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ABREVIATURAS E FORMULAS QUIMICAS

APC: Células apresentadoras de antigenos.
Ag: Antigeno.

BSA: Albumina de soro bovino.

Con-A: Concanavalina A.

ELISA: Ensaio imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
He: Hemacias de carneiro.

IL: Interleucina.

GM-CFS: Fator estimulador de colonia de granul6citos macrofagos.
LTc: Linfocito T citotéxico.

LTCD4": Linfécito T auxiliar.

LTCDS": Linfocito T citotoxico

LT: Linfocito T.

LTh: Linfécito T auxiliar

LTH: Linfécito T de hipersensibilidade tardia.
LIT: Meio de “Liver Infusion Triptose”.
KDa: Kilo Dalton.

H,0;: Perodxido de hidrogénio.

H,S04: Acido sulfirico.

IFN-y: Interferon gama.

M: Molar.

M1%: Leite molico a 1%.

MS5%: Leite molico a 5%.

ug: Micrograma.

mg: Miligrama.

ul: Microlitro.

mi: Mililitro.

pm: Micrémetro.




uM: Micromolar.

ng: Nanograma.

NK: Células exterminadoras naturais.

NO: Oxido nitrico.

NOS: Oxido nitrico sintase.

OPD: Orto-fenil-diamina (“Ortophenylene Diamine”).

PBS: Salina tamponada com fosfato (“Phosphate buffered saline”).
SFB: Soro Fetal Bovino.

SRBC": Células vermelhas do sangue de carneiro (“Sheep Red Blood Cells™).
TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa.

T20: Tween 20.

U: Unidade.
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INTRODUCAO

A doenga de Chagas foi descoberta por Carlos Chagas em 1909, na cidade de
Lassance, estado de Minas Gerais. Carlos Chagas estudou a morfologia e a biologia,
tanto no hospedeiro vertebrado quanto no hOSpedeiro invertebrado (vetor), bem como
aspectos da patogenia e da sintomatologia da doenga (CHAGAS, 1909).

A doenca de Chagas ¢ exclusiva do continente americano, por isso € também
conhecida pelo nome triponosomiase americana. E encontrada desde o sul dos Estados
Unidos até o sul da Argentina e Chile, constituindo uma ameaga permanente para
quase toda a populagio da América Latina e existindo com grande diversidade nas
taxas de prevaléncia, formas de transmissdo, caracteristicas parasitarias, patologia
clinica e reservatérios de vetores. Estima-se que a doenga represente um problema de
saiide piblica em 18 paises latino-americanos, sendo que 90 milhdes de pessoas vivem
em dreas onde o parasita esti presente e, dentre estas, 18 milhdes estdo infectadas
(WHO, 1991). No Brasil, aproximadamente, 5 milhdes estdo infectadas e 25 mithoes
vivem em areas de risco (DIAS, 1987).

Trypanosoma cruzi é o protozoario causador da doenga de Chagas, pertencendo
ao Sub-filo Mastigophora, Ordem Kinetoplastina, se¢do Stercoraria. Esse parasita
constitui o grupo de tripanossomas que possui diversas formas evolutivas que se
diferenciam dentro do trato digestivo de insetos vetores, contaminando hospedeiros
vertebrados através da deposigiio das fezes sobre a mucosa ou pele lesionada. A Ordem
Kinetoplastina tem como caracteristicas: um ou dois flagelos, livres ou aderentes ao
corpo celular e possui uma s6 mitocondria longa, que percorre todo o corpo celular a
qual contém DNA em um segmento que se diferencia em uma organela tipica,
denominada cinetoplasto, sempre situada junto a base dos flagelos (MEHLHORN,
1988).

T. cruzi multiplica-se ativamente no interior de células de hospedeiros
vertebrados. Varios estudos foram realizados em modelos de infecgdo natural ou
experimental; os mamiferos, preferencialmente, sdo os mais estudados e entre eles

estdo: camundongos, ratos, coelhos, hamsters, cobaios, cées, tatus, gambas, macacos €



humanos. Anfibios ¢ aves sdo provavelmente refratirios, embora ja tenham sido
encontrados, nos Estados Unidos, lagartos infectados com I. cruzi (BRENER, 1973).

Possue 3 formas distintas: amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas. As
formas amastigotas assumem formatos ovoides ou esferdides, sdo aflagelares
medindo 2-4 pm de didmetro, com nicleo arredondado e cinetoplasto menor,
basiliforme e proximo ao nticleo. As epimastigotas possuem formas e¢ dimensdes
variaveis; sdo flageladas com citoplasma abundante, o cinetoplasto € anterior, proximo
ao nucleo, a membrana ondulante é curta com flagelo bem desenvolvido. As
tripomastigotas podem assumir formas delgadas ou largas. As formas delgadas medem
20 um de comprimento ¢ 1 um de largura, o cinetoplasto € afastado da extremidade
posterior, que ¢ longa e delgada, destacando-se a saliéncia do cinetoplasto; a
membrana é ondulante e o flagelo € livre e curto. Essas formas delgadas sdo menos
resistentes a anticorpos e lise pelo complemento, menos infectantes para os
triatomineos e penetram ativamente em células. A formas largas medem 15 um de
comprimento e 2-5 um de largura, o cinetoplasto fica muito proximo da extremidade
posterior do parasita, o niicleo elipséide ou redondo, a membrana ondulante é bem
visivel, o flagelo longo e a movimentagdo ¢ lenta. Essa forma parasitaria é mais
resistente 4 aglutinagio e a lise pelo complemento e menos fagocitada pelos
macréfagos, sendo mais infectante para o vetor (REY, 1991).

O T cruzi possui um ciclo do tipo heteroxénico, necessitando de mais de um
hospedeiro para completa-lo. Através da urina ou fezes contaminadas dos triatomineos
(hospedeiros invertebrados), que podem ser depositadas em mucosas ou pele lesionada
durante o hematofagismo, formas tripomastigotas metaciclicas, oriundas das dejegdes
dos triatomineos, caem na circulagdo sangiiinea atingindo varios tecidos e invadindo
varios tipos celulares, preferencialmente células do sistema fagocitico mononuclear
(DIAS, 1979). No interior das células, multiplicam-se sob a forma de amastigotas, por
divisdo binaria, passando posteriormente a formas tripomastigotas. Essas ultimas sdo
liberadas no sangue periférico, quando do rompimento da célula parasitada, podendo
infectar outra células ou serem ingeridas pelo vetor. No vetor, as formas

tripomastigotas passam a amastigotas e epimastigotas, sendo que estas iltimas



multiplicam-se ativamente no intestino médio do hospedeiro invertebrado, passando ao
intestino posterior ¢ evoluem em formas tripomastigotas metaciclicas infectantes,
fechando o ciclo (BRENER, 1979; KIRCHHOFF, 1989; LANA & TAFURI, 1991).

Os hospedeiros invertebrados sdo insetos hematdfagos pertencentes a Familia
Reduviidae, Subfamilia Triatominae e dos Géneros Panstrongylus sp., Triatoma sp. e
Rhodnius sp. As principais caracteristicas sdo relacionadas com o rostro, que € curto e
reto, nfo ultrapassando as coxas anteriores e, que quando em repouso, forma um
dngulo fechado com a cabega (MORAES, 1984).

Em infec¢do experimental em gambas (Didelphis marsupialis), foi verificado
um ciclo semelhante ao que ocorre no hospedeiro invertebrado. Nas criptas das
glindulas anais do gamba, o parasita multiplica-se sob a forma epimastigota
diferenciando-se em tripomastigotas metaciclicos infectantes (DEANE, 1984).
Posteriormente, esse ciclo foi também observado em gambas, naturalmente infectados,
no municipio de Bambui, estado de Minas Gerais (FERNANDES, 1989).

Além da transmissdo natural, outras formas de transmissdo ja foram observadas.
A transfusio sangiiinea é considerada a segunda de interesse epidemiolégico por ser
mais comumente encontrada em zonas urbanas, onde 70% da populagio do continente
se localiza (DIAS, 1979; BRENER, 1984). A transmissio congénita também foi
observada através de gestantes contaminadas com T. cruzi e que possuiam ninhos de
amastigotas localizados na placenta (ARAUJO, 1981). Outra forma de transmissdo
pode ocorrer através de acidentes em laboratério, pela manipulagdo de materiais
biblégicos contaminados, como: sangue de animais ou meio de cultura contendo o
parasita (BRENER, 1984). De acordo com CHOCAIR (1981), os transplantes de
orgios também constituem um veiculo de transmissdo do parasita. A ingestdo de carne
crua de animais contaminados, alimentos contaminados com as fezes dos triatomineos,
amamentagdo por mies infectadas e canibalismo entre animais infectados, também tém
sido relatados como formas de transmissdo do 7. cruzi (BRENER, 1979; NERY-
GUIMARAES, 1968; BITTENCOURT, 1988; MARCONDES, 1991). Além das
formas de contagio descritas, cagadores podem ser infectados lidando com a caga,
através de ferimentos nas mios (LANA & TAFURI, 1991).
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Alguns fatores podem influenciar a infecgdo no hospedeiro. Dentre eles: (1)a
ampla variedade das cepas de T. cruzi, as quais possuem diferentes graus de viruléncia
e em alguns casos com tropismo para determinados tecidos e 6rgdos; (2)a constituigdo
genética do hospedeiro, sendo que algumas linhagens de animais sdo mais susceptiveis
a infecgdo que outras; (3) idade, sendo os animais mais jovens menos tesistentes que
os adultos; sexo, onde BRENER (1961) mostrou que as fémeas sdo mais resistentes a
infecgdo pelo T. cruzi do que os machos; (5) temperaturas ambientais de 35-37°C
diminuem o niimero de parasitas circulantes e temperaturas de 10-18 °C ocorrem altas
parasitemias; (6) deficiéncia nutricional de tiamina, piridoxina, vitamina A e lisina
resulta em altas parasitemias; e (7) agentes imunossupressivos, tais como: corticoides,
ciclofosfamida, raios gama (BRENER,1973) e AIDS (ROCHA, 1994), que agravam a
infec¢do pelo 7. cruzi. Por outro lado, a administragdo de cicnlofosfanﬁda em doses
baixas (50 mg por m* de superficie corporal) em cées, durante a fase cronica da
infecgdo pelo 7. cruzi, demostrou ser capaz de controlar a miocardite pela diminui¢do
do infiltrado inflamatério (ANDRADE, 1987).

Além da infecgio natgral e experimental em animais, o 7. cruzi pode ser
culﬁvado em meios acelulares e em meios celulares. Em meios acelulares, o T. cruzi
pode ser facilmente cultivado, tanto em meios bifasicos como em monofasicos. Os
meios monofisicos sdo os mais utilizados por serem de facil manejo e de otimo
rendimento na obtengdo de massa parasitaria e, entre eles, estio o LIT (“Liver
Infusion-Tryptose”) e o N.N.N. (Neal, Novy € Nicolle), em temperatura de cultivo
variando de 26-28°C. A inconveniéncia de se trabalhar com meios acelulares € que,
com o passar do tempo, a cepa de T. cruzi perde suas caracteristicas originais de
viruléncia, tendendo a diminuir 0 nidmero de tripomastigotas e a predominar formas
epimastigotas semelhantes aquelas encontradas no intestino do vetor (LAMBRECHT
et al, 1966; CHIARI, 1974). BRENER (1973) também cita que o cultivo de T. cruzi
em meios artificiais seleciona variantes “in vitro”; a passagem seguida em meio LIT
pode atenuar a viruléncia de uma cepa, essa atenuacdo ¢ também causada pelas
condi¢des nutricionais do meio, temperatura de cultivo e pH. Diversos tipos celulares

podem ser usados no cultivo do T. cruzi, sendo as monocamadas de células Vero as de




melhor resultado e, no interior dessas células, podem ser observados formas
amastigotas ‘¢ nos sobrenadantes de cultura formas tripomastigotas livres, em
temperatura de cultivo variando de 33-37°C. Nesse caso, a dificuldade de se trabalhar
com cultivo de células esta no fato de o manejo requerer cuidados especiais, como
assepsia e equipamentos como a estufa de CO, (DVORAK et al, 1976; BERTELLI et
al, 1977).

A temperatura seleciona as formas do parasita. Tripomastigotas e amastigotas
s30 mais resistentes a variagio de temperaturas, sobrevivendo entre 37-38 °C, enquanto
que as formas epimastigotas sio mais sensiveis a temperaturas elevadas sobrevivendo
em temperaturas de 28 °C (NEVA et al, 1961). CONTRERAS (1985) também ressalta
a importancia da constitui¢io quimica do meio de LIT, dizendo que o meio pode
selecionar formas do parasita; isso ocorre quando o LIT ¢ suplementado com urina de
triatomineos e prolina, sendo, messe caso, selecionados formas tripomastigotas
metaciclicas a partir de formas epimastigotas.

Varias populagdes de 7. cruzi existem na natureza, e isto tem sido demonstrado
em nivel biologico, farmacolégico, bioquimico e imunoldgico. A essa heterogeneidade
denominou-se variagGes intra-especificas e cepas como CL e Y representam bem essas
variagSes, as quais sio denominadas cepas polares (BRENER, 1977; ANDRADE,
1985). Quando isoladas, as cepas apresentam diferentes caracteristicas que permitem
sua individualizagiio, como o curso da infecgdo no hospedeiro vertebrado, analise de
componentes moleculares e de produtos metabolitos de parasitas (BRENER, 1977).
Estudos posteriores, com cepas de 7. cruzi clonadas e néio clonadas, tanto “in vitro”
como “in vivo”, reforgam a idéia da heterogeneidade entre essas cepas do parasita, as
quais sdo compostas de uma variedade de subpopulagdes com caracteristicas distintas
(POSTMAN, 1983; ARAUJO & CHIARI, 1988).

