através de cultura em meio LIT (do inglés, Liver Infusion
Tryptose) de aliquotas de 0,2 pl, 1 yl e 5 yl de sangue, em quintuplicatas. As
culturas foram mantidas a 28 °C e a cada 7 dias observadas no microscépio de fase
para verificar a presenca de parasitas, num periodo total de 21 dias, somando 3
leituras. Foi determinado um “score” para avaliar o grau de positividade das culturas:
pocos com até 10 parasitas recebem atribuicdo de 1 ponto, culturas que apresentam
de 10 a 100 parasitas, 2 pontos, e po¢cos com mais de 100 parasitas, 3 pontos. A
soma dos pontos dos 5 pocos (quintuplicata) de cada animal € apresentada como

“score”.

3.4 Avaliacdo da presenca de parasitas vivos em diferentes 6rgaos

A avaliacdo da presenca de parasitas vivos foi realizada por cultura em meio
LIT, com aliquotas contendo 0,1 e 0,5 mg de tecido homogeneizado dos 6rgaos
pulmao, figado e baco, em quintuplicatas. Para evitar a contaminacdo dos 6rgaos
com sangue periférico, os animais foram perfundidos com tampao fosfato salino
(PBS), injetado no ventriculo direito por uma bomba peristaltica Pump Pro TPM
(Watson-Marlow Inc., Wilmington, Massachusetts, USA) com a veia cava inferior
seccionada. O nivel de carga parasitaria (estimada através das culturas em meio
LIT) foi expresso pelo nimero de culturas que positivaram e o niumero de animais

com culturas positivas.

3.5 Expressdao génica especifica por meio de gqRT-PCR

A presenca do parasita foi também avaliada por ensaio de gRT-PCR.
Aliquotas do baco, figado e pulmdo de camundongos previamente perfundidos
foram congeladas em nitrogénio liquido, maceradas e armazenadas em Trizol®
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, California, USA) a -80 °C até a data de
processamento. O RNA total foi obtido utilizando o Kit RNeasy® Mini (Qiagen,
Germantown, Maryland, USA) seguindo o protocolo do fabricante para tecidos

animais. Um micrograma de RNA total foi convertido em cDNA (High Capacity cDNA
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Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad,
California, USA) de acordo com as especificacdes do fabricante. A expressao foi
quantificada por gRT-PCR utilizando-se o0 ensaio Platinum® SYBR® Green
(Invitrogen Life Technologies) e 4pmol/ul de “primers” especificos para o gene 18S
rRNA (AF303659) - Tcl8S-F 5- TTGAATTGAGGGCCTCTAAGG-3’ e Tc18S-R 5'-
AAAGGTACCACTCCCGTGTTT-3" (SARDINHA et al., 2010). A quantificagdo do
cDNA especifico do parasita foi realizada usando o equipamento e software ABI
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e levaram em consideracéo
os valores de uma curva padrdo com concentracéo entre 2,5x10" a 2,5x10" cépias
de cDNA de T. cruzi.

3.6 Deplecao dos macrofagos

Os macrofagos foram depletados através da administracdo de lipossomas
encapsulando clodronato bisfosfonato. Os lipossomas injetados via intravenosa sao
fagocitados por macréfagos e células dendriticas. No interior destas células séo
subsequentemente expostos a fosfolipases lisossomais intracelulares que conduzem
a degradacdo das bicamadas fosfolipidicas com liberagdo de moléculas de
clodronato dentro das células, em tal forma que a certa concentragéo intracelular de
clodronato a célula serad eliminada por apoptose. O clodronato liberado pelos
macrofagos deixa a circulagdo rapidamente (VAN ROOIJEN; VAN KESTEREN-
HENDRIKX, 2002).

3.7 Cultura celular de macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM) e do

peritbnio

As células da linhagem macrofagica utilizadas foram derivadas de
precursores encontrados na medula d&ssea (BMDM, “bone-marrow-derived-
macrophages”) de camundongos C57BL/6. Apds a extragao da medula dos fémures
dos camundongos, as células foram mantidas em cultura com meio DMEM-F12
contendo soro fetal bovino (10%), piruvato (1%), glutamina (1%) e gentamicina
(0,05%). No segundo dia de cultura, o sobrenadante da garrafa contendo os
precursores foi retirado e centrifugado, e as células no “pellet” ressuspensas em

meio contendo os componentes ja citados, acrescido de sobrenadante de células
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L929 (20%), produtoras do fator de crescimento M-CSF, necesséario para
diferenciacdo de macréfagos. Apos 3 dias de cultura neste meio, as células
receberam mais meio com sobrenadante, sendo que no sétimo dia de cultura as
células estdo totalmente diferenciadas e prontas para o uso. As ceélulas foram
removidas com tripsina 0,04% (Gibco) e replaqueadas em Chamber’s slides (Lab-
Tek Brand Products).

Obtencdo dos macrofagos peritoneais: camundongos C57BL/6 foram
inoculados com 1% de amido em PBS 1X pela via intraperitoneal e no quarto dia as
células retiradas através da lavagem do peritbnio com 5 mL de PBS 1X gelado
(facilita a liberacdo das células). Apés isso, as células foram centrifugadas, contadas
e plagueadas. Apds 4 horas de aderéncia ao plastico, as placas sao lavadas para
retirada das células ndo aderidas e mantidas em cultura com meio DMEM-F12 3%
SFB.

3.7.1 Infeccdo de macroéfagos in vitro

Para estas experiéncias utilizamos tripomastigotas do clone Sylvio X10/4,
oriundos de cultura em células LLCMK2 mantidas in vitro em meio RPMI
suplementado com 3% SFB (soro fetal bovino). Os sobrenadantes das culturas séo
coletados e centrifugados por 5 minutos, a 4° C, a 1200 rpm, para que as células e
debris permanecam no pellet. A seguir, o tubo é mantido em estufa durante 15
minutos, para que os tripomastigotas no pellet possam nadar para o sobrenadante,
que é coletado para um novo tubo que é centrifugado, a 3000 rpm. O pellet é
ressuspendido em DMEM-F12 3% e os parasitas contados em camaras de
Newbauer. Os parasitas sao reajustados a um volume de 100 ul e adicionados as
culturas de macrofagos, que ja contém 100 ul de meio e 5 ul dos diferentes “pools”
de soros (diluicdo final dos soros 1/40, para evitar aglutinacdo dos parasitas). Apos 5

horas de infec¢éo, a primeira lamina € retirada, assim como as 24, 48 e 72 horas.

3.8 Quantificacao de NO pela Reacéo de Griess

Os sobrenadantes das culturas infectadas foram coletados em 5, 24, 48 e 72

horas ap0s a infeccdo. A quantificacdo de NO foi feita pela reacdo de Griess. O
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volume de 50 pl do sobrenadante foi misturado com 50 ul de reagente de Griess
[diluicdo final vol/vol contendo: solugdo A (2,5 ml de acido fosférico, 0,5 g de
sulfanilamida, 47,5 ml de HO miliQ) e solugio B (0,05 g de N-1-
naphitiletilienodiamida, 50 ml de H,O milliQ)] em uma placa de 96 pocos e incubado
por 10-20 minutos a temperatura ambiente no escuro. A leitura foi feita em leitor de
microplacas, no comprimento de onda de 540/570 nm. A curva padrao foi feita
utilizando diluicdes de NaNO3 (100 uM a 1,56 uM).

