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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 na remoc¢éo do parasita nao
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 concentracdo 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. Deplecédo 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 infeccéo, 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 peritdnio, 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.



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 ndo 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 Ossea
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 diminui¢ao 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



uma forma indeterminada assintomética, com eletrocardiograma inalterado e
radiografias normais de coracédo, eséfago e colén. 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 sao
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 ceélulas do hospedeiro e evasdo 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, 0s 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



vertebrado. Apds diversos ciclos de divisdo binaria, os amastigotas se transformam
em tripomastigotas sanguineos, que sao 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 andlise 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 chagasica crénica em humanos
(MARINHO et al., 2009). Além desta Gltima caracteristica, a utilizacdo de um parasita
de baixa viruléncia como Sylvio x10/4 permite obter informacdes 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 ativacdo da
resposta imune adquirida (TARLETON, 2007).



Células da imunidade inata possuem uma importante participacdo no controle
da replicacdo e propagacgéo do parasita durante ambas as fases aguda e cronica 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" (Th1), 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).



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 ativacdo 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 circulagéo para o tecido,
se diferenciam em macrofagos ou células dendriticas (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Os macréfagos sdo divididos em subpopulagbes baseadas em sua
localizacdo anatbémica e funcionalidade. Macrofagos especializados residentes em
tecidos incluem: osteoclastos (tecido 0sseo), macrofagos alveolares (pulméo),
histiocitos (tecido conjuntivo) e células de Kupffer (figado). Uma populacéo distinta
patrulha os sitios imunologicamente privilegiados, como o cérebro (células da
microglia), olhos e testiculos (MURRAY; WYNN, 2011).



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 fagdcito 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 citotdxico 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 invasao 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 patdégenos) 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



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 sdo conhecidos como opsoninas, que incluem imunoglobulinas,
colectinas e particulas do sistema complemento (CAMPAGNE; WIESMANN;
BROWN, 2007).



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 aqguela 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 porcdo 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 producéo 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



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 ativacéo € 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 eliminagcédo dos parasitas circulantes (KIPNIS et al., 1981). Como citado acima, 0
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 obtencédo das IgM especificas, alvo de estudo deste projeto.



CONCLUSOES

¢ As células da linhagem macrofdgica 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 internaliza¢ao in vivo do parasita;

e O soro imune de camundongo CD28KO, que contém exclusivamente IgM
especifica, também potencializa a remoc¢éao 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 60ssea ou induzidos no peritbnio exibem aumento da

internalizagdo de parasitas Sylvio X10/4 in vitro.
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