ANDRADE (1985) utilizando camundongos como modelo experimental, propds
uma classificagio das cepas de 1. cruzi com base nas caracteristicas de viruléncia,
tropismo tecidual e morfologia dos tripomastigotas sangiiineos. Essa classificagéo
baseia-se nos biodemas. O biodema I seria representado pelas cepas Y e Peruana (alta

viruléncia e alta mortalidade, tropismo por macréfagos e presenga de formas delgadas);



o biodema II pela cepa Sdo Felipe (baixa viruléncia e baixa mortalidade com tropismo
pelo miocardio e presenga de formas largas); e biodema Il pela cepa Colombiana
(baixa viruléncia e baixa mortalidade com tropismo pgla musculatura esquelética e
presenca de formas largas).

Outra forma de classificagdo de cepas de T. cruzi é feita através do estudo em
gel de eletroforese de isoenzimas de diferentes isolados do parasita. Os grupos de
perfis isoenzimaticos idénticos foram denominados zimodemas e divididos em grupos
designados: Z1, Z2 e Z3. Os zimodemas Z1 e Z3 sdo encontrados em cepas de vetores
e em reservatérios silvestres, sendo o Z2 encontrado em cepas de chagasicos cronicos
e em animais domésticos. Recentemente, o zimodema Z1 tem sido encontrado também
em pacientes chagasicos agudos (ANDRADE, 1985; MILES, 1980; WHO, 1991),

A genética molecular tem auxiliado na taxonomia do 7. cruzi, através da analise
do perfil eletroforético do DNA do cinetoplasto (kDNA) em gel de agarose apds terem
sido digeridos por enzimas de restri¢do. O kDNA digerido das cepas analogas mostra
padrdes similares de restrigio, permitindo agrupa-las no que se denomina
esquizodemas (MOREL & SIMPSON, 1980).

Estudos de diferentes isolados silvestres de T. cruzi, no estado de Santa
Catarina, mostram a existéncia de 58 cepas com caracteristicas moleculares €
bioldgicas diferentes. Essas cepas apresentam curvas parasitémicas e indices de
mortalidade variados no curso da infecgdo em camundongos ndo isogénicos
(STEINDEL, 1993).

O T cruzi possui uma complexa superficie celular, sendo a maioria dos
componentes glicoproteinas (gp) € glicolipideos. As fungdes dessas estruturas sdo de
ligagdo e invasdo da célula hospedeira, resisténcia a ambientes hostis no intestino do
inseto e em células de mamiferos. Muitas dessas moléculas sdo expressas nos
diferentes estagios do ciclo de vida do parasita e nas fases aguda e/ou cronica da
infecglio nos hospedeiros vertebrados (TAKLE & SNARY, 1993; LEGUIZAMON et
al, 1990). A gp160 é uma glicoproteina encontrada no flagelo do 7. cruzi e teria como
principal caracteristica a indugdo de reagGes cruzadas, promovendo autoimunidade
(ENGMAM et al, 1989). A gp90 ¢ a glicoproteina mais encontrada no soro de

pacientes chagasicos e esta presente em todos os estigios de vida do parasita, esse
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componente nfo possui determinantes antigénicos que pudessem dar reagdes cruzadas,
por isso é considerado um possivel candidato na constru¢do de uma vacina. Embora
em experimentos com animais tenha sido observado que a protegdo € parcial, quando
utilizada como imunodgeno, e ainda a gp90 possui como caracteristica imunologica, a
atividade anti-fagocitaria (TAKLE & SNARY, 1993). A gp85 ¢ encontrada em formas
tripomastigotas sangitineas, é um receptor para fibronectina e esta relacionada com o
processo de invasio celular (KATZIN et al, 1983; OUAISSI et al, 1986). A gp72 ¢
encontrada em tripomastigotas metaciclicos. Estndos da utilizagdo dessas
glicoproteinas como vacina tém demonstrado que ela ndo daria protegfio contra
tripomastigotas sangiiineos (TAKLE & SNARY, 1993). A gp58-68 é uma molécula
ligante de colageno, relacionada com a ligagdo € a penetragio das células do
hospedeiro, a qual teria a fungdo de protegdo contra danos pela ativagdo da via
alternativa do complemento (FERGUSON et 4, 1985). A gp57-51 é uma glicoproteina
isolada de formas epimastigotas da cepa Y ¢ tem a propriedade de induzir potente
resposta imune do tipo celular e humoral (ARNHOLDT et al, 1993). A gp31 e a gp37
estariam presentes na superficiec de epimastigota ¢ a fungdo delas ainda ndo foi
esclarecida (SCHARFSTEIN er al, 1983). A gp 25 ¢ encontrada em todos os estagios
de vida do parasita e em 97% das amostras de soro de pacientes chagésicos e, por esse
motivo, pode ser utilizada na confecgio de “kits” para diagndstico da doenga de
Chagas (SCHARFSTEIN et al, 1985). O LPPG é um lipopeptideofosfoglicano
encontrado em formas epimastigotas, de fungdo ndo bem esclarecida. Porém, uma
fuﬁg?io ja observada seria a protegdo a digestdo enzimatica no intestino do vetor
(DEARBORN et al, 1976; PREVIATO, 1990). A GPI, um glicosilfosfatidilinositol, é
encontrada em diversos estagios do parasita e teria fungfio de ancorar as moléculas de
superficie do 7. cruzi (PREVIATO et al, 1996).

Em infecgiio experimental pelo 7. cruzi, os animais apresentam duas fases
distintas, denominadas fase aguda e fase cronica. A fase aguda ¢ de tempo variavel
podendo ir até 60 dias ap6s o indculo. Durante esse periodo, o 7. cruzi € encontrado
em abundincia tanto nos tecidos como na corrente sangiiinea do hospedeiro
vertebrado, enquanto que na fase cronica, os parasitas sdo escassos e pouco detectados

no sangue (BRENER, 1973). O T. cruzi, na fase cronica, persiste durante toda a vida



do hospedeiro e os casos de reagudizagdo geralmente ocorrem quando o hospedeiro
sofre algum processo imunossupressor (BRENER, 1979).

Na espécie humana, a fase aguda € de curta duragio. Geralmente, nas primeiras
semanas apos a infecgdo, o parasita pode ser detectado no sangue através da
observagio pela microscopia 6ptica (BRENER, 1961), sendo as manifestagGes clinicas
sintomaticas ou assintomaticas. As formas assintomaticas passam despercebidas com
raras manifestagdes de processos infecciosos, passando para fase crénica; as formas
sintomaticas ocorrem em individuos mais jovens e em, 50% dds casos, com
manifestages locais 4 a 10 dias ap6s a picada do vetor. O individuo pode apresentar o
sinal Romaifia (penetragdo do 7. cruzi pela conjuntiva e tem como carateristica edema
bipalpebral unilateral) ou chagoma de inoculagdo (edema na pele semelhante a um .
furinculo sem supuragfio), as manifestagdes clinicas gerais sdo: febre, edema local e
generalizado, poliadenia, hepatomegalia, esplenomegalia, insuficiéncia cardiaca,
perturbagdes neurolégicas e, em casos extremos, obito (TAFURI, 1987).

Apbs a fase aguda, segue-se uma fase cronica indeterminada, de duragio longa
e de curso assintomatico. Em um numero varidvel de individuos, a fase crénica
indeterminada pode passar a apresentar lesdes (TEIXEIRA et al, 1978). A fase cronica
ativa ocorre apOs varios anos. Durante esse periodo, os orgdos sofrem mudangas
anatdmicas e fisiologicas com intensa reagio inflamatéria, promovendo destrnigéo
progressiva que leva & debilidade do individuo. Estas sdo as chamadas
megassindromes, havendo aumento do tamanho de determinados orgos, como
esdfago, colon, bexiga, duodeno e coragio (ROOSI & MENGEL, 1992).

Tanto na fase aguda como na fase cronica, encontra-se, principalmente no
miocardio, um infiltrado de células mononucleares, que caracteriza um envolvimento
de mecanismos imunologicos na doenga de Chagas humana e experimental (SANTOS
& HUDSON, 1980). A destrui¢do de células do miocardio inicia-se com a ruptura de
pseudocistos de formas amastigotas. Antigenos do parasita podem ligar-se a células
normais do miocardio, modificando antigenicamente estas células e promovendo
respostas auto-imunes. Em pacientes chagasicos cronicos, verificou-se que anticorpos
ligavam-se & estrutura vascular e ao intersticio de misculos estriados (anticorpos EVI).

Além dos anticorpos EVI, foram demonstrados também anticorpos anti-neurdnios;
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esses anticorpos seriam originados de um processo de reagdo cruzada entre a GP160
do T. cruzi e os antigenos do plexo neural periférico, o SNC e o sistema de condugéo
do musculo cardiaco, gerando auto-imunidade (COSSIO et al, 1974; VAN VOORHIS
etal, 1992) . |

A miocardite chagasica crOnica é caracterizada por um infiltrado de células
mononucleares com destruigdo de fibras miocardicas no foco inflamatério, com a
presenca ou nio de parasitas na lesdo. A destrui¢io das fibras seria causada por um
processo de reagdo cruzada da miosina cardiaca com uma proteina homologa do 7.
cruzi denominada B13 (GONCALVES DA COSTA et al, 1984; CUNHA NETO et al,
1995). ROSSI (1990) sugere que, para que ocorra a resposta inflamatoria, se faz
necesséria a presenca do parasita no local da lesio e que ele teria papel importante no
processo de injuria da microcirculagao .

A produgio de anticorpos anti-T. cruzi tem sido freqiientemente observada em
humanos e animais em infecgdes natural e experimental. O T. cruzi induz, em
camundongos BALB/c, uma expressiva produc¢do de gamaglobulinas com elevados
niveis de IgM, IgG2a e IgE. A hipergamaglobulinemia tem inicio na fase aguda com
anticorpos da classe IgM, persistindo na fase cronica até 12 semanas apds a infecgo,
quando o nivel das imunoglobulinas retorna a seus valores normais, excetuando a IgE.
Os mniveis de IgM sobem nas primeiras 2 semanas € os da IgG, IgA e IgE sobem
gradualmente entre 3 a 6 semanas ap6s o inoculo inicial (BOUHDIDI, 1994). A IgE
anti-T. cruzi tem importancia na doenga de Chagas em humanos porque seu nivel esta
siglﬁﬁcaﬁvamente aumentado, comparado com a IgE total, nos pacientes com a forma
cardiaca (MINEO et al, 1996). Ha controvérsias a respeito do papel desses anticorpos
no controle da infecgdo, e o fato é que alguns autores concluem que anticorpos
especificos sdo capazes de induzir prote¢do, enquanto que outros autores discordam
por ndo terem conseguido reproduzir esses resultados (TEIXEIRA ef al, 1975).

O efeito protetor de soros imunes éstudados, contra diferentes cepas de T. cruzi,
mostrou que a protegiio ¢ particularidade da cepa. Em estudo de soros imunes de
camundongos infectados com cepas CL e Y, foi demonstrado que os animais

infectados com a Y apresentavam prote¢do a ambos os soros, mas isso ndo ocorria com
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os infectados com a CL. Esse estudo permitiu concluir que o soro protetor sé € eficaz
para algumas cepas (KRETTLI & BRENER, 1976).

A imunidade produzida por anticorpos IgM anti-7. cruzi no inicio da infecgdo é
menos eficaz. Isotipos IgG2a, IgG2b e IgG1 produzidos mais tardiamente sdo mais
efetivos. Durante a fase cronica, 70% dos anticorbos sdo do tipo IgG2a e 10% do tipo
IgG1, que teriam alta avidez. Com isso se conclui que a infec¢do pelo T. cruzi induz
resposta imune humoral poli-isotipica e que a avidez e a concentragio de anticorpos
tém importincia crucial para determinar o curso da infec¢do (TAKEHARA, 1981;
BOUHDIDI, 1994). A protegio por anticorpos na doenga de Chagas pode ser
promovida pela utilizagio de antigenos citosélicos de formas epimastigotas e
exo-antigenos de tripomastigotas. Essas fracdes antigénicas induzem alta produgdo de
IgG1, conferindo uma boa protegdo a infecg¢do pelo I. cruzi (CERBAN et al, 1991;
CERBAN et al, 1992; GEA, 1992).

Os linfécitos Th, e Th, foram inicialmente descritos em camundongos como
sub-populagdes dos LTCD4"*, que tdm por caracteristica, quando estimulados, a
produgdo de determinadas citocinas. O Th, produziria principalmente IFN-y, IL-2, e
linfotoxinas, enquanto o Th, produziria IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-10. A produgdo
dessas citocinas estd intimamente ligada a sinais e estimulos entre células
desencadeando respostas fisiologicas e mmunolégicas (MORIMOTO et al, 1985;
MOSMANN & SAD, 1996).

Em estudos de SAD & MOSMANN (1994) ficou demonstrado que a
diferenciagio de clones LTh, requer, inicialmente, IL-2 com bipotencial de
desenvolver Th, ou Th,. Além da IL-2, citocinas co-estimulatérias liberadas por APC
(células apresentadoras de antigenos) participam também do processo de diferenciagio
desses linfécitos. Assim, a presenga de IL-4 € IL-10 induz o desenvolvimento de Th, e
INF-y e IL-12 induz o desenvolvimento de Th,. Apdés a diferenciacdo, as
subpopulacdes de linfocitos Th se auto-regulam através da produgdo de citocinas, que,
dependendo do tipo celular alvo, véo ser estimulados ou mibidos. Dessa maneira, o
INF-y inibe o linfocito Th, e estimula o Th; e a IL-10 e IL-4 inibe o linfocito Th; e

estimula o Th,. Com o predominio de um dos clones de linfdcitos, havera predominio
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de citocinas que vdo atuar sobre diversos tipos celulares, desencadeando diversas
respostas (POWRIE & COFFMAN, 1993; TRINCHIERI, 1993).