3.9 Andlise estatistica

Para as analises comparativas entre 0s grupos experimentais adotamos o
teste Two-way ANOVA, seguido do Teste de Bonferroni, e o teste Log-rank (Mantel-
Cox), utilizando o programa Prisma 5 (Graph Pad Software, La Jolla, California,
USA), aplicados de acordo com cada situacdo como descrito nas legendas das
figuras. Para saber se os grupos séo significativamente diferentes ou se os
resultados obtidos séo frutos de mera flutuagcdo randémica ou acaso, as diferencas
entre as amostras foram expressas com média + desvio padrdo da amostra (média +

SD). Diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencao de soros imunes

Para a realizacdo da grande maioria dos experimentos do projeto, se fez
necessaria a obtencdo de soros contendo os anticorpos especificos ao T. cruzi.
Animais C57BL/6 e CD28KO (em fundo C57BL/6) foram infectados com 2x10°
parasitas Sylvio X10/4 via intraperitoneal e mantidos até a fase crénica da doenca,
pareados com 0s respectivos grupos controle. Os animais foram sacrificados por
volta de 200 dias de infec¢do, e o sangue foi isolado através de puncéo cardiaca. Os
soros foram testados individualmente por ELISA e apos isso, realizamos um pool de
cada grupo, que foram armazenados em freezer -80 °C.

Conforme demonstrativo representado (Fig. 1), a analise por ELISA frente a
antigeno de T. cruzi mostrou que o soro de camundongo CD28KO crdnico contém
altos niveis de IgM especifica na auséncia de IgG especifica. Assim, 0 uso dos soros
dos animais C57BL/6 e CD28KO cronicamente infectados ou controle permite criar
trés situacbes diferentes, onde temos a possibilidade de um tratamento com o
conjunto IgM e IgG especificas (soro WT crénico), somente IgM especificas (soro
CD28KO crdnico) e na auséncia de anticorpos especificos (soro WT controle).

4.2 Avaliacao in vivo da participacdo dos anticorpos especificos (IgM e IgG) na

remocao de parasitas Sylvio X10/4 da corrente sanguinea

Para avaliar a participacdo dos anticorpos na remocédo de parasitas Sylvio
X10/4 da corrente sanguinea, animais C57BL/6 foram tratados por via intravenosa
com soros de camundongos WT néo infectados, ou de camundongos WT e CD28KO
cronicamente infectados e, apos 15 minutos, infectados também por via intravenosa
com parasitas Sylvio X10/4 obtidos de cultura de células LLCMK2 infectadas. Apos
18 horas, os animais foram perfundidos, visando eliminar os parasitas circulantes no
sangue e avaliar somente o0s parasitas intracelulares. Estes experimentos
compreendem diversos estudos no figado, baco e pulméo, tais como analise
histopatolégica, cultura em meio LIT de sangue e 6rgaos (para avaliar a presenca de
parasitas viaveis) e analise semi-quantitativa por PCR em tempo real da presenca

do T. cruzi e citocinas induzidas.
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Figura 1. Quantificacdo de anticorpos no soro de camundongos WT e CD28KO
selvagens ou cronicamente infectados pela técnica de ELISA. (A) Anticorpos totais
(anti-imunoglobulina) (B) Anticorpos especificos frente a antigeno solavel de T. cruzi,
clone Sylvio X10/4.

Foram realizados dois experimentos deste tipo com o objetivo de estimar os
orgdos alvo onde poderia ser encontrado o parasita apos a sua saida, verificando se
os anticorpos IgM ou IgM/IgG potencializariam a remocdo dos parasitas da
circulacdo e direcionariam seletivamente a saida para um determinado O6rgéao,
alterando no perfil inflamatério deste. No primeiro experimento, os camundongos
foram inoculados iv com 5 milhdes de parasitas, e, no segundo, com 2 milhdes. Essa
alteracdo se refere a tentativa de reduzir a infeccdo e evidenciar possiveis
diferencas mascaradas entre o0s distintos tratamentos durante o primeiro
experimento.

Os experimentos ndo apresentaram resultados idénticos, necessitando maior
padronizacdo. No entanto, em comum a ambos o0s experimentos, pode-se afirmar
que, independentemente do soro utilizado no tratamento, o figado e baco mostraram
se os locais com maior concentracdo de parasitas as 18 horas da inoculacdo iv
destes (Fig. 2). Assim, para a nossa surpresa, nao foi possivel observar mudancas

significativas decorrentes da administracdo dos soros normal e crénicos no que se
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refere a carga parasitaria nos diferentes orgdos (Fig. 2), intensidade dos infiltrados
hepético e pulmonar (no exame histopatoldgico), e transcricdo de citocinas nos
diferentes orgdos, as 18 horas da inoculagdo iv dos parasitas. Estes achados,
somados a resultados anteriores do laboratério, nos fizeram suspeitar que, ao
contrario do imaginado, na auséncia de qualquer anticorpo os parasitas estariam
sendo removidos da circulacdo para o figado e bago, sem mudancgas adicionais

importantes quando na presenca dos soros contendo os anticorpos especificos.
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Figura 2. Carga parasitaria no baco, figado e pulmdo de camundongos C57BL/6
inoculados iv com diferentes soros e seguidamente com parasitas Sylvio X10/4. (A)
Experimento 1 (B) Experimento 2. Os valores foram obtidos por PCR Real Time.

4.3 Avaliacao in vivo da participacdo de células da linhagem macrofagica na

remocao espontanea de parasitas Sylvio X10/4 da corrente sanguinea

Para verificar o envolvimento das células da linhagem macrofagica e células
dendriticas na eventual remocéao ativa do T. cruzi Sylvio X10/4 para o figado e baco

na auséncia de anticorpos especificos, animais C57BL/6 foram tratados com
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lipossoma de clodronato para eliminar estas células, e 4 dias mais tarde, inoculados
iv com 5x10° parasitas Sylvio X10/4, procedendo-se a avaliar a parasitemia patente
e subpatente destes animais em relacdo as de animais infectados nao tratados
(grupo controle). Cabe ressaltar que na infeccdo endovenosa por parasitas Sylvio
X10/4 poucos (raros) tripomastigotas sdo observados circulando no sangue nas
duas primeiras horas apoés o in6culo. A partir deste tempo e no decorrer na infeccgéo,
as parasitemias passam a ser sub-patentes, ou seja, deixam de ser perceptiveis
pelo exame direto do sangue, precisando de ensaios de amplificacdo para ser
reveladas.

