Giovana Giacomini

A infeccdo murina pelo Trypanosoma cruzi clone Sylvio
X10/4: envolvimento do sistema imune no controle da

parasitemia

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pdés-Graduacdo em Imunologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, para
obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias

Area de concentracdo: Imunologia

Orientador: Prof. Dr. José Maria Alvarez
Mosig

Versdo corrigida. A versdo original
eletrbnica encontra-se disponivel tanto
na Biblioteca do ICB quanto na
Biblioteca  Digital de Teses e
Dissertacdoes da USP (BDTD).

Sao Paulo
2012



RESUMO

GIACOMINI, G. A infeccdo murina pelo Trypanosoma cruzi clone Sylvio X10/4:
envolvimento do sistema imune no controle da parasitemia. 2012. 75 f. Dissertacéo
(Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, Sao Paulo, 2012.

O Trypanosoma cruzi, parasita causador da doenca de Chagas, exibe ampla
heterogeneidade e inclui isolados virulentos e de baixa viruléncia que somente
apresentam parasitemia patente em camundongos imunodeficientes. Poucos
estudos analisaram a infeccdo in vivo com parasitas T. cruzi de baixa viruléncia,
apesar de estes poderem representar uma grande parte dos casos em humanos.
Aqui nos exploramos o envolvimento do sistema imune nos baixos niveis de
parasitemia de camundongos infectados com parasitas de baixa viruléncia Sylvio
X10/4. Camundongos C57BI/6 (WT) inoculados intravenosamente (i.v.) com
parasitas Sylvio X10/4 de cultura celular ndo apresentam parasitemia patente depois
de 24 horas e as curvas de saida do sangue destes parasitas sdo similares aquelas
dos parasitas de cultura celular da cepa Y (um isolado de alta viruléncia). Por outro
lado, se os tripomastigotas inoculados foram isolados de camundongos
imunodeficientes (SCID ou RAG2KO) infectados, n6s observamos que os parasitas
Y saem da corrente sanguinea mais lentamente do que os parasitas Sylvio X10/4. A
analise da carga parasitaria em diferentes 6rgdos 24 horas apds a inoculacdo i.v.
dos parasitas revelou que, apesar do conhecido miotropismo do Sylvio X10/4, a
maioria dos parasitas injetados vao para o figado e baco, assim como na infeccao
pela cepa Y, sugerindo um processo de remogao ativa. O envolvimento dos
anticorpos naturais na saida do Sylvio X10/4 foi descartado pela comparacdo das
curvas de parasitemia em camundongos WT ou SCID (que nao possuem
anticorpos). Uma pequena participacdo do sistema complemento foi sugerida
analisando a parasitemia com Sylvio X10/4 em camundongos WT depletados de C3
pelo tratamento com Cobra Venom Factor (CVF). Nossas observagdes que
camundongos IFN-yKO infectados com Sylvio X10/4 apresentaram parasitemia
intermitente nas primeiras semanas da infeccdo ndo podem ser atribuidas a
deficiéncia na producdo de proteinas de fase aguda, na medida em que nestes
camundongos foram encontrados altos niveis de amiloide A sérica e amiloide P
sérica. Enquanto a infeccéo pelo parasita Sylvio X10/4 progride, anticorpos parasita-
especificos se tornam cruciais para 0 controle do parasita, uma vez que
camundongos BKO infectados sucumbem a infeccdo em 2-3 meses. Além disso, um
papel protetor foi sugerido para a IgM parasita-especifica uma vez que animais
CD28KO, que nao produzem IgG especifica, sdo mais resistentes a infeccado por
Sylvio X10/4 do que o BKO; além disso, as proteinas de fase aguda ndo parecem
estar relacionadas as imunodeficiéncias destes animais. Assim, sugerimos que a
rapida saida que segue a inoculacao i.v. do Sylvio X10/4 € um processo de remogao
ativa. Em longo prazo, ndo somente a IgG, mas anticorpos parasita-especificos IgM
tem um papel importante na protecgéo.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Doenca de Chagas. Parasitemia. Anticorpos.
IFN-y. Proteinas de fase aguda.