A IL-4 produzida por Th, estd relacionada com inibigdo da produgio de
citocinas pro-inflamatérias e quimocinas por mondcitos, € a IL-4 juntamente com a
IL-5 sdo requeridas na indugdo da produgdo da IgE e IgG1(CALLARD, 1996;
PURKERSON & ISAKSON, 1992).

A TL-10 produzida por Th, age sinergicamente com a IL-4 inibindo macréfagos,
LTH (linfocitos T de hipersensibilidade tardia) e de reativos infennediéﬂos do
nitrogénio e oxigénio produzidos por macréfagos e monécitos (POWRIE &
COFFMAN, 1993). Outros estudos demonstram a agfo inibitéria da IL~-10 sobre
resposta imune humoral, em que essa citocina, em niveis elevados, inibe a produgdo de
anticorpos IgM, IgG1, IgG2a e IgG3 por LB (linfécitos B) co-estimulados com LPS
(PECANHA et al, 1993).

O IFN-y produzido por Th, é o mais potente ativador de macrofagos e
juntamente com o TNF-o é capaz de ativar NOS (6xido nitrico sintetase), levando ao
aumento da produgdio de NO (6xido nitrico). O NO ¢ identificado como o principal
sistema anti-microbiano em macréfagos ativados, obtido através da degradagdo da L-
arginina em L-citrulina pela NOS. Uma vez ativado, o macréfago pode sintetizar e
liberar grandes quantidades de NO por longos periodos. A produgdo de 6xido nitrico
pode ser inibida por analogos da L-arginina, ligantes de flavoproteinas e substincias
como corticorterdides, IL-4, IL-10 e TGF-B (CARDOSO et al, 1995).

A TL-12 é um heterodimero de cadeias p35 e p40, originalmente descrita como
um fator produzido por células NK (natural killer) e LTc (linfécitos T citotoxicos).
Atua no processo de selegio do Th, a partir de Th,, bloqueando o desenvolvimento de
Th,. Essa citocina estimula a proliferagdo de Th, e inibe a expressdo e a produgdo de
citocinas de Th, principalmente IL-3 e IL-4, excetuando IL-10. Atua como
estimuladora da produgdo de IFN-y ¢ IL-10, a qual inibe a produgdo de IL-12
(MCKIGHT et al, 1994; LAMONT & ADORINI, 1996). Essa citocina também regula
a expressdo de anticorpos isotipicos IgG1, IgG2a, IgG3 e bloqueia a secregdo de IgE.
Quando IFN-y é administrado em altas doses ocorre a diminui¢do da secre¢do dos
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anticorpos isotipicos acima citados e quando essa dose € baixa a secregfio diminuida de
IgG1 e IgE persiste, sendo estimulada a secrecdo de IgG2a (MORRIS et al, 1994;
GERMANN et al, 1995).

Camundongos desprovidos do timo desenvolvem altas taxas de parasitemias
com 100% de mortalidade, enquanto animais eutimicos utilizados como controles,
apesar de desenvolver parasitemia, podem sobreviver a infecgdo pelo 7. cruzi
(KIERSZENBAUM, 1979). REED (1980) também demonstrou a importincia de
linfécitos no controle da infecgdo pelo 7. cruzi, em que a transferéncia de linfocitos
provenientes de camundongos infectados induzem prote¢do quando transferidos para
camundongos normais.

Ambas as subpopulagGes de linfocitos T, CD4" ¢ CD8" tém se mostrado
importantes na mediagio da prote¢io em camundongos infectados com cepas de T.
cruzi. A deplegio de células LTCDS resulta na inabilidade de animais resistentes em
controlar a infecgdio por uma determinada cepa de I. cruzi. De forma semelhante, a
deplegiio de LTCD4" resulta em altas taxas de parasitemia e mortalidade. Em ambos os
casos, fica claro o importante papel dessas células no controle da infecgdo durante fase
aguda da infecgdo pelo 7. cruzi (TARLETON, 1990). Recentes estudos “in vitro”
demonstram que os receptores TCR-CD3 de LTCD4", mas nio o de CDS§*, mediariam
a ativagio da morte celular de esplendcitos de camundongos em infecgdo aguda pelo
T. cruzi (LOPES & REIS, 1996).

~ Estudos “in vivo” e “in vitro” t€m demonstrado o envolvimento da IL-12 na
resisténcia a infecgfo parasitaria (GAZZINELLI et al, 1994) e também realgam o
efeito contrario da IL-10 no sentido de agravar a infecgdo e o sinergismo da IL-12
com o IFN-y e TNF-« no sentido de controle da infecgdo (GAZZINELLI et al, 1996).

A presenca das citocinas IL-1, IL-2, IL-4, IL-5 e INF-y ¢ constante durante a
infecgdo pelo 7. cruzi, sendo que elas teriam grande importincia no processo de
controle da parasitemia e consequentimente susceptibilidade 4 doenga de Chagas
(HOLF et al 1993). Em experimento realizado por REED (1988), utilizando IFN-y
recombinante, foi possivel verificar que esse era um potente ativador de macréfagos

conferindo protegio a camundongos durante a infecgdo aguda pelo T. cruzi.
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Estudos mostram que o IFN-y e a IL-10 atuam de forma antagbnica, no que se
refere a infecgdio por determinadas cepas de 7. cruzi; 0 IFN-y parece agir no sentido de
diminuir e a IL-10, no sentido de aumentar a infecgdo. A susceptibilidade a infecgdo
pelo T. cruzi é mediada pela IL-10, pois essa gitocina inibe a produgdo de IFN-y
durante a infecgdo do T. cruzi (SILVA et al, 1992; REED et al, 1994). Em recente
trabalho, foi também demostrado que, além da [L-10, a IL-4 atua no sentido de
aumentar a suscetibilidade a infec¢do pelo T. cruzi, diminuindo os niveis de IFN-y e
estimulando o aumento da produgdo de IL-10 e IL-4 (OLIVEIRA et al, 1996). As
célulés NK sdo as mais importantes na produgdo de IFN-y e a deplecdo destas, em
esplendcitos de camundongos infectados com T. cruzi, promove diminui¢do da
produgiio de IFN-y e aumento da produgio de IL-10, agravando o processo infeccioso
(CARDILLO et al, 1996).

Recentemente, foi verificado que GM-CSF (fator estimulador de coldnias de
macréfagos e granuldcitos) sio reguladores da parasitemia em animais infectados com
T. cruzi ¢ que a administragio de GM-CSF recombinante promove uma sensivel
diminuic#io da parasitemia com grande mortalidade do parasita (FONTT, 1996).

Estudo recente, abordando o papel do TNF-c em camundongos BALB/c fémeas
prenhes crénicamente infectados com cepa virulenta de 7. cruzi, demostrou que 0s
animais produzem altos niveis de TNF ¢ esta citocina induziria a protegdo do feto
durante o processo infeccioso (RIVERA ef al, 1995).

A geragdo de NO por macrofagos ativados também ocorre durante a infecg¢@o
experimental por parasitas intracelulares, inclusive o 7. cruzi, em que a produgdo do
NO esti correlacionada com a resisténcia ou a suscetibilidade do animal & infecgdo
(VESPA et al, 1994). Estudos recentes tém demonstrado que a adi¢do de compostos
exogenos precursores do 0xido nitrico, como a citrulina ou a arginina, pode promover
* aumento na produgio de NO por macrofagos ativados, ocasionando sensivel morte de
parasitas (NORRIS et al, 1995). O TNF-a produzido por macréfagos ativados pelo
IFN-y também potencializa a produgio de NO, promovendo a morte do parasita

(SILVA et al, 1995).
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Antigenos de tripanosomatideos induzem a supressio imunoldgica. O grau de
viruléncia de clones T. brucei brucei é proporcional ao grau de Imunossupressio
promovido por esse parasita (ALBRIGHT ez al, 1981). Estudos realizados com T.
musculi demonstram que a viruléncia das cepas ¢, em muitos casos, fator determinante
da imunossupressio observada em hospedeiros vertebrados infectados (SACKS et al,
1980). |

A imunodeficiéncia observada apos a infecdo pelo 7. cruzi tem sido
encontrada em experimentos utilizando camundongos da linhagem BALB/c (CORSINI
et al, 1981). Durante a fase aguda da doenca de Chagas, inicia-se um processo
Imunossupressivo, que ¢ linfocito T-dependente e que se agrava na fase cronica, na
qual a supressio da sintese de anticorpos da classe IgG anti-antigenos heterélogos
persiste (REED et al, 1983). Os mecanismos que envolvem essa imunossupressao
ainda ndo sio totalmente esclarecidos, porém um provavel mecanismo
imunossupressor talvez esteja relacionado com a diminui¢do da producgdo de IL-2
(MAJUNDER & KIERSZENBAUM, 1995). De maneira similar, também ocorre na
fase cronica, com a produgdo por esplendcitos de substincias que inibiriam LTH
(LIEW et al, 1987; LIEW et al, 1988). Segundo REED et al (1984) e REED et al
(1989), a imunossupressao pode ser parcialmente revertida pelo tratamento com
citocinas. Em expén‘mentos realizados por esses autores, ficou demonstrado que a
adigdo de IL-2 a sobrenadantes de cultura de esplendcitos, pode reverter 0 processo
imunossupressivo restaurando a produgdo de anticorpos dirigidos contra antigenos
heterdlogos, e que, adicionando-se também IL-1, 0 quadro imunossupressivo era mais
facilmente revertido. Outros experimentos com cultura de esplenécitos oriundos de
camundongos infectados demostram que a diminui¢io da producdo de IL-2 pode ser
revertida parcialmente pela adi¢do de IL-2 & cultura e isso provavelmente ocorre
devido a uma redugdo de receptores para IL-2 (TARLETON, 1984; TARLETON,
1988).

Recentemente foi descrito um fator denominado de TIF (fator imunossupressor
tripanosomal) de 30 a 100 kDa, espontaneamente liberado pelo T. cruzi, capaz de
suprimir a expressdo de IL-2 (KIERSZENBAUM, 1990).
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O T. cruzi pode também inibir a expressdo dos receptores CD3, CD4 e CD8 em
linf6citos normais ou ativados por mitégenos, fazendo com que a efetuagdo da resposta
imune frente ao parasita caia sensivelmente (SZTEIN, 1990).

Experimentos "in vitro" demonstram o envolvimento de células aderentes no
processo de imunossupressio. KIERSZENBAUM (1982) demonstrou que células
aderentes oriundas de esplendcitos totais, provenientes de camundongos infectados
com 7. cruzi, causavam redugfo significativa da resposta proliferativa de esplendcitos
normais estimulados com mitégeno, quando esses dois grupos de células eram co-
cultivados. Esse autor também observou que, quando as células eram tratadas com um
inibidor de prostaglandinas, o processo imunossupressivo era parcialmente revertido,
demostrando que células aderentes, juntamente com prostaglandinas, mediariam a
imunossupressio na fase aguda da doenga de Chagas. De maneira similar também
ocorre na fase cronmica, com a produgdo de substdncias pelos esplendcitos, que
inibiriam LTH (LIEW et al, 1987; LIEW et al, 1988). REED (1988) demonstrou o
importante papel do IFN-y no processo de reversdo do processo imunossupressivo.
Outros experimentos de dosagem de IFN-y em animais infectados com
tripanosomatideos sdo ambiguos; camundongos infectados com 7. brucei tém
estimulado a produgdo em excesso de IFN-y e TNF-a, podendo induzir
imunossupressio, diminuindo a proliferagdo de LT CD4" e CD8" (DARH et al, 1996).

Pelo descrito anteriormente nesta introdu¢do, a infecgdo experimental de
vertebrados pelo 7. cruzi pode ser influenciada pela particularidade da cepa utilizada.
A constituigdo genética, a idade e o sexo do hospedeiro vertebrado podem influenciar
essa infecgdo. Diferentes formas sangilineas, taxa de mortalidade e curso da
parasitemia tém sido observados em experimentos com animais inoculados com
diferentes cepas de T. cruzi.

A proposta do nosso trabalho foi a utilizagdo de cepas I. cruzi com
caracteristicas de viruléncia variadas em infecgdo experimental, inoculadas em
camundongos BALB/c, observando os perfis das respostas imunes humoral e celular
frente a essas cepas. Para tanto, foram utilizadas as cepas PF, SC38 ¢ Y. A cepa PF é

um clone oriundo da cepa Y, originada apds sucessivas passagens em meio LIT, que
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tem a propriedade de proteger camundongos infectados com cepas de alta viruléncia.
Por ndo ter sido observada parasitemia apds seu inoculo, esta cepa foi designada
avirulenta (MENEZES, 1968; RIBEIRO DOS SANTOS, 1973). A cepa SC38 foi
originalmente descrita por STENDEL (1993), isolada das fezes de triatomineos ¢ que
tem a propriedade de induzir alta parasitemia com morte nula de animais num espago
de 60 dias ap6s o inéculo. Por ter esta caracteristica, essa cepa foi designada de média
viruléncia. E a cepa Y que foi originalmente isolada de xenodiagnostico de paciente
chagasico por SILVA & NUSSENZWEIG, (1953) e largamente utilizada em muitos
trabalhos relacionados a atividade imunossupressiva, imune humoral e celular, essa
cepa induz alta parasitemia com alta mortalidade de animais, por isso, € descrita como
cepa de alta viruléncia.