Em relacdo a parasitemia patente observou-se que nos camundongos
tratados com clodronato, diferentemente aos animais controle, a presenca de
parasitas aumentava na corrente sanguinea as duas horas da infeccdo. Contudo, 0s

valores se igualaram a zero ap0ds 24 horas de infecgéo (Fig. 3).
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Figura 3. Parasitemia patente de animais ndo tratados e animais depletados de
macrofagos e células dendriticas (tratados com lipossoma de clodronato). ***
p<0.001

Ja em relacdo aos niveis de parasitemia subpatente, estimados por cultura
em meio LIT de aliquotas de sangue e leitura no microscépio invertido a cada 7 dias,
observamos que 24 h apés a inoculagéo dos parasitas, ndo houve positividade na 12
leitura das culturas (aos sete dias de cultura) de animais controle, enquanto que
cerca de 50% das culturas dos animais tratados com clodronato apresentaram
positividade (Fig.4 A). No entanto, no 6° dia ap0s inoculacdo dos parasitas, ocorreu
um pico de parasitemia tanto no grupo tratado com clodronato como no grupo nao

tratado. Nos dias 8 e 12 apos infeccdo, a parasitemia sofreu uma queda (mais
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intensa no grupo nao tratado) e no dia 15 no grupo tratado com clodronato observa-
se um novo aumento da parasitemia, enquanto que no grupo nao tratado a queda
continua a progredir.

A Parasitemia subpatente (12 leitura) B Parasitemia subpatente (22 leitura)
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Figura 4. Parasitemia subpatente (5ul) de animais néo tratados e tratados com
lipossoma de clodronato. (A) 12 leitura (7 dias de cultura em meio LIT). (B) 22 leitura
(14 dias de cultura em meio LIT). (C) 3° Leitura (21 dias de cultura em meio LIT). *
p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0.001.

Na segunda leitura, 14 dias de cultura, resultados semelhantes foram
observados, com discretas alteragbes (Fig.4 B). Na terceira leitura € possivel
evidenciar de forma ainda mais clara a maior parasitemia do grupo tratado com
clodronato no primeiro dia de infec¢ao, enquanto que no 15° dia a diferenca entre os
grupos tratados e nao tratado torna-se menos marcante. (Fig.4 C).

Além da porcentagem da positividade das culturas em meio L.I.T, também
avaliamos os grupos por grau de positividade, definidos por um score das culturas
positivas (previamente explicado). Na figura 5, podemos observar com mais
detalhes, a maior presenca de parasitas na circulagdo durante o primeiro dia pos-

infec¢c@o nos animais tratados, tanto em relagdo a porcentagem de culturas positivas
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assim como ao score. (Fig. 5 A e C) O mesmo pode ser observado no 15° dia de
cultura, com a positividade no grupo controle somente demonstrada na 32 leitura em
meio L.I.T. (Fig. 5B e D)
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Figura 5. Parasitemia subpatente (5 ul) e Score de animais néo tratados e animais
tratados com lipossoma de clodronato. (A) Parasitemia subpatente no 1° dia pos-
infeccdo. (B) Score das culturas positivas no 1° dia pés-infeccdo. (C) Parasitemia
subpatente no 15° dia pés-infeccéo. (D) Score das culturas positivas no 15° dia pos-
infeccdo. * p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0.001.

Estes resultados indicam a participacdo dos macrofagos/células dendriticas
na remocdo da circulacdo dos parasitas recém-inoculados pela via endovenosa,

resultado que dificulta o estudo dos efeitos opsonizadores dos soros contendo IgM
ou IgM / IgG.

4.4 Andlise da parasitemia subpatente de animais tratados no dia 4 p.i. com
soros croénicos de camundongos WT ou CD28KO

Na busca de um melhor modelo experimental para verificar a acdo in vivo dos

soros contendo IgM/IgG ou IgG especificas, decidimos estudar como a parasitemia
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se desenvolve nos primeiros dias pés-infec¢do. Para isso, animais C57BL/6 foram
infectados com 5x10* parasitas via intravenosa, sendo observada sua parasitemia
patente (10, 30, 60 minutos e 24 horas apo0s a infeccdo) e subpatente durante o
decorrer da infeccéo. (Fig. 6A)

Confirmando resultados anteriores do laboratério, ndo foi possivel observar
parasitemia patente apds uma hora da inoculacédo iv de parasitas Sylvio X10/4. Com
relacdo a parasitemia subpatente, estimada nas culturas com 5 uL de sangue, ndo
observamos positividade no dia 3 de infeccdo, mas no 6° dia constatamos um pico
gue vai diminuindo gradativamente até o 50° dia (Fig. 6B). Analisando a parasitemia
subpatente com menores volumes de sangue (1 pl), confirma-se que no 6° de
infeccdo, ocorre a maior frequéncia de parasitas na corrente sanguinea, ocorrendo
uma grande queda neste numero no 15° dia e se extinguindo nos dias seguintes
analisados (Fig. 6C).

A Parasitemia patente

C T v ;
10m 30m 60m 24h

NUmero de parasitas (10%mL)

L J

Tempo pés-infecgao

B Parasitemia subpatente (5ul) C Parasitemia subpatente (1ul)
1001 — 1001 _T_
;’ 80+ ‘(;)’ 801
© ©
2 2
= 604 = 604
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o 40- w404
© @©
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= 201 = 204
3 - ‘ \ | | 3] |-T-|
C T T T T T T T O T T T T T T T
1 2 3 6 15 30 50 1 2 3 6 15 30 50

Dias pds-infecgéo Dias pds-infeccéo

Figura 6. Parasitemia patente e subpatente de animais C57BL/6 infectados com
5x10* parasitas Sylvio X10/4 pela via endovenosa. (A) Parasitemia patente
observada na leitura em microscoépio optico. (B) Parasitemia subpatente estimada
através de cultura em meio L.I.T. de aliquotas de 5 ul de sangue. (C) Parasitemia
subpatente estimada por cultura em meio L.I.T. de aliquotas de 1 ul de sangue.
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Com tais resultados, entendemos que haveria necessidade de modificar o
modelo experimental para que as diferencas resultantes do tratamento com soros
contendo IgM ou IgM/IgG fossem melhor visualizadas. Para tal, os animais foram
infectados, e apos 4 dias de infeccao, tratados com os distintos pools de soros (soro
controle, soro WT cronico e soro CD28KO cronico). Esta nova abordagem visava o
contato direto dos anticorpos especificos inoculados com os parasitas que estariam
sendo liberados a circulacdo por volta do 6° dia, contornando o direcionamento
espontaneo do parasitas ao baco e figado nos primeiros dias da infeccédo (saida
espontanea).

Nesta nova abordagem, acompanhamos a parasitemia subpatente no 4° dia
de infeccéo (previamente ao tratamento), e no 6°, 8°, 12° e 15° dia de infeccdo (ap0os
tratamento com soro WT normal, soro crénico de WT e soro crénico de CD28KO).
Foi determinado o acompanhamento até o 15° dia, pois apOs esse periodo, 0s
animais ja sofreriam grandes influéncias em funcédo dos anticorpos produzidos pelo
préprio animal como resposta natural a infeccéo.