ABSTRACT

GIACOMINI, G. The murine infection by Trypanosoma cruzi clone Sylvio X10/4:
immune system involvement in parasitemia control. 2012. 75 p. Masters thesis
(Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2012.

Trypanosoma cruzi, the parasite responsible for Chagas” disease, displays wide
heterogeneity and includes virulent isolates and low-virulence ones which only yield
patent parasitemias in immunodeficient mice. Few studies analyzed the in vivo
infection with low virulence T. cruzi parasites in spite these may account for a large
portion of human cases. Here we explored the involvement of the immune system in
the low level parasitemia of mice infected with low-virulence Sylvio X10/4 parasites.
C57BL/6 (WT) mice inoculated intravenously (i.v.) with tissue culture Sylvio X10/4
parasites do not show patent parasitemias after 24 hours and the blood clearance
curves of these parasites being similar to those of tissue culture Y strain parasites (a
high-virulence isolate). Meanwhile, if the inoculated trypomastigotes were isolated
from immunodeficient infected mice (SCID or RAG2KO) we observed that Y parasites
leave the bloodstream more slowly than Sylvio X10/4 parasites do. Analysis of
parasite loads at different organs 24 hours after i.v. parasite inoculation revealed that,
in spite of the known myotropism of Sylvio x10/4, most injected parasites go to the
liver and spleen, as well as infection with Y strain, suggesting an active removal
process. The involvement of natural antibodies in Sylvio X10/4 removal was discarded
by comparing the blood clearance curves in wild-type or SCID mice (which lack
antibodies). A small participation of the complement system was suggested by
analyzing Sylvio X10/4 parasitemia in WT mice depleted of C3 by cobra venom factor
(CVF) treatment. Our observation that Sylvio X10/4-infected IFN-yKO mice showed
intermittent patent parasitemias in the first weeks of infection can not be attributed to
deficiency in the production of acute phase proteins, in as much as these mice were
found to secrete high levels of serum amyloid A and serum amyloid P. As infection by
Sylvio X10/4 parasites progressed, parasite-specific antibodies became crucial for
parasite control, given that infected BKO mice succumbed to infection in 2-3 months.
In addition, a protective role was suggested for parasite-specific IgM since CD28KO
mice, which do not produce specific IgG, are more resistant than BKO to infection by
Sylvio X10/4; moreover, the acute phase proteins do not appear to be related to
immunodeficiency of these animals. Thus, we suggest that the rapid clearance that
follows Sylvio X10/4 i.v. inoculation is an active removal process. At the long run, not
only 1gG, but also IgM parasite-specific antibodies play an important role in protection.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Chagas” disease. Parasitemia. Antibodies. IFN-y.
Acute phase proteins.



INTRODUCAO

1.1 Doencga de Chagas — aspectos gerais

A doenca de Chagas, causada pelo protozoéario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi, foi descrita em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas (ANIS; RASSI,;
MARIN-NETO, 2010). Constitui um problema de saude publica, uma vez que
acomete cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012), principalmente na América Latina onde a doenca é
endémica (Fig. 1) e resulta em 14.000 mortes a cada ano (HOTEZ et al., 2009).

Figura 1 - Distribuicdo dos casos de infec¢éo pelo Trypanosoma cruzi
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llustracdo mostrando a distribuicdo dos casos de infeccdo pelo T. cruzi baseado em estimativas
oficiais, e status da transmisséo vetorial, no mundo, entre 2006 e 2009.
Fonte: Modificado de (WHO, 2005).

O ciclo doméstico de transmissdo do T. cruzi inicia-se quando as formas
tripomastigotas metaciclicas infectantes presente nas fezes do vetor triatomineo
penetram, através da pele lesada ou mucosa, em diferentes tipos celulares do
hospedeiro, se transformando na forma amastigota (JUNQUEIRA et al., 2010). As
formas intracelulares amastigotas se multiplicam por fissdo binaria, se diferenciam

em formas tripomastigotas e, apds romperem a célula infectada, infectam células



adjacentes e caem na corrente sanguinea para entdo invadir tecidos distantes
(BRENER, 1973). A transmissdo também pode ocorrer por transfusdo sanguinea, via
transplacentéria, via oral, aleitamento materno, acidentes laboratoriais e transplante
de 6rgdos (MACHADO et al., 2009). Politicas de prevencéo eficazes a doenca de
Chagas poderiam envolver o controle eficaz do vetor nas areas endémicas; a
triagem rigorosa nos bancos de sangue e de possiveis doadores de 6rgdos e a
identificag8o e tratamento precoce de recém-infectados e de casos ainda na fase
assintoméatica (BIOLO; RIBEIRO; CLAUSSEL, 2010).