Este trabalho foi realizado tendo como base essas caracteristicas de viruléncia
das cepa PF, SC38 ¢ Y. Foi realizado um estudo comparativo entre elas, enfocando os
aspectos da atividade imunossupressiva da resposta humoral e celular de animais
infectados. Nossos estudos podem servir de orienta¢do a trabalhos posteriores com
antigenos do T, cruzi, fornecendo subsidios para esclarecer os mecamismos que
envolvem as respostas imune do tipo humoral e celular na doenga de Chagas e

parasitaria de modo geral.
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OBJETIVOS

Considerando que pouco se conhece a respeito da resposta imunossupressora
promovida pelas diferentes cepas de 7. cruzi, ¢ que a maioria dos estudos sdo restritos
a somente algumas delas, este trabalho teve COII—IO objetivo observar a existéncia de
uma provavel associagiio entre a supressdo da resposta imune durante a infecgdo
experimental pelo 7. cruzi em camundongos BALB/c e a viruléncia determinadas por
diferentes cepas de T. cruzi. Para avaliar o estado de imunossupressdo promovida pelo
T. cruzi, este trabalho enfocou aspectos da imunidade humoral, através da dosagem de

anticorpos IgG1, IgG2a e IgE especificos para T. cruzi, bem como da imunidade

celular, através da dosagem de citocinas IL-4, IL-10, IFN-y e IL-12.
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MATERIAL E METODOS

IIL1 - ANIMAIS
Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB\c com 10 a 12
semanas de idade, do biotério do Instituto Butantan € do biotério do Laboratério de

Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia.
L2 - MANUTENCAO DAS CEPAS DE T. cruzi

I11.2.1 - Cepa PF (avirulenta)
Obtida do Laboratorio de Imunologia do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina, foi mantida em meio de LIT

(“Liver Infusion-Tryptose”) a 28 °C, em estufa e repicada a cada sete dias com indculo

de aproximadamente 5x103 parasitas, contidos em 0,1 ml do mesmo meio.

IIL.2.2 - Cepa Y (alta viruléncia)

Obtida do Laboratério de Imunologia do Departamento de Microbiologia €
Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina, foi mantida em camundongos
BALB/c e em células Vero.

Essa cepa foi repicada em camundongos 2 cada sete dias com inéculo de 5x103
parasitas contidos em 0,1 ml de sangue, adicionado de uma solugfio de citrato de sédio
(3,8%). |

Em células Vero, o parasita foi repicado até o terceiro dia de cultivo. As células
Vero foram multiplicadas em meio RPMI-1640 + 10% SFB (soro fetal bovino), em
garrafas plasticas (COSTAR, Cambridge, USA) de 100 ml e infectadas com formas
tripomastigotas de T, cruzi e mantidas em estufa de CO,a 37" C. A partir do 3° dia de
cultivo, o nimero de parasitas aumenta, tanto intra como extra-celularmente e,
portanto, antes que wma proporgao significativa de parasitas se tornasse invidvel, o
meio foi coletado em um tubo de centrifuga estéril, centrifugado uma vez a 1000g por

10 minutos, 4 temperatura ambiente, o sobrenadante desprezado e o “pellet” contendo
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parasitas foi ressuspenso em RPMI-1640 + 10% SFB. Posteriormente, esse meio com
parasitas foi colocado em outra garrafa contendo monocamadas de células Vero ndo

infectadas.

1L.2.3 - Cepa SC38 (média viruléncia)

Obtida do Laboratério de Protozoologia do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina, foi mantida em camundongos
BALB/c e infectada em células Vero.

Essa cepa foi repicada em camundongos a cada 25 dias com inéculo de 5 x 103
parasitas contidos em 0,1 ml de sangue adicionado a uma solugdo de citrato de sodio
(3.8%).

Em células Vero, foi repicada até o sexto dia de cultivo. As células Vero foram
cultivadas em meio RPMI-1640 + 10% SFB, em garrafas plasticas de 100 ml,
infectadas com formas tripomastigotas de T. cruzi e mantidas em estufa de CO, a
37°C. Com o aumento do nimero de parasitas, tanto intra como extra-celularmente,
apos seis dias de cultivo e antes que uma propor¢do significativa de parasitas se
tornesse inviavel, o meio foi coletado em tubo de centrifuga estéril e centrifugado uma
vez a 1000g por 10 minutos & temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e
o “pellet” contendo os parasitas, foi ressuspenso em meio RPMI-1640 + 10% SFB e

colocado em outra garrafa contendo uma monocamada de células Vero ndo infectadas.

L3 - INOCULACOES

I11.3.1 - Inoculagées de animais com as cepas de T. cruzi ¢ hemacia de

carneiro.

Foram inoculados, por via intraperitoneal, 8 grupos de 10 camundongos cada,
com a finalidade de obter amostras de sangue em 7, 15, 30, 45, 60, 90 dias apds os
indculos. A primeira coleta de sangue foi realizada antes dos inéculos.

Trés grupos de animais foram inoculados com as diferentes cepas de T. cruzi; o
primeiro grupo com 2 x 107 parasitas da cepa PF, contidos em 0,1 ml de solugdo
fisiolégica; o segundo grupo com 5 x 103 parasitas da cepa SC38, contidos em 0,1 m!
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de sangue adicionados a uma solugio de citrato de sodio (3,8%) e o terceiro grupo de
animais, inoculados com 100 parasitas da cepa Y, contidos em 0,1 ml de sangue
adicionado a uma solugéo de citado de sodio (3,8%).

Trés grupos de animais foram inoculados com as cepas de 7. cruzi, como
descrito anteriormente, e sete dias apds foram ‘inoculados com uma suspensdo de
hemdcias de carneiro (2,5 x 108 células) contidas em 0,1 ml de solugdo fisiologica .

Um grupo de 10 animais foi inoculado com uma suspensio de hemacias de
carneiro (2,5 x 108 células) contidas em 0,1 ml de solugdo fisioldgica (grupo controle
A), e outros 10 animais foram inoculados com solugdo fisioldgica (grupo controle B).
Com as amostras de soro obtidas, foram dosados anticorpos anti-hemacia de carneiro
pelo mét\(j)do de hemaglutinagdo e anticorpos anti-T. cruzi pelo método de ELISA com:

anti-gama total marcado com peroxidase como anticorpos secundarios.

IT1.3.2 - Inoculacdes de animais com as cepas de T. cruzi para dosagem
de IgE , IgG1, IgG2a e parasitemia

Foram inoculados, por via intraperitoneal, 4 grupos de 10 camundongos cada,
com a finalidade de obter sangue em 15, 30, 45, 60 ¢ 90 dias apds os indculos. A
primeira coleta de sangue foi realizada antes da inoculagdo das cepas.

O primeiro grupo de animais foi inoculado com 2 x 107 parasitas da cepa PF,
contidos em 0,1 ml de solugdo fisiologica.

O segundo grupo de animais foi inoculado com 5 x 103 parasitas da cepa
SC38, contidos em 0,1 ml de sangue adicionado a um solugdo de citrato de sodio
(3,8%).

O terceiro grupo de animais foi inoculado com 100 parasitas da cepa Y,
contidos em 0,1 m! de sangue adicionado a uma solug@o de citrato de s6dio (3,8%).

O quarto grupo de animais foi inoculado somente com 0,1 ml de solugdo
ﬁsiolégica (grupo controle).

Com as amostras de soros obtidas nos diferentes grupos de animais, foram

dosados os anticorpos IgE anti-T.cruzi, anticorpos das sub-classes IeG1 e IgG2a anti-
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T. cruzi pelo método de ELISA, sendo a parasitemia também mensurada nesses

animais.

111.3.3 - Inoculagdes de animais com as cepas de T. cruzi para os ensaios
biolégicos

Foram inoculados, por via intraperitoneal, 3 grupos de camundongos; sendo 12
animais com a cepa PF, 12 com a SC38 ¢ 20 com a Cepa Y. Foram sacrificados por
deslocamento cervical, dois animais por dia em: 07, 15, 30, 45, 60 e 90 dias apds os
inéculos. Dois animais nfio inoculados foram sacrificados no dia “0” (animais
controle).

O primeiro grupo de animais foi inoculado com 2 x 107 parasitas da cepa PF,
contidos em 0,1 ml! de solugdo fisiologica.

O segundo grupo de animais foi inoculado com 5 x 103 parasitas da cepa SC38,
contidos em 0,1 m! de sangue adicionado a uma solugdo de citrato de sodio (3,8%).

O terceiro grupo de animais foi inoculado com 100 parasitas da cepa Y,
contidos em 0,1 ml de sangue adicionado a uma solugdo de citrato de sodio (3,8%).

Os bagos foram retirados apds os animais terem sido sacrificados e foram

utilizados posteriormente nos ensaios bioldgicos.
I11.4 - ANTIGENOS

I11.4.1 - Hemdcias de carneiro

O sangue de carneiro foi colhido em bolsas utilizadas em banco de sangue, e,
posteriormente, 10 ml foram lavados 3 vezes em solugdo fisioldgica (0,85% de NaCl),
sendo que a cada lavagem sucedeu uma centrifugagdo de 1000g por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apds a ultima lavagem, foi desprezado o sobrenadante, a papa

de hemacias resultante foi coletada e utilizada, em variadas soluges, durante alguns

ensaios desse trabalho.
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I11.4.2 - Cepa PF

Suspensoes de parasitas da cepa PF foram cultivadas em meio LIT, 7 dias apés
o repique, lavadas 3 vezes em solugio fisiologica a 1000g por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apds a tltima lavagem, o sobrenadante foi desprezado ¢ os
parasitas vivos foram contados e inoculados em’camundongos ou fragmentados por
cridlise. A cridlise consistiu de 6 ciclos em nitrogénio liquido e banho-maria a 37°C e,
apds o nltimo ciclo, a solugdo protéica foi centrifugada a 5000g por 30 min a 4°C, o
sobrenadante coletado ¢ o “pellet” desprezado. As proteinas do sobrenadante foram
quantiﬁcadas pelo método de Lowry (LOWRY, 1951) e utilizadas em ensaios deste
trabalho.

1I1.4.3 - Cepa Y e SC38

Suspensbes de parasitas da cepas Y ¢ SC38 foram mantidas em camundongos e
cultivadas em células Vero e utilizadas como antigenos da seguinte forma: os parasitas
obtidos a partir de amostras de sangue de camundongos contaminados com 7. cruzi,
por pun¢do do plexo retrorbital, quantificados € inoculados via intraperitoneal; os
parasitas cultivados em células Vero foram lavados 3 vezes em meio RPMI-1640, sem
SFB e centrifugados a 1000g por 10 minutos a temperatura ambiente. Apés a ultima
lavagem, o sobrenadante foi desprezado, a massa de parasitas no “pellet” foi
fragmentada por cridlise e as proteinas obtidas no sobrenadante foram quantificadas

pelo método de Lowry e utilizadas em ensaios deste trabalho.

I11.4.4 - Biotinilacdo de antigenos
Foi preparada uma solugdo de N-hidroxissuccinimidabiotina a 10 mg/ml em

dimetilsulféxido e uma solugdo de antigenos soltiveis de cada cepa na concentragio de
- 1 mg/ml em tampdo Borato de Sédio 0,1M pH 8,8. Sobre cada antigeno, € em
separado, foi adicionado o éster de biotina, na propor¢do de 250 pg por miligrama de
antigeno e, a seguir, as solugdes foram incubadas 4 horas & temperatura ambiente sob
agitacdo lenta, de acordo com TAKAHASHI (1995).
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Apos esse periodo de incubagdo da mistura das solugdes contendo antigenos
soliiveis e biotina, foi colocado cloreto de amdénio 1M, na proporgdo de 20 pl para
cada 250 ug do éster de biotina e foi incubado 10 minutos & temperatura ambiente.
Apés essa incubagio, a solugdo contendo antigenos marcados com biotina foi dialisada
em PBS a 4 °C por 48 horas sob agitacdo lenta e c‘om diversas trocas do tampao, sendo
de pelo menos uma a cada 6 h. Os antigenos biotinilados de cada cepa foram

aliquotados e guardados a temperatura de -20°C.
IIL.5 - MEIOS DE CULTURA

IIL5.1 - Meio LIT (“Liver Infusion - Tryptose”)

O meio de LIT foi feito a partir da pesagem e jungdo de 24,0 g de NaCl com
12,4 g de KCl mais 48,0 g de NapHPO4 (anidro) com 12,0 g de glicose e de 30,0 g de
triptose com 30,0 g de infusdo de figado, e ap0Os a reunido desses reagentes, foi
colocado um volume de 4gua bi-destilada gsp (quantidade suficiente para) de 4000 ml.
O fosfato de potassio anidro foi adicionado vagarosamente sobre a 4gua sob agitagéo,
para evitar a petrificagdo, € a infusdo de figado foi dissolvida separadamente em 900
ml de 4gua destilada a temperatura de aproximadamente 80°C e resfriada um pouco
antes de adicionar os demais componentes. O pH foi acertado para 7,3 com HCl 10N
(aproximadamente 4,5 ml), sendo o pH inicial de, aproximadamente, 7,8. Soro bovino
foi acrescentado na concentragdo de 10% e a preparagio final foi dividida em fragdes
de 400 ml em frascos de soro de 600 ml inativadas em banho maria a 68°C por 1 hora,
com agitagio freqilente. Apos esfriamento, foi adicionado uma solugdo de
hemoglobina a 2% e o volume completado para 6000 ml com dgua destilada. O meio
foi, entdio, pré-filtrado em membranas de 60 e 908 para clarificagio. Apos adicionar
100 U de penicilina e 100 pg de estreptomicina/ml, o meio foi esterilizado por filtragio
em membrana EKS-SEITZ 90S ou similar de 0,22 um de porosidade, montada em
sistema filtrante estéril e distribuido em frascos com tampa de rosca ou em
Erlenmeyers esterilizados. A distribuigdo foi feita em cépela de fluxo laminar. O meio

foi estocado a 4°C ou a -20°C, de acordo com a demanda. O meio somente teve sua
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utilizagdo liberada apds passar pelo teste de esterilidade e crescimento. Essa prova de
esterilidade foi feita incubando-se alguns frascos contendo meio a 37°C por 3 a 4 dias,
verificando-se a presenga de microrganismos, o que ocorre formando uma turbidez. Os
frascos com meio foram deixados a temperatura de 28°C por mais 2 dias para verificar
novamente a presenga de microorganismos. A prdva de crescimento foi feita a 28°C,
inoculando-se 1 ou 2 x 107 formas de T. cruzi, num volume final de 12ml em

Erlenmeyers de 125 ml. Como controle, foram utilizadas duplicatas com um meio LIT

ja testado.