Ao término da terceira leitura das culturas com 5 ul de sangue (Fig. 7, gréfico
superior direito), todos 0os animais se mostraram positivos no 4° dia de infeccdo. No
6° dia de infeccdo (2° dia apds tratamento), a presenca da IgM/IgG levou a reducéo
da parasitemia subpatente para menos de 20% de culturas positivas. Enquanto o
grupo controle e o grupo tratado somente com IgM mantiveram 100% de
positividade. Porém, no dia 8 p.i. e subsequentes, os animais tratados com soro
contendo IgM se igualaram ao grupo tratado com soro contendo IgM/IgG, enquanto
0 grupo controle (que recebeu soro de animal ndo infectado), manteve alta
porcentagem de positividade.

Diminuindo o volume de sangue nas culturas em meio LIT a positividade se
limita aos dias 4° e 6° de infec¢ao, e ao observarmos as culturas com volumes de
sangue de 0,2 ul (Fig. 7, gréficos inferiores) € possivel evidenciar a diferenca entre
0S grupos experimentais. Assim, na segunda leitura das culturas em meio LIT com
0,2 ul observa-se que o grupo controle mantém alta positividade, enquanto que os
animais tratados com soro imune de CD28KO apresentam por volta de 45% de

positividade e o grupo tratado com soro imune de B6 mantém-se negativo.
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Figura 7. Andlise da parasitemia subpatente de animais tratados com soros cronico
de WT ou CD28KO. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 5x10* parasitas
via intravenosa e tratados com diferentes soros no 4° dia de infec¢ao: soro controle
(ausente de anticorpos especificos), soro crénico WT (IgM e IgG especificas) e soro
cronico CD28KO (somente IgM especifica). Progressdo horizontal: dias de leitura.
Progressao vertical: volume de sangue utilizado na cultura.

As diferencas na frequéncia de culturas positivas (32 leitura) entre 0s grupos

diferentemente tratados podem ser observadas com mais detalhe ao confrontar cada

grupo com os outros dois e verificando a existéncia de significancia estatistica. (Fig.

8). Os nossos resultados indicam que a IgG tem grande participacdo na retirada do

T. cruzi da circulagdo, como ja demonstrado em trabalhos anteriores. Como dado

original, nossos resultados sugerem que a IgM especifica também realiza essa

funcdo porém em menor magnitude.
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Figura 8. Analise de parasitemia subpatente de animais tratados com soro crénico
de WT ou CD28KO, estimadas na terceira leitura (vigésimo primeiro dia) das culturas
de sangue em meio L.I.T. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 5x10*
parasitas via intravenosa e tratados com diferentes soros no 4° dia de infeccdo: soro
controle (ausente de anticorpos especificos), soro crénico WT (IgM e IgG
especificas) e soro crénico CD28KO (somente IgM especifica). Progressdo
horizontal: dias de leitura. Progressao vertical: volume de sangue utilizado na
cultura. ** p< 0,01; *** p<0.001.

O mesmo modelo experimental (animais tratados no 4° dia de infeccdo com
200 pl dos diferentes pools de soros) foi reproduzido para confirmar a remocao e
para estimar o destino dos parasitas removidos. O experimento foi realizado na
mesma forma que o anteriormente mostrado, porém com um numero maior de
animais (18), possibilitando que um grupo de animais fosse sacrificado no 6° dia e 0
restante dos animais, no 8° dia pés-infecgéo.

Como esperado, o grupo de animais tratados com soro contendo IgG/IgM
apresentou uma grande remogao dos parasitas no 6° e 8° dia de infecgéo (Fig. 9).
Ja os animais tratados somente com soro contendo exclusivamente IgM

apresentaram uma remoc¢do mais discreta, porém, significativa quando comparada
aos animais nao tratados (Fig. 10).
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Figura 9. Andlise de parasitemia subpatente de animais tratados com soro controle,
ou soro cronico de camundongos WT ou CD28KO Camundongos C57BL/6 foram
infectados com 5x10* parasitas via intravenosa e tratados com diferentes soros no 4°
dia de infeccdo: soro controle (ausente de anticorpos especificos), soro crénico WT
(IgM e 1gG especificas) e soro crébnico CD28KO (somente IgM especifica).
Progressdo horizontal: dias de leitura. Progressdo vertical: volume de sangue

utilizado na cultura. Um grupo de animais foi sacrificado no 6° dia pds-infeccdo e o
restante no 8° dia.
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Figura 10. Analise de parasitemia subpatente de animais tratados com soro
controle, ou soro cronico de camundongos WT ou CD28KO. Camundongos C57BL/6
foram infectados com 5x10* parasitas via intravenosa e tratados com diferentes
soros no 4° dia de infec¢ao: soro controle (ausente de anticorpos especificos), soro
cronico WT (IgM e IgG especificas) e soro cronico CD28KO (somente IgM
especifica). Progressdo horizontal: dias de leitura. Progresséo vertical: volume de
sangue utilizado na cultura. Um grupo de animais foi sacrificado no 6° dia pos-
infeccéo e o restante no 8° dia. * p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0.001.

4.5 Andlise da carga parasitaria no figado, baco e pulméo de animais tratados

no dia 4 p.i. com soros crénicos de camundongos WT ou CD28KO

Ja em relacdo as culturas em meio LIT com aliquotas do macerado do figado,
baco e pulmdo dos animais infectados e tratados com os diferentes soros e
sacrificados nos dias 6° e 8° de infeccdo, nao foram observadas diferengcas no grau
de positividade destas culturas em funcdo do tratamento com 0s soros cronicos.
Cabe ressaltar entretanto que somente avaliamos culturas com 5 ul do macerado do
orgao, volume muito elevado que resultou em 100% de positividade para as culturas
de figado e baco. Confirmamos entretanto, como demonstrado anteriormente, que o
baco e figado sdo grandes receptores dos parasitas, enquanto o pulmé&o teria
participacdo mais discreta (Fig. 11).
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Figura 11. Carga parasitaria no baco, figado e pulmdo de camundongos C57BL/6
infectados com 5x10* parasitas via intravenosa e tratados com diferentes soros no 4°
dia de infeccao: soro controle (ausente de anticorpos especificos), soro crénico WT
(IgM e 1gG especificas) e soro cronico CD28KO (somente IgM especifica). (A) 6° dia
de infeccao (B) 8° dia de infeccédo. A carga parasitaria foi estimada pela positividade
das culturas em meio LIT com aliquotas de 5 uL do macerado do 6rgéo.

N&o foram observadas grandes diferencas no grau de positividade de culturas
em meio LIT no 6° e 8° dia de infeccdo. Como ja demonstrado anteriormente, o baco
e figado sé@o grandes receptores dos parasitas apds sua internalizacdo, enquanto o
pulmao néo seria um grande alvo neste inicio do processo. (Fig. 11)

Ao analisarmos a carga parasitaria nestes o6rgdos por PCR Real-time,
observamos, em forma analoga ao mostrado através das culturas em meio LIT (Fig.
11) que o pulmdo apresenta a menor carga parasitaria, quando comparado ao
figado e baco (Fig. 12). Enquanto, no figado e baco observa-se um aumento
consideravel de parasitas do sexto para o oitavo dia de infeccdo, aumento que
ocorre tanto nos animais que receberam soro WT controle como naqueles que

receberam soros contendo IgM/IgG especificas, ou somente IgM.
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Figura 12. Quantificacdo relativa de T. cruzi (PCR Real time) de camundongos
C57BL/6 infectados com 5x10* parasitas via intravenosa e tratados com diferentes
soros no 4° dia de infeccdo: soro controle (ausente de anticorpos especificos), soro
cronico WT (IgM e IgG especificas) e soro crébnico CD28KO (somente IgM
especifica). Comparacao relativa ao pulmao, 6rgao sabidamente de menor carga
parasitaria. (A) Tratamento com soro WT controle (B) Soro WT Crbnico (C) Soro
CD28KO crbnico. * p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0.001. A carga parasitaria foi estimada
nos diferentes orgdos e tratamentos através os AACT dos PCRs nos diferentes
orgdos e tratamentos em relacdo ao ACT no pulmédo dos camundongos inoculados
com soro WT controle.