A doenca de Chagas apresenta trés fases clinicas. A fase aguda se
caracteriza por parasitemia patente e presenca de grande numero de ninhos de
amastigotas em diversos tecidos; com o estabelecimento de uma resposta
imunolégica que minimiza a proliferagéo e disseminacéo do protozoario, 70-80% das
pessoas infectadas permanece assintomatica, caracteristica da fase indeterminada.
Por fim, os 20-30% restantes desenvolvem as formas cardiaca ou digestiva, ou
raramente ambas, da fase cronica da doenca, com cardiomiopatia e/ou arritmias que
podem levar a insuficiéncia cardiaca congestiva e megassindromes digestivas do
esbfago ou célon (MARINHO et al., 2004). Contudo, é importante destacar que em
um grande numero de casos a fase aguda permanece despercebida, seja pela
auséncia de sintomas ou por estes serem confundidos com os de um quadro febril
comum (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2012).

1.2 Manifestacgdes clinicas na doenca de Chagas

A cardiomiopatia crbnica é a principal manifestacdo na doenca de Chagas
com infiltrados de células mononucleares no miocardio, endocardio e pericéardio,
ninhos de amastigotas e fibrose (MARINHO et al., 2009). Algumas manifestacfes
clinicas envolvem insuficiéncia cardiaca, arritmias, tromboembolismo, derrame e
morte repentina (BIOLO; RIBEIRO; CLAUSELL, 2010). Ja a forma digestiva
apresenta manifestagbes como dilatacdo do trato gastrointestinal e desordens
motoras, que se acredita resultem de danos ao sistema nervoso entérico
(MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009).

Até pouco tempo atrds, a miocardiopatia chagasica era considerada como

uma doenca parasitaria na fase aguda da infeccdo, com inflamacédo induzida pela



presenca do parasita, e como uma doenca autoimune na fase cronica (CUNHA-
NETO et al., 1995); no entanto, a miocardiopatia crénica é hoje contemplada como o
resultado de uma interacdo multifatorial, persistente e varidvel entre o parasita e seu
hospedeiro (LESCURE et al., 2010). Assim, apesar da escassez de parasitas nas
lesbes cardiacas (0 maior argumento da hipdétese autoimune), muitas evidéncias
sugerem que a presenc¢a do parasita no coragdo € que promove 0 processo de
inflamacgéo cronica, com fibrose e perda de células miocardicas (MARINHO et al.,
20009).

1.3 A heterogeneidade do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é dotado de uma ampla heterogeneidade. Na Segunda Reunido
Satélite da XXXVI Reunido Anual em Pesquisa Basica sobre a Doenca de Chagas
(Buzios, RJ, agosto de 2009) ficou definido (com base nos conhecimentos atuais)
que os isolados de T. cruzi podem ser agrupados em 6 conjuntos (DTUS),
denominados T. cruzi I-VI (ZINGALES et al., 2009). Alguns destes grupos genéticos
mostram associac¢ao discreta com os ciclos doméstico ou silvestre de transmisséao,
com a distribuicdo geografica do parasita no continente americano e com o
desenvolvimento dos diferentes quadros patolégicos da doenca (BHATTACHARYYA
et al, 2010). Ainda em relacdo a heterogeneidade do parasita, diferentes
classificagcbes baseadas na morfologia das formas tripomastigotas, na taxa de
mortalidade, na parasitemia induzida na infeccdo experimental e no tropismo foram
descritos. Em relacdo a este ultimo ponto, as cepas sdo agrupadas em cepas
miotropicas, que invadem preferencialmente células musculares estriadas, ou
reticulotrépicas, que invadem preferencialmente macréfagos (BRENER, 1973).