I11.5.2 - Meio RPMI-1640

O meio RPMI-1640 foi feito a partir da pesagem e jungdo de 10,39 g de RPMI-
1640 (BRL, New York, USA) com 2,0 g bicarbonato de sédio mais 0,11 g de piruvato
Na com 6,0 g de glicose mais 2,38 g de hepes e de 40,0 mg de gentamicina; ap6s
serem reunidos esses reagentes foram completados para um volume final de 1000ml
de 4gua bi-destilada. A solugio foi inicialmente feita com, aproximadamente, 900 ml
de 4gua bi-destilada, mantendo-se sob agitagéo constante em agitador magnético. Apds
completa dissolugdo dos reagentes, o pH foi acertado para 7,2-7,4 e colocado a
gentamicina, completando-se o volume final para 1000 ml. O meio foi filtrado em
filtro estéril de 0,22 pm (Millipore, St. Louis, USA). O teste de esterilidade foi

realizado deixando-se o frasco contendo o meio por 24 horas a 37°C.
IIL6 - ENSAIOS BIOLOGICOS

IT1.6.1 - Cultivo de esplenécitos
Apébs o sacrificio por deslocamento cervical, os animais foram mergulhados

totalmente em alcool 70%, por alguns minutos e posteriormente imobilizados em placa
de isopor. Com auxilio de pingas e tesouras, os bagos dos animais foram removidos e
colocados em placa de Petri pequena contendo meio RPMI-1640 + 5% SFB, sendo
logo apés, pingados até total ruptura do estroma; a solugdo contendo os esplendcitos

foi colocada em um tubo plastico (COSTAR, Cambridge, USA) de 15 ml e a solugdo
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foi homogeneizada 30 vezes. O homogeneizado foi centrifugado a 400g por 10
minutos e, apos o sobrenadante ser desprezado”, o “pellet” ressuspenso em 12mi de
tampéo de lise e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos sob agitagido suave.
A seguir, foram feitas 3 lavagens de 400g por 10 minutos com meio RPMI-1640 + 5%
SFB. Apés a tultima centrifugacio, o sobrenadante foi desprezado e o “pellet”
ressuspenso em 1 ml de meio de RPMI-1640 + 10% SFB. Os esplendcitos contidos
nesse volume foram contados em cdmara de Neubauer, utilizando-se uma solugio
final de 1:20 de azul de trypan, sendo que somente as c€lulas ndo coradas foram
contadas (LAFAILLE et al, 1990; FONSECA, 1995; COLINGAN et al, 1991).

Apés serem contados, os esplendcitos fiveram sua concentragdo padronizada
para 5 x 10° células por pogo em um volume final de 1ml de meio RPMI-1640 + 10%

SFB e, posteriormente, utilizados nos ensaios de estimulos antigénicos.

I11.6.2 - Estimules antigénicos e sobrenadantes de cultura

Os esplendcitos foram cultivados em placas de plastico para microcultura
(CORNING, New York, USA) de 24 pogos. Cada placa foi dividida em 3 porgdes, de
modo que ficassem 8 pogos para cada “estimulo”, a saber: 8 pogos para esplendcitos
estimulados com 30 pg de antigeno de cridlise de cada cepa, diluido em meio RPMI-
1640 + 10% SFB; 8 para esplendcitos estimulados com 5 pg de Con-A
(Concanavalina-A) por ml de RPMI-1640 + 10% SFB; ¢ 8 pogos para esplenécitos
estimulados com o meio RPMI-1640 + 10% SFB. O ntiimero de esplendcitos por pogo
foi de 5 x 10%, as culturas foram incubadas em estufa de CO, a 37°C (LAFAILLE et
al, 1990).

Os sobrenadantes de cultura, obtidos do cultivo dos esplendcitos de animais
infectados com as cepas de T. cruzi 07, 15, 30 45, 60 e 90 dias ap6s os indculos,
foram coletados em duplicatas nos tempos de: 24, 48, 72 e 96 horas pés-estimulos.
Apds a coleta em tubos Eppendorfs, os sobrenadantes foram centrifugados em
centrifuga para Eppendorf por Smin; ao término desse periodo, foram aliquotados e

estocados 4 temperatura de -70°C .
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IIL7 - DETERMINACAO DOS PERFIS DE ANTICORPOS

I11.7.1 - Hemaglutinacéo direta

A hemaglutinagio foi realizada em placas de microaglutinagdo com 96 pogos,
sendo o fundo de cada pogo em formato de V. Os soros foram inativados previamente
a 56 °C por 30 minutos e diluidos em série, na razio 2, sendo o volume final de 25 pl.
A primeira dilui¢do foi de 1:2, deixando 25 pl do soro puro no primeiro orificio e o
restante para as diluigdes subseqiientes, sendo 1:2048 a diluig&o final.

"Sobre cada pogo, onde se encontravam as dilui¢des das amostras de soros,
foram colocados 25 ul de uma suspensdo de SRBC (células vermelhas do sangue de
carneiro) 2% diluida em solugdo fisiologica. As hemacias de cameiro foram lavadas 3
vezes em solugfﬁo fisiologica. As placas foram cobertas com uma superficie plastica
(filme plastico de PVC ROLOPAC), agitadas suavemente e incubadas 4 temperatura
ambiente por 1h. A leitura foi realizada em lupa apés 1h e confirmada 24 h apés a
incubagiio (CUNNINGHAM et al, 1978; HUDSON, 1979).

II1.7.2 - Dosagem de anticorpos gamaglobulina total anti-T. cruzi pelo

método de ELISA.
Placas plasticas de polivinicloreto (FALCON, Franklin Lakes, USA) de 96

pocos foram sensibilizadas com 50 pl por pogo de uma solugéo de antigeno soluvel de
cepa Y de T, cruzi, na concentragdo de 20 pg por ml, em tampio 0,06M carbonato-
bicarbonato pH 9,6 e incubadas a 4 °C durante uma noite.

Os soros teste e controle foram diluidos a partir de 1:20, na razio de 4, em PBS
(0,15M pH 7,2)-T20 (Tween 20) 0,1% e bloqueados 1 hora com, 200 ul por pogo,
PBS-T20 0,1% + 0,5% de BSA (albumina de soro bovino). As placas foram lavadas 3
. vezes em intervalos de 5 minutos, com PBS-T20 0,1%.

Duplicatas das amostras dos soros diluidos, em volumes de 50 pl, foram
adicionadas a cada pogo € incubadas a 37°C por 45 minutos. Foram adicionados 50 pl
do conjugado em 2 pogos para controle do conjugado. As placas foram lavadas 3 vezes

em intervalos de 5 minutos, com PBS-T20 0,1%.
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O conjugado enzimatico (IgG de coelho anti-gamaglobulina de camundongo
marcada com peroxidase) foi preparado na dilui¢io de 1:2000 em PBS-T20 0,1%,
adicionado um volume de 50 pl por pogo da placa e incubado a 37°C por 45 minutos.
Transcorrido o tempo de incubagdo, as placas foram lavadas 3 vezes em intervalos de
5 minutos, com PBS-T20 0,1%. —

A solucdo reveladora foi adicionada 50 pl a cada pogo e incubada por 10
minutos & temperatura ambiente em cdmara escura. Essa solugdo reveladora foi
preparada na hora do uso, consistindo de 5 mg de OPD (orto-fenileno-diamina) em
12,5 ml de tampio citrato-fosfato 0,1M pH 5,0 ¢ 5 pi de H,O, 30%.

A reagdo enzimatica foi interrompida pela adigdo de 25 ul de solugio de H,SO,
2N. A leitura foi feita logo apds a interrupgdo da atividade enzimatica, em leitor de
microplacas (Titertek Multiskan Plus, MKII) com filtro 492 nm.

I11.7.3 - Dosagens de anticorpes IgG1 e IgG2a anti-T. cruzi pelo método de
ELISA

Placas plasticas de polivinicloreto (FALCON, Franklin Lakes, USA) de 96
pogos foram sensibilizadas com 50 ul por pogo, por uma solugdo de antigeno sohivel
de T. cruzi na concentragio de 20 pg/ml, em tampédo carbonato-bicarbonato 0,06M pH
9,6 e incubadas a 4°C durante toda a noite. Transcorrido o tempo, as placas foram
lavadas 3 vezes com PBS-T20 0,05% e bloqueadas com PBS-T20 0,05% + M5% (leite
molico a 5%) por 60 minutos & temperatura ambiente, num volume de 200 pl por pogo.

As placas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05% e
incubadas com “pools” dos soros testes dos dias 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias pos-
in6culos das cepas, e “pools” de soros controles, os quais foram diluidos a 1:20 em
PBS-T20 0,05% + M1% e bloqueados 20 minutos & temperatura ambiente. Apos esse
periodo, 50 ul das amostras de soros testes e controles foram colocadas por pogo na
placa, incluindo-se, em cada reagdo, controle do conjugado e controle dos anticorpos
anti-isotipos. As placas foram incubadas a 37°C por 1 hora, sendo lavadas apds a
incubagdo por 3 vezes com PBS-T20 0,05%, quando foram adicionados aos pogos 50

ul dos anticorpos dirigidos para IgG2a e IgGl de camundongos, produzidos em
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coelhos. Apés incubagdo a 37°C por 1 hora, as placas foram novamente lavadas por
3 vezes com PBS-T20 0,05% e incubadas com 50 pl do conjugado anti-y de coelho-
peroxidase, diluidos 1:4000 em PBS-T20 0,05%, que foram adicionados a cada pogo e
incubados a 37 °C por 1 hora. Novamente as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-
T0,05% e, a seguir, 50 ul do substrato foram adicionados a cada pogo e incubadas
por 10 minutos 4 temperatura ambiente em cimara escura. O substrato enzimatico foi
preparado na hora do uso, consistindo de 5 mg de OPD em 12,5 ml de tamp3o citrato-
fosfato pH 5,0 e 5 ul de H,0, 30%.

A reagdio enzimatica foi interrompida pela adigdo de 25 ul de solugdo de H,SO,
2N. A leitura foi feita logo ap6s a interrupgéio enzimatica, em leitor de microplacas

com filtro 492 nm.

I11.7.4. - Dosagem de IgE anti-T. cruzi por ELISA
Placas plasticas de polivinicloreto (FALCON, Franklin Lakes, USA) de 96
pogos foram sensibilizadas com um volume de 50 ul por pogo, com uma solugio de

anticorpos mononoclonais anti-IgE (HMK12) na concentragio de 1 pg por ml, em
tampdo carbonato-bicarbonato 0,06M pH 9,6 e incubados a 4°C durante a noite.

Transcorrido o tempo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T20 0,05% e
bloqueadas com PBS-T20 0,1% + M5% por 60 minutos & temperatura ambiente, num
volume de 200 pl por pogo.

As placas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05% e, a
seguir, incubadas com “pools” das amostras de soros testes dos dias 7, 15, 30, 45, 60 ¢
90 dias pés-indculos das cepas, € “pools” das amostras de soros controles, que foram
diluidas 1:5 em PBS-T20 0,05% + M1% e incubadas 20 minutos & temperatura
ambiente ¢ 50 pl de cada amostra foram colocadas nos pogos das placas, incluindo-se
pogos para controle do conjugado, dos antigenos biotinilados de cada cepa de T. cruzi
e dos anticorpos monoclonais. As placas foram incubadas a 37°C por 1 hora, sendo
lavadas ap6s a incubagdo por 3 vezes com PBS-T20 0,05%. Apds as lavagens, 50 ul
dos antigenos biotinilados de cada cepa, 2pug/ml, diluidos em PBS-T20 0,1%+M1%,

foram colocados nos pogos e incubados a 37 °Cpor 1 hora. As placas foram novamente
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lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05%, adicionando-se em seguida 50ul do
conjugado avidina-peroxidase, dituido 1:1000 em PBS-T20 0,05% e incubadas a 37°C
por 1 hora. As placas novamente foram lavadas 3 vezes com PBS-T20 0,05%.
Adicionaram-se, entdo, 50ul do substrato a cada pogo € as placas foram incubadas por
10 minutos a temperatura ambiente em cémara,escura. O substrato enzimatico foi
preparado na hora do uso, consistindo de 5Smg de OPD em 12,5ml de tampdo citrato-
fosfato pH 5,0 e 5 ul de H,O, 30% (TAKAHASHI, 1995).

A reagdo enzimatica foi interrompida pela adigdo de 251 de solugéo de H,SO,
2N. A leitura foi feita logo apds a interrupgdo enzimatica, em leitor de microplacas

com filtro 492nm.
IT1.8 - Determinacio dos perfis de citocinas

II1.8.1 - Dosagem de IL-4 murina por ELISA

Placas plasticas (CORNING, New York, USA) de 96 pogos e de alta afinidade
foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IL-4 (clone BVD6) na
concentragio de 10 pg por ml, diluidos em tamp#o carbonato-bicarbonato pH 9,6 0,06
M; 50 pl dessa solugdo foram colocados em cada pogo da placa e deixados durante a
noite a 4 °C. Apés esse intervalo de tempo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-
T20 0,05% e, posteriormente, bloqueadas com PBS-T20 0,05% + M5% por 1 hora 3
temperatura ambiente, sendo utilizados 200 pl por pogo. Apds esse periodo de
incubagio, as placas foram lavadas 6 vezes em intervalos curtos com PBS-T20 0,05%,
e, a seguir, foram adicionadas as amostras testes ndo diluidas e as da curva padrdo,
sendo 50 pl por pogo. A curva foi feita com uma concentragio inicial de 10 ng/ml de
IL-4 recombinante e diluida com PBS-T20 0,05% e M5% em dilui¢cdes seriadas com
fator de diluigfio 2, sendo as placas incubadas durante a noite a 4°C. Ao término da
incubagdo, placas foram lavadas 6 vezes com PBS-T20 0,05%, sendo adicionado a
cada pogo anticorpos monoclonais anti-IL-4 biotinilados (clone 11B11), diluidos
1:5000 em PBS-T20 0,05%+M5%, 50 ul por poc¢o. Ao término da incubagfo de 1 hora
a 37°C, as placas foram lavadas 6 vezes com PBS-T20 0,05% e adicionados 50 pl a
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cada pogo do conjugado avidina-peroxidase do “kit” ABC (Vectstain, Vector,
Burlingame, USA), e incubadas por 1 hora a 37°C. Ao término da incubagédo, as
placas foram lavadas 6 vezes com PBS-T20 0,05% e adicionados 50 ul da substincia
reveladora a cada po¢o e incubado de 15 min 3 temperatura ambiente em cimara
escura. O substrato enzimatico foi preparado na ﬁora do uso, consistindo de 5 mg de
OPD em 12,5 ml de tampdo citrato-fosfato pH 5,0 e Sl de H,O, 30% (COLIGAN et
al, 1991).