J& a analise por separado de cada um dos 6rgaos € mostrada em relacéo a
carga (no referido 6rgéo) dos animais que receberam soro controle e se encontram
no 6° dia de infeccdo. Esta andlise mostrou que a carga parasitaria no figado e baco
nao sofre grandes mudancas em decorréncia a administracdo dos soros cronicos,
sendo a Unica constatacdo, um discreto aumento da carga parasitaria do dia 6 p.i.
para o dia 8 p.i. (Fig. 13 A e B).

No pulméo, entretanto, em relagdo aos animais que receberam soro WT
controle, houve um aumento significativo da carga parasitaria nos animais tratados
com soro cronico WT, assim como nos animais tratados soro crénico CD28KO (Fig.
13 C). Esta observacéo foi constatada tanto no dia 6 p.i. como no dia 8 p.i..
Curiosamente, diferente do observado no figado e baco, ndo houve qualquer
aumento na carga parasitaria do dia 6 p.i. para o dia 8 p.i..no pulmdo dos animais

tratados com soros crénicos.
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Figura 13. Quantificacdo relativa de T. cruzi (PCR Real time) de camundongos
C57BL/6 infectados com 5x10* parasitas via intravenosa e tratados com diferentes
soros no 4° dia de infeccdo: soro controle (ausente de anticorpos especificos), soro
cronico WT (IgM e IgG especificas) e soro cronico CD28KO (somente IgM
especifica). (A) Figado (B) Baco (C) Pulméo. * p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0.001. A
carga parasitaria € mostrada separadamente nos diferentes 6rgdos em relagédo
(AACT) ao ACT no referido 6rgdo dos camundongos inoculados com soro WT
controle.

4.6 Analise da remocao de tripomastigotas da cepa Y do sangue por soro
imune de camundongo CD28KO (infectado por parasitas Sylvio X10/4)

A auséncia de mudancas significativas no figado e baco dos animais
inoculados com T. cruzi Sylvio X10/4 que receberam no dia 4 p.i. soro crénico WT
ou CD28KO pode ser interpretada como decorrente do alto nivel basal de
parasitismo ja existente nestes 0rgdos, consequente a remocdo espontanea dos
parasitas logo apds serem inoculados. Para contornar esta remogao espontanea do
T. cruzi Sylvio X10/4 pensamos em testar a capacidade de remogcao por soro

cronico de camundongos CD28KO (infectados por parasitas Sylvio X10/4) no
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modelo de remocado de T. cruzi da cepa Y que tinha sido utilizado nos trabalhos de
Umekita el al. (Umekita, Takehara, & Mota, 1988) ao descreverem o “clearance
imune” por IgG de tripomastigotas sanguicolas.

Para esta nova abordagem precisavamos verificar, entretanto, se o0 soro
cronico de camundongos CD28KO infectados por parasitas Sylvio X10/4
reconheceria parasitas da cepa Y. A analise por ELISA mostrou que o antigeno de
tripomastigotas de cultura da cepa Y € fortemente reconhecido pela IgM presente
nos soros obtidos de animais WT e CD28KO. Em relacdo a IgG no soro crénico WT,

observamos, entretanto, pouca reatividade frente a antigeno da cepa Y (Fig. 14B).

5000+ A Antigeno: Sylvio X10/4 5000- B Antigeno: Y
£ a000- £ 4000- - 3 19G1
£ £ @l 1gG2a
l% 30004 x% 30004
O O
IS IS
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o ]
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Figura 14. Analise por ELISA da reatividade frente a antigeno de T. cruzi das cepas
Sylvio X10/4 e Y em pools de soros obtidos de camundongos WT e CD28KO
controles e camundongos WT e CD28KO na fase cronica da infeccao por parasitas
Sylvio X10/4. (A) Antigeno Sylvio X10/4. (B) Antigeno Y.

ApOs comprovarmos por ELISA a reatividade dos soros anti-Sylvio X10/4
frente a antigeno de parasitas Y, estudamos a remocao in vivo de parasitas desta
ultima cepa pelos soros cronicos WT e CD28KO. Para tal, um grupo de 18
camundongos C57BI/6 foi infectado pela via endovenosa com 2x10° parasitas Y
livres de anticorpos (obtidos de animais infectados e tratados com ciclofosfamida).
Apoés 15 minutos de infeccdo, os animais foram divididos em 4 grupos que foram
respectivamente tratados i.v. com 200 ul de soro WT controle, ou soro WT crdnico
(de animais infectados por parasitas Sylvio X10/4), ou soro CD28KO cronico (de
animais infectados por parasitas Sylvio X10/4) ou soro crbnico (de animais
infectados por parasitas Y), e a parasitemia patente dos animais infectados avaliada
10, 30, 60, 120 minutos e 24 horas apoés a inoculacdo dos soros. (Fig. 15A)
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Figura 15. Curvas de parasitemia patente em animais inoculados i.v. com parasitas
da cepa Y livres de anticorpos e a seguir inoculados com soros controles ou crénicos
de camundongos WT e CD28KO. Os animais foram infectados com 2x10°
tripomastigotas obtidos de animais infectados e tratados com ciclofosfamida,
suprimindo a producdo de anticorpos. ApGs 15 minutos de infec¢cdo, os animais
foram tratados com 200 ul de diferentes soros (soro controle, soro de WT crénico e
CD28KO com Sylvio X10/4, soro crénico com Y) e a curva de saida foi avaliada a
10, 30, 60, 120 minutos e 24 horas apds o tratamento. (A) Curva de saida de todos
os tratamentos. (B) Soro controle versus soro cronico de Y. (C) Soro controle versus
soro WT crénico de Sylvio X10/4. (D) Soro controle versus soro CD28KO cronico de
Sylvio X10/4. ** p< 0,01; *** p<0.001

Como demonstrado pelo grupo de Umekita, o soro imune WT frente a Y é
eficaz na remocéo de parasitas, no nosso experimento, sendo capaz de retirar 60%
dos parasitas da circulagéo nos 10 primeiros minutos. (Fig. 15B) O mesmo resultado
pode ser observado no tratamento com soro imune WT frente a Sylvio X10/4. (Fig.
15C) O soro imune de camundongos CD28KO, contendo somente IgM especificas
frente a Sylvio X10/4, ndo demonstrou diferencas quando comparado ao soro
controle. (Fig. 15D).