Devido a dificuldade em trabalhar com a doenca em humanos, grande parte
da nossa compreensao sobre os fendmenos imunoldgicos envolvidos na infeccao
pelo T. cruzi foi estabelecida em modelos experimentais murinos. Nestes modelos,
os isolados de T. cruzi variam desde aqueles que determinam altas parasitemias e
levam frequentemente a morte do hospedeiro na fase aguda (MARINHO et al., 1999)
até outros que resultam em parasitemias subpatentes (reveladas unicamente por
ensaios de amplificacdo) e promovem baixa ou nenhuma mortalidade em

camundongos normais (MARINHO et al., 2007). Ignorando esta heterogeneidade, os



estudos de caracterizacdo da resposta imune em camundongos utilizaram, quase
gue exclusivamente, parasitas de alta viruléncia.

O estudo da infecgcdo com parasitas de baixa viruléncia permite uma visao
mais aprofundada, uma vez que possibilita valiosas informacdes sobre a resposta
imune ao T. cruzi que passam despercebidas nas infec¢cdes por parasitas mais
virulentos (MARINHO et al., 2009). No nosso laboratério temos estudado a infeccéo
pelo parasita de baixa viruléncia Sylvio X10/4, um clone miotropico de T. cruzi tipo |
isolado por Miles (MILES, 1974) a partir de parasitas da cepa Sylvio X10 retirados de
um inseto Rhodnius prolixus que foi utilizado no xenodiagndstico de um paciente do
Pard com infeccdo aguda (SILVEIRA et al., 1979). Este T. cruzi promove uma
infeccdo sem parasitemia patente em camundongos normais, € no camundongo
C3H/HePAS determina um quadro de miocardite crbnica que apresenta grandes
similaridades com o quadro da miocardiopatia chagésica cronica em humanos
(MARINHO et al., 2009).

A diversidade do T. cruzi ndo é, entretanto, o Unico elemento a ser
considerado no desenvolvimento dos diferentes quadros patoldgicos e evolucao da
infeccdo, uma vez que, fatores genéticos do hospedeiro também influenciam na
suscetibilidade a infeccdo (POSTAN, 1987). Além disso, estudos com animais
mostraram que ha uma relacdo entre a carga parasitaria durante a fase aguda da
infeccdo e a parasitemia, patologia e resposta imune na fase crbnica da doenca
(MARINHO et al., 1999).

1.4 A respostaimune murina ao T. cruzi

O sistema imune parece estar envolvido nos trés principais aspectos da
doenca de Chagas: i) no controle da replicacdo do parasita; ii) na sua propagacao, e
iif) na reagdo inflamatoria nos tecidos infectados (considerada a grande causa de
dano tecidual e, consequentemente, de disfuncdo dos 6rgaos) (JUNQUEIRA et al.,
2010).

Algumas células efetoras do sistema imune, como as células dendriticas,
macrofagos e células NK (natural killer), sdo importantes no controle inicial da
replicacdo do parasita devido a producéo de citocinas, como a IL-12 (Interleucina-

12), TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) e IFN-y (Interferon-y), além de moléculas



efetoras como intermediarios reativos de nitrogénio (Reactive Nitrogen
Intermediates, RNI) e oxigénio (Reactive Oxygen Intermediates, ROI) (JUNQUEIRA
et al., 2010).

As células dendriticas e os macréfagos reconhecem componentes
moleculares do T. cruzi e orquestram a resposta imunologica. O reconhecimento do
parasita se da por receptores do tipo Toll (Toll-like receptors, TLR), o que determina
a producdo de citocinas pro-inflamatorias (JUNQUEIRA et al., 2010). Além disso, por
se tratar de um parasita intracelular, o reconhecimento do T. cruzi também ocorre
por membros da familia de receptores do tipo Nod (Nod-like receptors, NLR),
especialmente Nod1 (Nucleotide-binding oligomerization domain 1), e a cascata que
se desenvolve apés este reconhecimento culmina com a produgcdo de uma série de
citocinas e quimiocinas (SILVA et al., 2010).