A reagio enzimatica foi interrompida pela adigdo de 25 pl de solugéio de H,SOq4
2N. A leitura foi feita logo apés a interrupgfo da atividade enzimdtica, em leitor de

microplacas com filtro 492 nm.

I11.8.2. - Dosagem de IFN-y murino por ELISA

Placas plasticas (CORNING, New York, USA) de 96 pogos e de alta afinidade
foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IFN-y (clone XMG-12) na
concentragdo de 10 pg por ml diluidos em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6 0,06
M, sendo que 50 pl dessa solugdo foram colocados em cada pogo da placa e deixados
durante a noite a 4°C . Apds esse intervalo de tempo, as placas foram lavadas 3 vezes
com PBS-T20 0,05% e, posteriormente, bloqueadas com PBS-T20 0,05% + M5% por
1 hora 3 temperatura ambiente, sendo adicionados 200 pl por pogo. As placas foram
novamente lavadas 6 vezes com PBS-T20 0,05%, e, a seguir, foram adicionadas as
amostras testes diluidas 1:5 ¢ as dilui¢Ses da curva padrio, sendo 50 pl por pogo. A
curva foi feita com uma concentracdo inicial de 20 U/ml de IFN-y recombinante e
diluigdes seriadas, com fator de diluigdo 2, em PBS-T20 0,05% + M5%. As placas
foram incubadas durante a noite a 4°C e, ao término desta, foram lavadas 6 vezes
com PBS-T20 0,05%.

Anticorpos policlonais de coelho anti-IFN-y murino, diluidos 1:2000 em PBS-
T20 0,05% + M5%, 50 ul por pogo, foram adicionados a cada pogo e incubados por 1
hora a 37°C. Ao término dessa incubagdo, as placas foram lavadas 6 vezes em PBS-
T20 0,05%, sendo, a seguir, adicionado em cada pogo o conjugado IgG de cabra anti-

IgG de coelho marcado com peroxidase 1:4000 em PBS-soro de cabra 10%. Ao
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término da incubacfo, as placas foram lavadas 6 vezes com PBS-T0,05%, sendo a
seguir incubadas com 50 pl da substincia reveladora por 10 a 15 min 3 temperatura
ambiente, em cAmara escura. A substincia reveladora foi preparada na hora do uso,
consistindo de 5 mg de OPD em 12,5 ml de tampdo citrato-fosfato pH 5,0 e 5 pul de
H,0, 30% (COLIGAN ez al, 1991). |

A reagfo enzimatica foi interrompida pela adigdo de 25 pl de solugdo de H,SO,
2N. A leitura foi feita logo ap6ds a interrupgdo da atividade enzimética, em leitor de

microplacas com filtro 492 nm.

I11.8.3. - Dosagem de IL-10 murina por ELISA

Placas plasticas (CORNING, New York, USA) de 96 pogos e de alta afinidade
foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IL-10 (clone SXA2), na
concentracdo de 2 pg/ml, diluidos em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6 0,06 M,
sendo que 50 pl dessa solugdio foram colocados em cada pogo das placas, as quais
foram incubadas durante uma noite a 4°C. Apds esse intervalo de tempo, as placas
foram lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05%, e, posteriormente, bloqueadas com
PBS-T20 0,05% + M5% por 1 hora & temperatura ambiente, tendo sido adicionados
200 pl por pogo. As placas foram novamente lavadas 6 vezes com PBS-T20 0,05%, e,
a seguir, incubadas durante toda noite a 4°C com as amostras testes ndo-diluidas ¢ as
diluigdes da curva padrdo, 50 ul por pogo. A curva foi feita com uma concentragdo
inicial de 50 ng/ml de IL-10 recombinante e diluida em PBS-T20 0,05% + BSA 1% em
diluigSes seriadas, com fator de diluigdo 2. Ao término da incubagdo, as placas foram
lavadas 6 vezes com PBS-T20 0,05% e adicionado a cada pogo o anticorpo secundario
anti-IL-10 biotinilado, diluido a 1ng/ml em PBS-T20 0,05% e M5%, 50 pl por pogo.
Ao término da incubagdo de 1 hora a 37°C, as placas foram lavadas 6 vezes com PBS-
T20 0,05% e adicionado a cada pogo o conjugado avidina-peroxidase do “kit” ABC
(Vectstain, Vector, Burlingame, USA), 50 pl por pogo. Apés incubagdo por 1 hora a

37°C, as placas foram novamente lavadas 6 vezes com PBS-T20 0,05% e incubadas

por 10 a 15 min & temperatura ambiente em cimara escura com 50 pl em cada pogo da
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substincia reveladora. Essa substincia foi preparada na hora do uso, consistindo de 5
mg de OPD em 12,5 ml de tampdo citrato-fosfato pH 5,0 ¢ 5 pl de H,0, 30%.

A reagdo enzimatica foi interrompida pela adi¢do de 25 pl de solugfio de H,SO,
2N. A leitura foi feita logo apds a interrupgio d_a atividade enzimatica, em leitor de

microplacas com filtro 492 nm (COLIGAN et al, 1991).

I11.8.4. - Dosagem de IL-12 murina por ELISA

Placas plasticas (CORNING, New York, USA) de 96 pogos e de alta afinidade
foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-IL-12 (clone C17.15.10), na
concentragdo de 10 pg/ml, diluidos em tampéo carbonato-bicarbonato pH 9,6 0,06 M,
sendo que 50 ul dessa solugdo foram colocados em cada pogo das placas, as quais
foram incubadas durante toda a noite a 4 °C. Apos esse intervalo de tempo, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS-T20 0,05% e, posteriormente, bloqueadas com PBS-
T20 0,05%+M5% por 1 hora & temperatura ambiente, 200 ul por pogo. As placas
foram lavadas novamente 6 vezes com PBS-T20 0,05% e, a seguir, incubadas durante
toda a noite a 4°C com 50 ul por pogo das amostras testes ndo-diluidas e as diluigSes
da curva padrio. A curva foi feita com uma concentragio inicial de 25 ng/ml com
IL-12 recombinante e diluida em PBS-T20 0,05% + BSA 1%, em dilui¢bes seriadas
com fator de diluicdo 2. Ao término da incubagdo, as placas foram lavadas 6 vezes
com PBS-T20 0,05% e 50 ul do anticorpo monoclonal anti-IL-12 (clone C15.6)
biotinilado, diluido 1:500 em PBS-T20 0,05% e M5% foram adicionados a cada pogo
e incubados por 1 hora a 37°C. Ao término da incubagdo, as placas foram lavadas 6
vezes com PBS-T20 0,05% e incubadas por 1 hora a 37°C com conjugado avidina-
peroxidase do “kit” ABC (Vectstain, Vector, Burlingame, USA), 50 ul por pogo. Apds
incubagfio por 1 hora a 37°C, as placas foram novamente lavadas 6 vezes com PBS-
T20 0,05% e incubadas por 10 a 15 min 3 temperatura ambiente em cdmara escura
com 50 pl em cada pogo da substincia reveladora. Essa substdncia foi preparada no

momento do uso, consistindo de 5 mg de OPD em 12,5 ml de tamp@o citrato-fosfato

pH 5,0 es5 }Jl de HzOz 30%.
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A reagdo enzimatica foi interrompida pela adigdo de 25 pl de solugdo de H,SO,
2N. A leitura foi feita logo apés a interrupgio da atividade enzimatica, em leitor de
microplacas com filtro 492 nm (COLIGAN et al, 1991).

IIL9 - DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO

Placas de plastico rigido de 96 pogos foram utilizadas na dosagem do NO. As
amostras testes ndo-diluidas e as dilui¢des da curva padrdo foram adicionadas a um
volume de 50 pl por pogo. A curva padrio de NO foi feita com uma concentragio
inicial de 200 uM/ml e em 11 diluigdes seriadas subsequentes com fator de diluigdo 2,
até a concentragio final de 0,195 pM/ml. As amostras testes e as da curva padréo
foram, a seguir, incubadas com o reagente de Griess. O reagente de Griess consistiu de
uma solugdo de 2,5 ml de NEED (naftiletilenodiamina dihidrocloreto) 2 vezes
concentrado + 2,5 ml de sulfanilamida 2 vezes concentrada + 2,5 ml de H;PO4 5% +
2,5 ml de agua destilada. Os reagentes foram misturados no momento do uso, sendo
retirado o ar do frasco neste periodo. O NEED 2 vezes concentrado consiste de uma
solugdo de NEED 0,1% + 0,05g de NEED + 25 ml de dgua destilada. A sulfanilamida
2 vezes concentrada consiste de uma solugio de sulfanilamida 1% em H;PO, 5% + 0,5
g de sulfanilamida + 25 ml de H;PO, 5% (COLIGAN, 1994). A reagdo colorimétrica
ocorreu imediatamente apos a colocagdo do reagente de Griess e a leitura foi feita em

leitor de microplacas com filtro de 540 nm.

IT1.10 - PARASITEMIA

O niimero de parasitas circulantes foi determinado no periodo de 7 a 90 dias,
sendo a primeira observagio realizada no sétimo dia apés a inoculagdo das cepas, e
sucessivamente a cada dois dias. As observagdes foram realizadas até duas semanas
- ap6s ndo se encontrarem mais parasitas. Para estes experimentos, 5 pl de sangue,
obtidos por pungdo da calda do camundongo com auxilio de ponteiras e pipeta
automatica de 5 pl, foram depositados sobre uma 1dmina de microscopio e coberta com

uma laminula de 22 x 22 mm de modo a se obter uma camada delgada de sangue,



37

ocupando homogeneamente toda a superficie da laminula (BRENER, 1961; ARIAS et
al, 1988).
O numero de 7. cruzi circulante pode ser determinado em 5 pl de sangue

multiplicando-se o niimero de parasitas observado em 100 campos, pelo fator 35,

segundo BRENER (1961).

IIL.11 - ANALISE ESTATISTICA |
A partir dos titulos codificados de anticorpos anti-hemaécias de carneiro € gama
total anti-T. cruzi, foi possivel calcular as médias e os desvios-padrio dentre os grupos

de soros dos animais que receberam as cepas de I. cruzi e/ou hemacias de carneiro. O

teste “¢” de Student foi utilizado para verificar o grau de significncia entre as médias. -

O teste “¢” de Student foi também utilizado para determinar a significdncia entre as
curvas das dosagens de IgE, IgG1, IgG2a, citocinas ¢ NO ao longo do periodo de 90
dias.

Entre as taxas de sobrevivéncia dos animais, foi usado como teste estatistico a
andlise da diferenga entre duas percentagens.

Foram consideradas significativas, para todos os testes estatisticos, as diferengas

que resultaram em p < 0,01.
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V - RESULTADOS
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RESULTADOS

IV.1 - RESULTADO DA INDUCAO DA IMUNODEPRESSAO DE
ANTICORPOS ANTI-ANTIGENOS HETEROLOGOS POR
CEPAS DE T. cruzi '

IV.1.1 - Producido de anticorpos anti-He em camundongos BALB/c

infectados e nao infectados com cepas de T. cruzi.

HemaAcias de carneiro foram utilizadas como antigenos heterélogos na avaliagéo
da imunodeficiéncia, durante a infec¢do experimental de camundongos BALB/c pelo
T. cruzi. Para essa finalidade, foram utilizadas cepas com caracteristicas de viruléncia
diferentes, sendo escolhidas as cepas PF, SC38 e Y.

Na Figura 1, estio representados os resultados obtidos, expressos pela média
dos titulos de anticorpos anti-hemacias de cameiro por grupo de camundongos
BALBY/c infectados com as diferentes cepas de I. cruzi. O sistema de avaliagio foi o
método de hemaglutinagfio ativa. Todos os animais receberam uma concentragio igual
de He, sendo que os diferentes grupos de animais receberam indculos variados de T.
cruzi, dependendo da particularidade da cepa. De acordo com a analise estatistica, os
resultados demonstraram que as trés cepas de 7. cruzi sio imunossupressivas, sendo o
grau de imunossupressdo variavel ao longo dos 90 dias pés-inoculagdo. As amostras de
soros controles negativos, oriundos de animais inoculados com salina, € de soros de
animais inoculados apenas com as cepas de T. cruzi, apresentam resultados nulos ou

com titulos abaixo de 4, por isso, ndo estdo mostrados na figura.
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( Figura 1. Titulos de anticorpos anti-hemécia de carneiro em camundongos BALB/c
infectados com cepas de 7. cruzi. O método de detecgdo de anticorpos foi a
hemaglutinagio ativa. Todos os animais receberam uma concentragéo de hemacias de

carneiro (He) de 2 x 10° células. As colunas marrons mostram animais que s6

receberam He (grupo controle); as verdes mostram animais inoculados com 2x10’
parasitas da cepa PF; as azuis mostram animais inoculados com 5000 parasitas da cepa
SC38; e as vermelhas mostram animais inoculados com 100 parasitas da cepa Y. Os
" resultados representam a média por grupo sendo que analise estatistica utilizada foi o

teste “¢” de Student (* p<0,01 comparado com o grupo controle de He). Cut oof
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IV.1.2 - Determinagio dos niveis de anticorpos gamaglobulina total

anti-7T. cruzi.