51

4.7 Avaliacdo in vitro da interacdo de células da linhagem macroféagica e
anticorpos especificos contra parasitas Sylvio X10/4

Além dos experimentos in vivo, também foram realizados experimentos in
vitro para analisar a interacao direta entre os macrofagos, os soros cronicos B6 e
CD28KO e o parasita. Na maior parte dos experimentos utilizamos macréfagos
diferenciados precursores contidos na medula éssea estimulados com sobrenadante
contendo M-CSF. Para avaliar a melhor proporcdo parasita-macrofago para a
infeccdo in vitro, foram testadas trés proporc¢des distintas (0,5:1 / 1:1 / 2:1), sendo
constatado que nas duas primeiras propor¢des ndo houve um grande aumento de
células infectadas durante as 72 horas de culturas, ndo alcancando 20%. J& na
proporcdo 2:1, a porcentagem de células infectadas foi por volta de 50% as 72
horas. (Fig. 16 A). O tratamento dos macréfagos com IFN-y confirmou que esta
citocina é importante no controle da infeccdo pelo T. cruzi, proporcionando uma
maior ativacdo aos macréfagos, e a consequente reducdo na porcentagem de
células infectadas que € evidenciada claramente na propor¢cdo 2:1, onde o
tratamento com IFN-y reduz a frequéncia de macréfagos infectados as 72 horas para

20%. (Fig. 16 B)
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Figura 16. Caracterizacao da infeccdo em diferentes proporcdes parasita-macrofago
(diferenciados a partir de precursores da medula 6ssea). (A) Porcentagem de
infeccdo em macrofagos ndo estimulados. (B) Porcentagem de infeccdo em
macrofagos pré-tratados com IFNy.

O proximo passo foi estudar a importancia dos soros WT crénico e CD28KO
cronico na internalizacdo e sobrevivéncia do parasita em macrofagos. Para isso, 0s

macréfagos derivados de medula 6ssea foram mantidos durante o periodo de



52

infeccdo na presenca dos diferentes soros (soro controle, soro crénico contendo IgM
e IgG; soro cronico contendo somente IgM). Observou-se um maior nimero de
macrofagos infectados nas culturas que continham anticorpos, sendo encontrada a
maior taxa de infeccédo no grupo incubado com soro contendo IgM e IgG.

Contudo, a taxa de infeccdo dos macrofagos foi também aumentada na
presenca de soro imune de camundongos CD28KO, resultado que sugere a
presenca neste soro de algum elemento (provavelmente a IgM especifica) que direta
ou indiretamente facilita a internalizacdo do parasita. Porém, apds as 72 horas de
cultura ocorreu um equilibrio na porcentagem de células infectadas, independente
do tratamento (Fig. 17 A).
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Figura 17. Papel dos soros de camundongos WT e CD28KO crbnicos na
internalizacao e sobrevivéncia dos parasitas Sylvio X10/4 em macrofagos derivados
da medula 6ssea. (A) Porcentagem de macrofagos infectados. (B) Numero total de
parasitas em 200 macréfagos. (C) Taxa de proliferacédo intracelular do parasita. *
p<0,05; *** p<0.001.



53

Com relacdo ao numero de parasitas em 200 células infectadas, a presenca
nas culturas dos soros crénicos WT e CD28KO resultou em um maior numero de
parasitas, diferenca que atingiu significancia as 72 horas de cultura (Fig. 17 B).

Por outro lado, no que se diz respeito ao indice de proliferacao intracelular do
parasita (razdo entre o numero de parasitas totais apés 72 horas de infeccdo e o
namero inicial de parasitas totais apés 5 horas de infec¢do), nossos resultados
mostram que 0s soros contendo anticorpos especificos providenciaram um maior
controle intracelular da infeccdo, uma vez que na presenca destes se observa uma
menor taxa de proliferacdo comparada aquela dos macréfagos nédo tratados.
Contudo, o tratamento com soro cronico WT (que contém IgG/IgM) resultou em
menor indice de proliferacdo do que o observado na presenca de soro contendo
exclusivamente IgM (Fig. 17 C).

Apesar dos baixos niveis detectados, os macréfagos infectados na presenca
de soro WT crbnico apresentaram maior producdo de Oxido nitrico quando
comparado as demais culturas (Fig. 18).
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Figura 18. Quantificacdo de oxido nitrico por Reagente de Griess em sobrenadantes
de culturas de macroéfagos diferenciados da medula 6ssea que foram infectados por
parasitas Sylvio X10/4 na presenca de soros WT e CD28KO crbnicos. * p<0,05

Os experimentos de interacdo T. cruzi-macréfago foram também realizados
com macrofagos do peritdnio, obtidos apds estimulacdo local durante 4 dias com
PBS 1x amido 1%. Este modelo foi escolhido, pois macrofagos elicitados do
peritdbnio apresentam maior perfil inflamatério quando comparados a macréfagos
diferenciados a partir de precursores da medula Ossea. Os resultados com

macrofagos peritoneais foram similares aos obtidos com macréfagos derivados de
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medula, com excecdo da taxa de proliferacao intracelular, onde nao foi observada
diferenca entre os tratamentos com soros contendo IgM e IgM/IgG.. (Fig. 19)
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Figura 19. Papel dos soros de camundongos WT e CD28KO cronicos na
internalizacdo e sobrevivéncia dos parasitas em macréfagos peritoneais. (A)
Porcentagem de infeccdo em 200 macréfagos. (B) Numero total de parasitas em 200
macréfagos. (C) Taxa de proliferacdo intracelular do parasita (raz&o entre o numero
total de parasitas em 200 células as 72 horas de infeccdo e o numero total de
parasitas as 5 horas de infec¢ao). * p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0.001.

Para avaliar se o potencial de remocdo do T. cruzi apresentado pelo soro
cronico CD28KO estaria ligado a sua capacidade de ativar o sistema complemento,
os soros foram incubados a 56 °C por 30 minutos (para inativacdo do complemento),
antes de realizar o tratamento. A inativacdo do soro crénico CD28KO resultou na
perda da sua capacidade opsonizadora, sendo incapaz que promover a
internalizacdo do parasita Sylvio X10/4 pelos macréfagos apés 5 h de cultura. Este

resultado indica a possivel participacdo do complemento no processo de
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internalizagdo mediado pelo soro contendo exclusivamente IgM (Fig. 20A). Contudo,
as 24h da cultura, mas ndo em tempos posteriores, 0 soro CD28KO crdnico
inativado mostrou alguma atividade opsonizadora. Diferentemente deste soro, 0 soro
cronico WT manteve a sua capacidade de promover a internalizacdo do parasita
apos ser inativado.