Os macrofagos possuem dois papéis distintos na infec¢édo pelo T. cruzi: como
célula hospedeira do parasita e como célula efetora na resposta imune. O diferente
papel que esta célula vai executar depende do seu estado de ativagdo no momento
da interacdo com o parasita (GOLDEN; TARLETON, 1991). Ativadas por varias
citocinas, principalmente IFN-y, a acdo citotoxica destas células na erradicacdo do
parasita intracelular se da principalmente pela acdo do éxido nitrico (Nitric Oxide,
NO) (KAYAMA; TAKEHARA, 2010) e radicais de oxigénio. Outra populacdo que
também possui papel importante na resisténcia a infeccdo aguda ao T. cruzi é a
célula NK, principalmente devido sua producdo inicial de IFN-y (ANTUNEZ;
CARDONI, 2000). Estudos apontam que animais ausentes de células NK, ou que as
apresentam em menor numero, desenvolvem altas parasitemias e altas taxas de
mortalidade (ROTTENBERG et al., 1988).

As células dendriticas fazem a ligacdo da resposta imune inata com a
resposta imune adquirida pela apresentacéo de antigenos do parasita e da producéo
de IL-12 para a diferenciacdo de células T helper 1 (Thl) CD4" e ativacdo das
células NK (JUNQUEIRA et al., 2010). As células Thl atuam na infeccdo pelo seu
papel auxiliar na resposta humoral e pela ativacdo de macréfagos e células T CD8”
citotdéxicas por meio da producéo de IFN-y. Enquanto a citotoxicidade das células T
CD8" destroi as células contendo amastigotas, os anticorpos produzidos pelos
plasmacitos auxiliam na fagocitose das formas tripomastigotas opsonizadas com IgG
(JUNQUEIRA et al., 2010) (Fig. 2).



O IFN-y, considerado a molécula chave no controle do T. cruzi, esta envolvido
em varios aspectos da infeccdo e seu efeito protetor reflete uma combinacédo de
varias atividades efetoras como a inducdo de o6xido nitrico e outras moléculas
efetoras dos macréfagos, aumento da expressao de MHC de classe |l, polarizagédo
Thl das células T CD4", mudanca de subclasse de anticorpos para IgG2a e
producado de quimiocinas (MARINHO et al., 2007).

Figura 2 - Resposta imune na infeccdo com Trypanosoma cruzi
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llustracdo da resposta imune inata e adquirida desencadeada pela infec¢do pelo T. cruzi.
Fonte: Junqueira, et al. (2010).

1.5 O controle do T. cruzi no sangue

Na resposta efetora ao Trypanosoma cruzi ha o envolvimento de muitas
moléculas sollveis (anticorpos, componentes do sistema complemento, citocinas,
dentre outras) e diversos tipos celulares, como fagocitos e linfécitos (MARINHO et
al., 1999).

J& a partir das primeiras semanas de infeccdo, os anticorpos especificos das

classes IgM e IgG, colaborando com macréfagos e neutréfilos, contribuem para a



remogdo do T. cruzi do sangue e do tecido, atuando principalmente pela
opsonizacao do parasita (MARINHO et al., 1999). Os anticorpos parasita-especificos
representam uma das mais potentes opsoninas ja descritas, promovendo a
fagocitose e citotoxicidade nos macréfagos, neutréfilos e células NK (JOSHI;
BUTCHAR; TRIDANDAPANI, 2006). Tanto para o clone Sylvio X10/4 como para
outras cepas de T. cruzi a resposta de anticorpos em camundongos € dominada pelo
isotipo 1gG2a, em concordancia com o perfil predominantemente Thl da resposta
anti-T. cruzi (MARINHO et al., 2009).