Os perfis dos anticorpos gamaglobulina total anti-T. cruzi foram avaliados pelo
método de ELISA, nos grupos de animais infecfados com as diferentes cepas de 7.
cruzi e que receberam igual inéculo de uma concentragdo de hemacias de carneiro de
2,5 x 10%, comparados com aqueles que sé receberam os inéculos com as diferentes
cepas do parasita.

Na Figura 2, estdo representados estes resultados, sendo expressos pela média
dos titulos de anticorpos anti-7. cruzi gamaglobulina total, dentro dos grupos de
camundongos infectados com as cepas de 7. cruzi. Os grupos de camundongos
moculados somente com He, ou somente com solugdo fisiologica, deram resultados
nulos por isso ndo estdo representados, o “cut-off” foi calculado apartir da média dos
controles negativos + 3 desvios-padrdo correspondendo ao titulo 20.

De acordo com a anilise estatistica, nio houve diferenga significativa na
producdo de anticorpos anti-T. cruzi, quando foram comparados os grupos de
camundongos que receberam somente inoculagio dos parasitas com aqueles que foram

infectados e também receberam He.
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Figura 2. Determinagdo dos titulos de anticorpos gamaglobulina total anti-7. cruzi
avaliados pelo método de ELISA, em grupos de animais inoculados simultaneamente
com hemacias de carneiro (He) e cepas de 7. cruzi (colunas verde, azul escuro e
vermelho) ou somente com as cepas de 7. cruzi (colunas amarelo, azul claro e lilas).
Os resultados representam as médias por grupo, as quais foram submetidas a analise

estatistica, utilizando-se o teste “/” de Student.
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V.13 - Avaliacio da  produgio de  anticorpos anti-T. cruzi
gamaglobulina total em camundongos BALB/c infectados com

cepas de T. cruzi e/ou inoculados com He.

Nas Figuras 3 e 4, estio representados os resultados obtidos com a
determinag@o da produg¢do de anticorpos gamaglobulina total anti-7. cruzi, pelo método
de ELISA, entre grupos de camundongos infectados com as diferentes cepas do
parasita, dentro do grupo de animais inoculados com He ou sem He e os resultados sdo
expressos pela média dos titulos de anticorpos anti-T. cruzi.

Para esta avaliagdo, a cepa PF de T. cruzi, definida como a de menor viruléncia,
foi escolhida para se estabelecer um padrdo comparativo entre as trés cepas utilizadas
neste trabatho.

Na Figura 3 pode ser observada uma significativa redugdo na produgio de
anticorpos anti-7. cruzi nos camundongos inoculados com a cepa Y e SC38, isso
persiste até o trigésimo dia. A partir do quadragésimo quinto dia, ocorre uma
significativa producdo de anticorpos nos animais inoculados com a cepa SC38,
enquanto que isto ndo ocorre nos animais infectados com a Y.

Na Figura 4, estdo representados os titulos de anticorpos anti-I. cruzi nos
animais inoculados com He e com as cepas de 7. cruzi. Semelhante aos resultados de
produgdo de anticorpos representados na Figura 3, os animais infectados com a SC38
comegam a elevar os titulos de anticorpos no quadragésimo quinto dia, mas, observa-
se que diferentemente ocorre uma significativa elevagiio nos titulos de anticorpos nos

animais infectados com a cepa Y.
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Figura 3. Titulos de anticorpos anti-7. cruzi gamaglobulina total em soros de
camundongos BALB/c inoculados com diferentes cepas de 7. cruzi; 0s anticorpos
foram dosados pelo método de ELISA. Os resultados representam a média por grupo,
sendo que a analise estatistica utilizada foi o teste “¢” de Student (* p<0,01 comparado

com o grupo da cepa PF).
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Figura 4. Titulos de anticorpos anti-7. cruzi gamaglobulina total em soros de
camundongos BALB\c inoculados com diferentes cepas de 7. cruzi € com igual
inoculo de uma solugdio de hemacia de carneiro; os anticorpos foram dosados pelo
método de ELISA. Os resultados representam a média por grupo, sendo que a analise
estatistica utilizada foi o “s” de Student (* p<0,01 comparado com o grupo de animais

inoculados com a cepa PF de 7. cruzi e hemacias de carneiro).
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IV.2 - RESULTADO DAS DOSAGENS DE ANTICORPOS IgE, IeG1l E
IgG2a EM CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADOS COM
CEPAS DE T. cruzi

As dosagens de anticorpos IgE, IgG2a e IgGl foram realizadas com a finalidade
de se verificar a cinética da produgio destas moléculas durante a infecgdo experimental
de camundongos BALB/c pelo 7. cruzi. Como relatado na literatura, a produgdo desses
anticorpos, especificamente de IgG2a, estd relacionada com as atividades de Th,,
enquanto que a produgdo de IgE e IgGl, mais diretamente relacionada com as
atividades de Th..

Os niveis de anticorpos foram determinados em “pool” de soros, avaliados pelo
método de ELISA, durante os 90 dias de infecgio.

A Figura 5, demonstra o perfil de anticorpos IgE especificos anti-7. cruzi no
“pool” de soros entre grupos de camundongos BALB/c inoculados com as diferentes
cepas de T. cruzi. Os resultados estdo representados em absorbancias, sendo o “cut-
off” de 0.178 equivalente as médias dos controles negativos + 3 desvios-padrdo. A
analise estatistica da produgdo de IgE, entre os animais infectados com as cepas SC38
e a Y, ndo evidenciou diferenga significativa na produgdo desta classe de anticorpos. O
grupo de animais inoculados com a cepa PF ndo apresentou niveis detectaveis de IgE,
sendo que média das absorbancias apresentou valores abaixo do “cut-off”.

Na Figura 6, estdo demonstrados os resultados obtidos com a dosagem de
anticorpos IgG1 especificos anti-I. cruzi no “pool” de soros dos grupos de
camundongos BALB/c inoculados com diferentes cepas do protozoario. Os resultados
foram expressos em absorbancia, sendo o “cut-off” de 0.149 representado pela média
dos controles negativos + 3 desvios-padrdo. A anilise estatistica destes resultados,
evidenciou uma maior produgdo de anticorpos IgG1 no grupo Y e no SC38 quando
comparado com a produgdo destes anticorpos pela cepa PF, mas ndo foi significativo
no grupo da Y comparado com o SC38.

A Figura 7 representa as dosagens de anticorpos IgG2a anti-7. cruzi no “pool”
de soros de grupos de camundongos BALB/c inoculados com diferentes cepas de 7.

cruzi. Os resultados sio representados pelas absorbancias obtidas, sendo o “cut-off” de
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0.156 representado pela média dos controles negativos + 3 desvios-padrdo. A analise
estatistica do perfil de sintese deste isotipo, ao longo dos 90 dias, revelou uma maior
produgdo de anticorpos IgG2a no grupo da cepa SC38 comparado com ada PF e Y. A
produgdo destes anticorpos, no entanto, ndo foi significativamente diferente quando se

compara os grupos de animais inoculados com as cepas Y € PF.
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Figura 5. Dosagem de anticorpos especificos IgE anti-7. cruzi no “pool” de soros de

grupos de camundongos BALB/c, inoculados com diferentes cepas de 7.cruzi. Os

resultados representam a absorbancia por “poo
cla média dos controles negativos + 3 desvios-padrdo. A analise

1” de soros, sendo o “cut-off” de 0.178

representado p

estatistica utilizada foi “1” de Student entre as curvas.
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Dosagens de anticorpos IgG1 anti-T cruzi
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Figura 6. Dosagem de anticorpos IgG1 especificos anti-7. cruzi no “pool” de soros de

grupos de camundongos BALB/c, inoculados com diferentes cepas de T.cruzi. Os

resultados representam a absorbancia por “pool” de soros, sendo o “cut-off” de 0.149

representado pela média dos controles negativos + 3 desvios-padrdo. A analise

estatistica utilizada foi o teste ! » de Student entre as curvas (*p<0, 01 comparado

entre os grupos de colunas da cepa Y e SC38 com a cepa PF).
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Dosagens de anticorpos IgG2a anti-T.cruzi
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Figura 7. Dosagem de anticorpos especificos 1gG2a anti-7. cruzi no “pool” de soros
de grupos de camundongos BALB/c, inoculados com diferentes cepas de 7 cruzi. Os
resultados representam a absorbéancia por “pool” de soros, sendo 0 “cut-off” de 0.156
representado pela média dos controles negativos + 3 desvios-padrdo. A andlise

estatistica utilizada foi o teste “7” de Student entre as curvas (*p<0, 01 comparado

entre os grupos de colunas).
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IV.3 - DETERMINACAO DO  PERFIL DE CITOCINAS EM
SOBRENADANTES DE CULTURA DE ESPLENOCITOS,
ORIUNDOS DE CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADOS
COM CEPAS DE T. cruzi

IV.3.1 - Resultados da dosagem de IL-4

Os niveis de IL-4 foram evidenciados pelo método de ELISA em sobrenadantes
de cultura de esplendcitos oriundos de grupos de camundongos BALB/c, infectados
com as diferentes cepas de T. cruzi. Estas células foram cultivadas somente com o
meio ou estimuladas com o mitégeno Con-A ou antigeno soliivel de cada cepa. A
produgdo dessa citocina ndo foi expressiva no decorrer dos 90 dias. A Tabela 1
representa esses resultados.

A analise estatistica da produ¢io de IL-4 nos sobrenadantes de cultura, ndo
mostrou significativa diferenga entre as células estimuladas com a Con-A dentro dos
grupos de camundongos infectados com as cepas de T. cruzi.

Com as células cultivadas somente em meio ndo foi encontrado IL-4, € no

estimulo antigénico s6 foi encontrado no grupo da SC38.
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TABELA 1. Produgdo de IL-4 por grupos de esplendcitos (5 x 10° células por
ml de meio RPMI-1640 + 10% SFB), em sobrenadantes de cultura e em duplicata, de

camundongos fémeas BALB/c infectados com as cepas de T. cruzi PF, SC38 ¢ Y, ¢

estimulados com Con-A, ou 30 ug de extrato solivel antigénico das cepas PF ou Y ou
SC38, ou cultivados apenas em meio RPMI-1640 + 10% SFB. Os esplendcitos foram
utilizados em “pool” de células de dois animais, sacrificados por grupo de cepa, nos

dias 7, 15, 30, 45, 60, 90 apés os indculos. No dia “0” representam os animais

| controles, ndo infectados. Os sobrenadantes foram coletados 48 horas apds os

estimulos.
Infec¢do com cepa
Y SC38 PF
IL-4 (ng/ml) IL-4 (ng/ml) IL-4 (ng/ml)
Dias Meio Ag Con-A Meio Ag Con-A Meio Ag Con-A
0 0 0 0 0 0 0 0 O 0
7 0 0 0 0 0 0,08 0 0 010
15 0 0 038 0 0 0 0 0 0,16
30 0 0 0,047 0 0,06 0,25 0O 0 0
45 0 0 0,028 0 0 0 0O o0 O
60 0 0 0 0 0 0 0 O 0
90 0o 0 0 00 0 0 0 0
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Figura 8. Curva padrio de IL-4 recombinante estabelecida pelo método de ELISA com

0 emprego de anticorpos monoclonais anti-IL-4. Regressio linear com p< 0,0001 e r =

0,9.




V.3.3 - Resultados da dosagem de IL-10

Os niveis de IL-10 foram evidenciados pelo método de ELISA em
sobrenadantes de cultura de esplendcitos oriundos de grupos de camundongos
BALB/c, infectados com as diferentes cepas de 7. cruzi. Estas células foram
estimuladas em cultura com o mitdgeno Con-A, antigeno soliivel de cada cepa ou
cultivadas somente com o0 meio.

A Tabela 2 representa os resultados da detecgdo desta citocina no decorrer dos
90 dias. Observou-se niveis varidveis de produgdo de IL-10 quando os esplendcitos
foram estimulados em cultura com o mitégeno Con-A ou antigeno solavel de cada
cepa, diferentemente dos esplendcitos cultivados somente em meio, onde
sistematicamente néo foi encontrado niveis detectaveis de IL-10.

A andlise estatistica dos resultados relativos a detecgdo de IL-10 nos
sobrenadantes de cultura, ndo mostrou diferenga significativa na produgdo desta
citocina entre os grupos estimulados com o antigeno Y comparado com SC38, mas foi
significativa a diferenga da SC38 e Y comparados com a PF.

Nas células cultivadas em presenga de Con-A, houve significativa diferenga na
producdo de IL-10 no grupo da SC38 comparada com a da Y, mas ndo houve diferenca
quando comparada com a da PF. Em presenca de Con-A, também néo houve diferenga
significativa na produgio de IL-10 quando comparados os grupos de animais
inoculados com a cepa Y e a cepa PF.

A analise dos dados individualizados da produgio de IL-10, no decorrer dos 90
dias, indica que no grupo Y essa citocina tem seu maior pico de produgdo no 7° dia
ap6s o indculo, comparados com as cepas SC38 e PF, e apés esse periodo ocorre uma
inversfio na produgio de IL-10 que comega a subir no grupo SC38, tendo seu maior
pico no 30°dia e mantendo esses niveis até o 90° dia, se comparado com os grupos PF
e Y, e isso ocorre tanto no estimulo antigénico como no estimulo com Con-A. Com a
cepa PF, a produgio de IL-10 nos esplendcitos estimulados com antigeno solavel foi

fraca mais teve uma boa produgdo no estimulo com a Con-A, sendo a anlise dos



dados individualizados se comportou semelhantemente ao grupo SC38, com pico no

30° dia e manutengio de niveis elevados até o 90° dia.