Com relacdo ao numero de parasitas totais, ndo foram visualizadas grandes
diferencas dos resultados com soro crénico CD28KO inativado e aqueles com soro
ativo (Fig. 20B e C)
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Figura 20. Participagéo do sistema do complemento: Internalizacdo e sobrevivéncia
de parasitas Sylvio X10/4 em macrofagos (diferenciados da medula éssea) na
presenca de soros cronicos WT e CD28KO pré-aquecidos por 30 minutos a 56°C (A)
Porcentagem de infeccdo em 200 macréfagos. (B) Numero total de parasitas em 200
macrofagos. (C) Taxa de proliferacao intracelular do parasita (razdo entre o numero
total de parasitas em 200 células as 72 horas de infeccdo e o numero total de
parasitas as 5 horas de infec¢éo). * p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0.001.
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O conjunto destes resultados in vitro corrobora com 0s nossos achados nos
experimentos in vivo, revelando, além da clara participacdo do soro crénico WT
(contendo IgG) na remocédo dos parasitas, uma atuacao significativa do soro crénico
CD28KO (contendo exclusivamente IgM) neste processo. Mais ainda, resultados
preliminares nos permitem cogitar que, analogamente ao demonstrado in vivo para a
IgG especifica, a papel opsonizador da IgM especifica operaria através da ativacao

do sistema complemento.
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5 DISCUSSAO

Buscando uma visdo mais abrangente e clara do papel do sistema imune na
infecgao pelo T. cruzi, foi escolhido o clone Sylvio X10/4, parasita de baixa viruléncia
(sabidamente miotrépico, causador de miocardiopatia crénica em animais
C3H/HePAS) para analisar a interagdo do T. cruzi com células da linhagem
macrofagica na presenca de soros imunes contendo anticorpos especificos das
classes IgM e/ou IgM/IgG. Como demonstrado anteriormente pelo nosso grupo
(MARINHO et al., 2007), animais C57BL/6 imunocompetentes desenvolvem uma
forte resposta humoral dominada por anticorpos da classe IgG2a. Ja os animais
C57BL/6 deficientes na molécula co-estimulatéria CD28 (necessaria para a
mudanca, “switch”, da classe de anticorpos) fazem resposta humoral restrita a
anticorpos da classe IgM, caracteristica que possibilita o estudo da acéo
individualizada desta classe de anticorpo.

Experiéncias anteriores do laboratério (G. Giacomini, Dissertacdo de
mestrado, 2012) mostraram que tripomastigotas Sylvio X10/4 inoculados iv em
camundongos C57BL/6 sofrem uma saida rapida do sangue, em tal forma que ap6s
1 hora poucos parasitas permanecem ainda na circulagdo. No presente trabalho de
mestrado, os dois primeiros experimentos visavam identificar os 6rgdos-alvo onde se
encontrariam os parasitas inoculados apds sairem da corrente sanguinea, assim
como o eventual papel dos anticorpos especificos modificando este processo. Para
a nossa surpresa, nestes primeiros experimentos observamos que a presenca de
soro imune (contendo IgM ou IgM/IgG especificas) ndo alterou significativamente o
destino dos tripomastigotas que deixaram 0 sangue, se comparada a saida
espontanea na auséncia de anticorpos especificos. Contudo, foi possivel observar
que, independentemente do tratamento, os parasitas inoculados eram encontrados
no figado e bago, e, em menor intensidade, no pulmdo as 18 horas da sua
inoculagcao. Estes dados contrastam com o reconhecido miotropismo deste clone de
T. cruzi e sugerem que nao se trate de invasao, mas de remocao ativa.

Trabalhos anteriores do nosso grupo ja demonstraram o papel importante do
figado na remocéo por soro imune de parasitas da cepa Y (reticulotropica e mais
virulenta) (SARDINHA et al., 2010). Nas experiéncias com parasitas Sylvio X10/4,
entretanto, ndo foi possivel definir diferencas entre os diferentes tratamentos com

relacdo a carga parasitaria nos orgaos. Analogamente, nenhuma diferenca foi
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observada no estudo histopatolégico, o que poderia ser, entretanto, explicado pelo
curto tempo de infeccdo (18 horas), muito precoce para a visualizacao de infiltrados
hepaticos e pulmonares.

Apos estes resultados inesperados, decidimos avaliar se 0 processo de saida
espontanea dos parasitas inoculados poderia ser imputado & sua remocao por
células da linhagem macrofagica. A eliminacdo de macréfagos e células dendriticas
dos animais C57BL/6 pelo tratamento com lipossoma de clodronato determinou
persisténcia da parasitemia patente até duas horas apos a inoculacdo dos parasitas,
diferentemente dos animais nao tratados, que em nenhum momento mostraram
parasitemia patente significativa. Tais resultados foram confirmados na avaliagdo da
parasitemia subpatente, avaliagdo na qual os animais tratados com clodronato se
mantiveram positivos do primeiro dia de infeccdo ao décimo quinto dia (ultimo dia
analisado). J&4 o grupo controle (ndo tratado), a parasitemia subpatente positivou
somente no sexto dia de infeccdo e manteve um nivel de positividade inferior & do
grupo tratado até o ultimo dia testado. A dificuldade no controle da parasitemia dos
animais tratados com clodronato deve estar relacionada a auséncia de macrofagos
no baco, assim como de células de Kupffer no figado e dos macréfagos alveolares
do pulmdo, deixando claro, a importancia da linhagem macrofagica na remocao
espontaneo da circulacao de parasitas recém-inoculados.

O proximo passo foi entender melhor como o parasita normalmente se
comporta nos dias subsequentes a infeccdo. Como relatado, a parasitemia patente
ndo pbde ser observada horas apés a infeccdo pela via endovenosa.
Interessantemente, como indicado acima, observamos um pico de positividade da
parasitemia subpatente no 62 dia de infec¢cdo, com reducao gradual ao decorrer dos
dias. Esta observacdo nos leva a acreditar que esta positividade se refere aos
parasitas que sobreviveram a primeira remocéo realizada pelas células fagociticas e
eventualmente por outras células, que, apds realizarem um primeiro ciclo de
replicacdo intracelular, retornaram a circulacdo. Este resultado nos possibilitou uma
nova abordagem experimental para avaliar o efeito dos soros contendo IgM ou
IgM/IgG. Neste novo protocolo, os camundongos C57BL/6 foram tratados com soro
normal ou soro imune cronico B6-IMS ou CD28KO-IMS no 4° dia de infeccdo, para
gue 0s parasitas que retornassem a corrente sanguinea em maior quantidade por

volta do 6° dia encontrassem o0s anticorpos na circulacéo.
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Os animais tratados com B6-IMS (IgM/IgG) mostraram uma enorme reducao
de positividade quando comparada aos outros grupos, se mantendo reduzida até o
ultimo dia testado. A participacédo da IgG no remocéao de parasitas Sylvio X10/4 nao
€ surpreendente, uma vez que ja havia sido demonstrada em estudos com parasitas
da cepa Y (UMEKITA; TAKEHARA; MOTA, 1988). Devido a rapidez da resposta
exercida, sua acao deve ser baseada na interagdo direta dos anticorpos com
receptores Fcy, e, eventualmente receptores para complemento, na superficie de
macrofagos, resultando em uma internalizagéo agil e eficaz.

Ao analisar o comportamento dos animais tratados com soro contendo
somente IgM, observa-se uma queda mais tardia na parasitemia, que também se
manteve reduzida até o ultimo dia testado com uma positividade ligeiramente
superior a do grupo tratado com soro contendo IgM/IgG. Estes resultados sugerem
atuacao da IgM como ativadora do sistema complemento, papel altamente discutido
e comprovado em estudos publicados. Estudos adicionais precisam ser realizados
para concluir se a participacdo da IgM se reduz a ativagdo do complemento, ou se
opera de uma maneira mais direta.