O sistema complemento também participa na defesa frente ao T. cruzi. Assim,
ja foi mostrado que os anticorpos especificos das classes IgG e IgM, produzidos ao
longo da infeccdo contra os epitopos do parasita, ativam o complemento in vitro
(pelas vias classica e alternativa) (KIPNIS et al., 1992). Mais ainda, animais
inoculados com CVF (Cobra Venom Factor), que consome o componente C3,
apresentam aumento da parasitemia e mortalidade (BUDZKO; PIZZIMENTI,
KIERSZENBAUM, 1975). A protecéo conferida pelo complemento parece operar em
conjunto com os anticorpos especificos da classe IgG, promovendo a opsonizacao
do parasita (UMEKITA; RAMOS; MOTA, 1997). Isto foi demonstrado em animais
transferidos com soro de fase crbnica, nos quais a remocdo das formas
tripomastigotas no sangue por células do sistema fagocitico mononuclear foi
totalmente abolida apos o tratamento com CVF (MOTA; UMEKITA, 1989).

Na auséncia de anticorpos, entretanto, ja foi descrito que glicoproteinas na
superficie do parasita interferem na formacédo da C3 convertase da via classica e
alternativa (TAMBOURGI et al., 1995), ou na formagao e/ou inser¢cdo do complexo
de ataque a membrana (Membrane Attack Complex, MAC) (KIPNIS et al., 1992).
Contudo, ndo ha informacdes se o sistema complemento possui algum papel na
remocao do T. cruzi no inicio da infeccdo. Sugestivo desta possibilidade, Cestari e
Ramirez (2010) recentemente demonstraram, utilizando soro normal humano n&o
imune, que o sistema complemento pode reconhecer in vitro formas tripomastigotas
metaciclicas de diversas linhagens do Trypanosoma cruzi. Estes autores mostraram
que a ativacdo de complemento pelas formas metaciclicas ocorre pela via das
lectinas e via alternativa, enquanto a via classica tem um envolvimento limitado (o
que pela sua vez sugere a nado participacdo dos anticorpos naturais no

reconhecimento do T. cruzi).



Desconhecemos se outras moléculas soluveis, além dos anticorpos e
complemento, participam na remocdo do T. cruzi no sangue ou tecidos. Em
humanos e camundongos, a resposta imune inata a microorganismos abrange uma
variedade de respostas celulares e humorais que inclui a produgéo de proteinas de
fase aguda, moléculas sintetizadas pelos hepatdcitos apds sinalizacéo por citocinas
pro-inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF-a (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008;
STADNYK; GAULDIE, 1991). Dentre estas, a proteina C reativa (C-Reactive Protein,
CRP) e a amiloide P sérica (Serum Amyloid P, SAP), sua forma analoga em
camundongos, sdo elementos que participam na remocdo de alguns
microorganismos, seja por acdo opsonizante direta, ou indiretamente por meio da
ativacdo do sistema complemento pela via classica (STEEL; WHITEHEAD, 1994). Ja
a acao da amiloide A sérica (Serum Amyloid A, SAA) ainda ndo esta completamente
esclarecida, mas algumas fungdes tém sido descritas e envolvem a modulagéo da
resposta anti e pro-inflamatéria (URIELI-SHOVAL; LINKE; MATZNER, 2000). Outra
proteina de fase aguda que pode ativar a cascata do complemento, pela via das
lectinas, € a lectina ligante de manose (Mannose Binding Lectin, MBL), uma proteina
pertencente a familia das colectinas que também é sintetizada no figado, mas que
pode ser produzida por macréfagos e outros leucocitos (OGDEN et al., 2001). Mais
ainda, ja foi descrito o envolvimento da MBL na opsonizacdo de microorganismos e
sua auséncia relacionada a suscetibilidade a infec¢des, como sugerido na relacdo
entre a deficiéncia de MBL e infeccdo por Pseudomonas em pacientes com fibrose
cistica (GABOLDE et al., 1999). A MBL se liga a aclUcares na superficie dos
microorganismos e interage com receptores para colectinas encontrados em varios
tipos celulares, incluindo macrofagos (HANSEN et al., 2000). Até o momento néo
existem dados sobre o envolvimento destas proteinas de fase aguda na infeccao
pelo T. cruzi, assim como da eventual participacdo destas moléculas na remocéao

das formas tripomastigotas da corrente sanguinea e dos tecidos.