Para uma melhor compreensdo dos resultados, o experimento foi repetido
com um numero maior de animais, possibilitando o sacrificio destes no 6° e 8° dia de
infecgcdo. Esta experiéncia confirmou os resultados anteriores que sugerem a
importancia da IgM especifica na remocao dos parasitas do sangue. A analise por
PCR em tempo real dos 6rgdos mostrou que o figado e baco apresentam maior
carga parasitaria do que o pulmao. Contudo, nestes dois 6rgdos a carga parasitaria
exibiu pouca diferenga entre os tratamentos, e mostrou aumento do 6° ao 8° dia de
infeccdo. Curiosamente, diferente do figado e baco, no pulm&o observamos uma
remocao significativa de parasitas nos grupos tratados com B6-IMS ou CD28KO-IMS
guando comparado ao grupo tratado com soro controle. Tais resultados nos
permitem cogitar que o fato do pulméo ndo ser um 6rgao alvo da saida espontanea
dos parasitas permite observar maiores diferencas apos os tratamentos com soros
croénicos. Mais ainda, a auséncia de aumento da carga parasitaria pulmonar do 6°
para o 8° dia de infeccdo nos animais tratados com B6-IMS ou CD28KO-IMS sugere
gue neste 0rgao a remocao imune dos parasitas resulta na eliminacdo de parte dos
parasitas.

Frente a “remocdo espontanea” sofrida pelos parasitas Sylvio X10/4,
decidimos utilizar um modelo de infecgcdo com a cepa Y, parasita que permanece por
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mais tempo na circulacdo, para verificar o potencial dos anticorpos especificos. Para
tal, inicialmente, testamos a reatividade dos soros obtidos na infeccdo por Sylvio
X10/4 frente a antigeno obtido de parasitas da cepa Y. A analise do ELISA
demonstrou uma grande reatividade entre anticorpos da classe IgM, e de maneira
mais discreta com relagdo aos anticorpos da classe IgG. Tais resultados
possibilitaram a realizacdo do experimento de remocéo do T. cruzi in vivo, no qual,
como controle positivo, utilizamos o soro imune de animais infectados por parasitas
da cepa Y , que sabidamente é eficaz na remocdo destes parasitas, como
demonstrado por Umekita e cols (UMEKITA; TAKEHARA; MOTA, 1988)

Como esperado, o soro imune frente a T. cruzi da cepa Y, assim como o B6-
IMS frente ao T. cruzi Sylvio X10/4 determinaram uma reducéo bastante significativa
dos parasitas na circulacdo. Surpreendentemente, o grupo controle apresentou certa
queda durante as leituras, resultado inesperado que pode estar relacionado a nao
suplementacdo do PBS utilizado para ressuspensao dos parasitas com soro fetal
bovino, reduzindo assim a viabilidade e viruléncia dos parasitas. Mais importante,
este comportamento, impossibilitou observar diferencas entre o grupo controle e o
grupo tratado com CD28KO-IMS, que ja teve participacdo parcial comprovada na
remocao de parasitas nos resultados apresentados acima. Desta forma, acreditamos
que este experimento termina inconclusivo, necessitando de repeticdo e melhor
padronizacdo para resultados confidveis. Os resultados observados nas
experiéncias in vivo foram reproduzidos nos experimentos in vitro, onde a
internalizacdo de parasitas por macréfagos derivados da medula 6ssea foi superior
na presenca de anticorpos, com pequena superioridade do tratamento com IgG.
Este fenbmeno mostrou-se evidente apos 5 horas de infeccdo, porém comecga a se
igualar ao controle as 72 horas, inibicdo que pode ser atribuida aos eventuais efeitos
da opsonizacdo aumentando a atividade tripanocida do meio intracelular dos
macrofagos.

Assim, dois fendmenos distintos poderiam estar acontecendo. Nos primeiros
momentos, devido a maior internalizagdo, as células tratadas com soros imunes
apresentariam maior quantidade de parasitas intracelulares. Porém, ao avaliar a taxa
de proliferacéo intracelular do parasita (relacdo do nimero de parasitas as 72 horas/
namero de parasitas no tempo 5 horas), constata-se que além do papel na
internalizagcdo, os anticorpos parecem promover maior protecdo, induzindo uma

maior ativacdo dos fagocitos e resultando em um controle da infec¢cdo mais eficaz.
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Apesar desta constatacao, ndo foi possivel relaciona-la com a acdo do 6xido
nitrico, ja que foram detectados niveis muito baixos de producéo deste radical. Tal
resultado pode estar relacionado ao fato do clone Sylvio X10/4 ndo ser um potente
indutor de producéo de 6xido nitrico em macréfagos derivados da medula éssea.

Para esclarecer a via pela qual a IgM atuaria durante a remogao, 0S SOros
utilizados foram incubados a 56°C durante meia hora, para a inativacdo dos
elementos do sistema complemento. Os resultados demonstram uma reducdo na
internalizacdo dos parasitas, indicando que, como esperado, grande parte do efeito
opsonizador da IgM deve estar relacionado a ativagdo do sistema complemento,
porém, sem ser possivel concluir que seu papel esteja estritamente limitado a essa
participacdo. Contudo, o estudo da participagdo do complemento in vitro tem como
limitacdo o fato dos proprios macréfagos sintetizarem pequenas quantidades destas
moléculas.

O conjunto dos resultados obtidos in vivo e in vitro nos permite concluir que as
células da linhagem macrofagica tem papel crucial na remocdo espontanea de
parasitas circulantes. Mais ainda, nossos resultados sugerem que a remocdo do
parasita € potencializada pela presenca de anticorpos especificos, ndo somente
daqueles da classe IgG, mas também daqueles da classe IgM. Experimentos
adicionais sdo necessarios para evidenciar as moléculas envolvidas nesse
reconhecimento, afim de revelar as consequéncias nos diferentes érgdos-alvo dos

parasitas internalizados de maneiras distintas.
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6 CONCLUSOES

¢ As células da linhagem macrofagica possuem papel importante na “remogao”
espontanea de parasitas Sylvio X10/4 da circulagdo, uma vez que esta é inibida

apos tratamento com lipossomos contendo clodronato.

e O soro de camundongo WT crénico, que contém anticorpos especificos das
classes IgG, e IgM, otimiza o processo de internalizag&o in vivo do parasita;

e O soro imune de camundongo CD28KO, que contém exclusivamente IgM
especifica, também potencializa a remoc¢ao in vivo do T. cruzi , porém em menor

escala que o soro imune de camundongos B6;

¢ Nos animais recém-infectados pela via endovenosa, o figado e o baco, e em
menor grau o0 pulmao, parecem ser responsaveis pela saida dos parasitas do

sangue, mesmo na auséncia de anticorpos especificos.

e Na presencga de soros imunes de camundongos WT e CD28KO, macrofagos
derivados da medula 6ssea ou induzidos no peritbnio exibem aumento da

internalizagdo de parasitas Sylvio X10/4 in vitro.
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