O entendimento dos mecanismos e/ou elementos envolvidos na saida do T.
cruzi do sangue requer estudos adicionais. Neste trabalho temos abordado este
assunto utilizando o modelo de infecgdo murina por parasitas Sylvio X10/4, um clone
de T. cruzi de baixa viruléncia, escolha que oferece um elemento adicional de

interesse. Apesar dos amplos conhecimentos existentes sobre a doenca de Chagas,



desconhecemos qual a frequéncia de pacientes que apresentam parasitemia
manifesta (visivel ao microscépio) nas primeiras semanas de infeccéo e a frequéncia
de pacientes que mostram parasitemia subpatente, ou seja, indetectavel pelo exame
direto do sangue no microscopio. Enquanto esta caracteristica parece ser
dependente do tipo de parasita infectante, desconhecemos a causa subjacente a
auséncia de parasitemia patente na infeccao por diversos isolados. A principio, duas
possibilidades poderiam explicar este fato: a) uma capacidade invasiva exacerbada
destes parasitas; e b) uma eficiente remoc¢ao dos parasitas do sangue propiciada por
algum elemento humoral ou celular do hospedeiro. O estudo desta problematica
constitui o objetivo central desta dissertacdo de mestrado, que foi abordado
estudando a parasitemia logo apos a inoculagdo em camundongos, pela via
intravenosa, de um numero elevado de parasitas Sylvio X10/4, um clone de T. cruzi
que, como indicado acima, ndo induz parasitemia patente em camundongos com

sistema imune normal.



CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho trazem contribuicbes para o
entendimento das possiveis moléculas envolvidas na auséncia de parasitemia em
camundongos inoculados com o parasita do clone de baixa viruléncia Sylvio X10/4.

Assim, as principais conclusdes foram:

e animais inoculados via intravenosa por parasitas do clone de baixa viruléncia

Sylvio X10/4 ndo apresentam parasitemia patente apds 24 horas;

e nas condicbes experimentais utilizadas na manutencdo do T. cruzi in vitro,
parasitas isolados do 7° dia de cultura em células LLCMK2, quando
inoculados em camundongos normais, geram niveis superiores de

parasitemia que parasitas isolados do 9° dia de cultura;

e animais C57BI/6 WT infectados com parasitas da cepa de alta viruléncia Y
isolados de cultura de células LLCMK2, da mesma forma que o clone Sylvio
X10/4, ndo apresentam parasitemia patente apds 24 horas de infec¢cdo, com

curvas de parasitemia semelhantes;

e T. cruzi da cepa Y isolados do sangue de animais imunodeficientes

previamente infectados saem mais lentamente da corrente sanguinea;

e a auséncia de parasitas do clone Sylvio X10/4 no sangue ndo pode ser
explicada pelo seu miotropismo, uma vez que 24 horas apés a inoculacao via
intravenosa os parasitas foram encontrados preferencialmente no figado e no

baco, indicando a possibilidade dos parasitas serem ativamente removidos;

e anticorpos naturais (IgM e IgG) ndo sdo essenciais para a saida do parasita
do clone Sylvio X10/4 nas primeiras horas da infeccéo;

e 0 sistema complemento de animais recém-infectados i.v. poderia contribuir na

saida das formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 da corrente



sanguinea quando os parasitas sao isolados do sangue de animais

imunodeficientes, mas ndo quando os parasitas sdo obtidos de cultura in vitro;

a auséncia da citocina IFN-y leva a uma parasitemia intermitente, a qual nao &

devida a deficiéncia de proteinas de fase aguda;

animais deficientes em linfocitos B sdo altamente susceptiveis a infeccéo pelo

T. cruzi clone Sylvio X10/4;

animais C57BI/6 CD28KO sdo mais resistentes a infeccéo pelo T. cruzi clone
Sylvio X10/4 do que os animais C57BI/6 BKO. Este resultado sugere que, a
meédio/longo prazo, o anticorpo especifico IgM tem efeito protetor na infeccao

por parasitas do clone Sylvio X10/4;

apesar da auséncia de parasitemia patente e parasitemias subpatentes muito
parecidas nos animais C57Bl/6 BKO e C57BI/6 CD28KO, os perfis
semelhantes encontrados na producdo das proteinas de fase aguda nao

parecem estar relacionados as imunodeficiéncias destas duas linhagens.
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