TABELA 2. Produgéo de IL-10 por grupo‘s de esplendcitos (5 x 10° células por
ml de meio RPMI-1640 + 10% SFB), em sobrenadantes de cultura e em duplicata, de
camundongos fémeas BALB/c infectados com as cepas de 7'. cruzi PF, SC38 ¢ Y. As
células foram estimuladas com Con-A, ou 30 pg de extrato soliivel antigénico das
cepas PF ou Y ou SC38, ou cultivados apenas em meio RPMI-1640 + 10% SFB. Os
esplenécitos foram utilizados em “pool” de células de dois animais, sacrificados por
grupo de cepa, nos dias 7, 15, 30, 45, 60, 90 apos os inéculos. No dia “0” representam

os animais controles, ndo infectados. Os sobrenadantes foram coletados 48 horas apés

0s estimulos.

Infecgdo com cepa

Y SC38 PF
IL-10 (ng/ml) IL-10 (ng/ml) IL-10 (ng/ml)
~ Dias Meio Ag Con-A Meio Ag Con-A Meio Ag Con-A
0 0 0 0 0 0 0 0O 0 0
7 0 23 26 0 08 44 0 0 03
15 0 1,6 23 0 17 40 0 08 3,0
30 0 1,0 20 0 46 59 0 0 38
45 0 1,8 3,0 0 3,8 3,7 0 O 3,8
60 0 1.4 24 6 27 3,9 0 0 35
90 0 1,5 26 0 36 40 0 0 36
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Figura 9. Curva padrio de IL-10 recombinante estabelecida pelo método de ELISA
com o emprego de anticorpos monoclonais anti-IL-10. Regressio linear com p< 0,0004

er=0,8.
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IV.3.2 - Resultados da dosagem de IFN-y

A Tabela 3 representa os resultados da dosagem de IFN-y no periodo de 0 a 90
dias, evidenciados pelo método de ELISA, em sobrenadantes de cultura de
esplendcitos oriundos de grupos de camundongos BALB/c infectados com as
diferentes cepas de I. cruzi. As células foram estimuladas em cultura com Con-A, ou
com antigenos de cada cepa ou s6 com o meio.

A analise estatistica da produgfo de IFN-y, nos sobrenadantes de cultura, nio
mostrou diferenga significativa nos niveis de produgdo desta citocina entre os grupos
de esplendcitos, cultivados com meio somente ou estimulados com os antigenos
soliveis de cada cepa de 7. cruzi ou Con-A.

Na analise dos dados tomados de uma forma individualizada pode-se observar
que os esplendcitos cultivados apenas com o meio apresentou uma maior produco de k
IFN-y nos grupos PF e Y comparados com o grupo da SC38, isso ocorreu no 7° dia
para PF e no 7° ¢ 15° para o grupo Y, sendo que o 15° dia foi o de maior produgdo
dessa citocina. Com o grupo SC38 e com a presenca somente do meio de cultura, a
produgdio de IFN-y tem inicio no 30° dia subindo gradativamente até o 90° dia o qual &
seu maior pico. Nos esplendcitos estimulados com antigeno solivel ou Con-A houve
uma homogeneidade na produgio do IFN-y nos grupos Y e SC38. Com o grupo PF
durante os estimulos com o antigeno, em dados individualizados, pode ser observado

uma menor produgio de IFN-y, comparado com o grupo Y e SC38.
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TABELA 3. Produgiio de IFN-y por grupos de esplendcitos (5 x 10° células
por ml de meio RPMI-1640 + 10% SFB), em sobrenadantes de cultura e em duplicata,
de camundongos fémeas BALB/c infectados com as cepas de 7. cruzi PF, SC38 ¢ Y.
As células foram estimuladas com Con-A, ou 30 pg de extrato solavel antigé€nico das
cepas PF ou Y ou SC38, ou cultivados apenas efn meio RPMI-1640 + 10% SFB. Os
esplendcitos foram utilizados em “pool” de células de dois animais, sacrificados por
grupo de cepa, nos dias 7, 15, 30, 45, 60, 90 apos os inéculos. No dia “0” representam

animais controles, nfio infectados. Os sobrenadantes foram coletados 48 horas apés os

estimulos.

Infecgdo com cepa

'’ SUBT ree”

IFN-y (U/ml) IFN-y (U/ml) IFN-y (U/ml)
Dias Meio Ag Con-A Meio Ag Con-A Meio Ag Con-A
0 0 0 93 0 0 93 0 0 93
7 16,0 92,5 91,5 0 894 9172 15,2 50,2 84,2
15 23,9 83,0 95,0 0 90,5 93,5 0 198 91,5
30 0 63,2 845 1,2 74,5 90,1 0 256 83,0
45 0 820 915 1,5 64,7 79,6 0 28,0 92,0
60 0 720 820 1,8 753 92,0 0 46,0 92,0
90 0 81,0 86,0 20 840 935 0 659 925
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Figura 10. Curva padrdo de IFN-y recombinante estabelecida pelo método de ELISA

com o emprego de anticorpos monoclonais anti- IFN-y. Regressdo linear com

p<0,0001 er=0,9.
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IV.3.4 - Resultados da dosagem de IL-12

Embora tenha sido dosada em duplicata no sobrenadante de cultura de
esplendcitos oriundos de camundongos BALB/c infectados com as cepas de 7. cruzi

PF, SC38 e Y, cultivados com 0s respectivos antigenos de cridlise de cada cepa, com

Con-A ou em meio, os resultados obtidos evidenciaram niveis nfio detectaveis desta

citocina nas condigdes estabelecidas para a cultura destas células.
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IV.4 - RESULTADO DA DOSAGEM DE OXIDO NITRICO EM
SOBRENADANTES DE CULTURA DE ESPLENOCITOS,
ORIUNDOS DE CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADOS

COM CEPAS DE T. cruzi

Na Tabela 4 sio mostrados os resultados com a dosagem de NO, realizada pelo
método de Griess, em sobrenadantes de cultura de esplendcitos oriundos de grupos de
camundongos BALB/c infectados com as cepas de T. cruzi, no decorrer de 90 dias. Os
esplendcitos foram estimulados em cultura com Con-A, ou com antigenos de extrato
solitvel de cada cepa ou cultivados s6 com 0 meio.

N#o houve produgio detectavel de NO no grupo PF em nenhuma das condigdes
experimentais estabelecidas. Quando os esplendcitos ndo foram estimulados, os niveis

de NO nio foram também detectiveis no grupo SC38, no entanto, quando estimulados

com antigeno sohivel, detectou-se niveis inicialmente baixos que foram uniformemente

crescentes nos esplendcitos provenientes de animais com diferentes periodos pos-

infecgdio. A anali

| significativa da produ
Con-A ou antigeno.

No grupo Y, quan

detectaveis de NO nos periodo

no 15° dia, para se tornarem nao-
Quando estimuladas com antigenos soliveis, a produgio de NO no grupo Y

se estatistica da curva durante os 90 dias, ndo mostrou diferenga

¢do de NO entre 0s grupos Y e SC38 quando estimulados com

do as células ndo foram estimuladas, observou-se niveis
s iniciais pos-infecgdo, sendo particularmente elevados

detectaveis a partir do 30° dia pos-infecgdo.

revelou que, os niveis sdo maiores do sétimo ao décimo quinto dias, sendo este ultimo

com o maior pico. No grupo SC38, co
inicio no sétimo dia, subindo gradativamente e tendo seu maior pico no nonagésimo

m o estimulo antigénico, a produgdo de NO tem

dia. Com o estimulo de Con-A 2 produgdo de NO no grupo Y ocorreu do sétimo ao
décimo quinto dia, sendo menos expressiva comparado com o estimulo antigénico ou

s6 em meio, ¢ da mesma forma cOm O grupo SC38, a produgdo de NO também foi

pouco expressiva, mantendo um nivel basal até o nonagésimo dia.
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TABELA 4. Produgido de "NO" (6xido nitﬁco) por grupos de esplendcitos (5 x
10° células por ml de meio RPMI-1640 + 10% SFB), em sobrenadantes de cultura e

em duplicata, de camundongos fémeas BALB/c infectados com as cepas de 7. cruzi

PF, SC38 e Y. As células foram estimuladas com Con-A, ou 30 ug de extrato soltvel

antigénico das diferentes cepas, ou cultivados apenas em meio RPMI-1640 + 10%
SFB. Os esplenécitos foram utilizados em “pool” de células de dois animais,
sacrificados por grupo de cepa, nos dias 7, 15, 30, 45, 60, 90 apds os inéculos. No dia

“0” representam os animais controles, ndo infectados. Os sobrenadantes foram

coletados 48 horas ap6s os estimulos.

Infecgdo com cepa

Y SC38 PF
~NO (uM/ml) NO (uM /ml) NO (uM /ml)

Dias Meio Ag Con-A Meio Ag Con-A Meio Ag Con-A
0 0 0 0 0o 0 0 0 0 ©
7 0,73 6,2 85 0 05 05 0 0 0
15 16,2 20,0 6,3 0 L5 L7 0 0 O
30 0o 0 O 0 32 17 0 0 ©
45 0 23 06 0 38 0 0 0 0
60 0 14 O 0 35 04 0 0 0
90 0 64 0 0 40 10 0 0 0
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Figara 11. Curva padrfio de NO estabelecida pelo método de Griess. Regressio linear
com p< 0,0001 er=90,9.
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IV.5 - PARASITEMIA DE CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADOS

COM CEPAS DE T. cruzi

A Figura 12 apresenta os resultados obtidos na determinagdio da curva de

parasitemia de camundongos BALB/c utilizados nos experimentos de dosagem de IgE,

IgG1 e IgG2a. Observa-se a presenca evidente de um perfil diferencial relacionado ao

ntimero de parasitas circulantes, nos camundongos infectados com a cepa SC38 em

relacdio aos infectados com a Y, no decorrer dos 90 dias. Pode ser demonstrado que ha

um deslocamento no pico da parasitemia da SC38, que ocorreu no vigésimo sétimo dia

apOs a infecgdo, em relagdio a Y, onde o pico de parasitemia ocorreu no nono dia. A

cepa PF ndo ¢ demonstrada porque nfo induziu parasitemia.
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Figura 12. Curva de parasitemia de camundongos BALB/c Infectados
com as cepas de 7. cruzi Y (colunas vermelhas) e cepa SC38 (colunas azuis).
Os parasitas ndo foram encontrados a partir do trigésimo sétimo dia, sendo que
foi efetuada a parasitemia até o quadragésimo dia; nesse periodo, ndo foi
encontrado a presenga de parasitas tanto nos camundongos infectados com a

cepa Y como nos infectados com a cepa SC38. Os resultados nulog do dia 37

até o dia 49 ndo estdo demonstrados na figura.
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V.6 - SOBREVIVENCIA DE CAMUNDONGOS BALB/c DURANTE
OS EXPERIMENTOS

Na Figura 13, estdo representados os nﬁmerds de camundongos BALB/c
sobreviventes durante os experimentos realizados neste trabalho, exceto os animais
utilizados nos experimentos dos ensaios biolégicos que foram sacrificados.

A observagdo dos resultados mostra que durante os experimentos ndo houve
morte de animais infectados com as cepas SC38 ¢ PF, com 100% de sobrevivéncia no
decorrer dos 90 dias.

Nos grupos de animais infectados com a cepa Y houve igual nimeros de mortes
com um taxa de sobrevivéncia de 20% ao final de 90. Entre os grupos inoculados
apenas com as cepas SC38 ou PF houve diferenca significativa da sobrevivéncia,

quando comparados com o grupo da cepa Y.




67

Taxa de sobrevivéncia de camundongos
BALB/c durante os experimentos

* *
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Figura 13. Nimero de animais sobreviventes durante os 90 dias dos
experimentos de indculos com as diferentes cepas 7. cruzi em camundongos fémeas
BALB/c. A analise estatistica utilizada foi a diferenga entre duas percentagens
(*p<0,01 comparado, no nonagésimo dia, entre a coluna da cepa SC38 ¢ PF com a

coluna da cepa Y).
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DISCUSSAO

No decorrer deste trabalho, procurou-se observar modificagdes nas respostas
imunolégicas desencadeadas, quando da infec¢do experimental de camundongos
BALB/c com diferentes cepas de T. cruzi, dando enfoque para as caracteristicas
parasitarias de cada cepa. Foram utilizadas as cepas PF (avirulenta), SC38 (média
viruléncia) e Y (alta viruléncia).

Trabalhos de MENEZES (1968) e RIBEIRO DOS SANTOS (1973)
demostraram que a cepa PF ¢ uma cepa avirulenta, originada da cepa Y apds
sucessivas passagens em meio LIT. STEINDEL (1993), apos ter isolado das fezes de
triatomineos uma cepa de T.cruzi, a qual foi denominada SC38, mostrou que, por suas
caracteristicas parasitarias, tinha média viruléncia. SILVA & NUSSENZWEIG (1953)
obtiveram uma cepa a partir da realizagdo do xenodiagnéstico em um paciente
chagasico e pela caracteristica de induzir alta mortalidade em camundongos brancos,
foi designada de alta viruléncia e denominada cepa Y.

A viruléncia € tomada como pardmetro de atividade imunossupressiva em
* muitos trabalhos utilizando-se animais infectados com tripanosomatideos. ALBRIGHT
et al. (1981) verificaram que o grau de viruléncia de clones 7. brucei brucei promovia
imunossupressdo. SACKS er al (1980), trabalhando com T. musculi, obtiveram
resultados similares. Com 7. cruzi, os resultados obtidos com imunossupressdo sdo
restritos ao parasita, nfo tendo sido até o presente levado em consideragdo a
diversidade das cepas.

CORSINI et al. (1981) demonstraram resultados de imunodeficiéncia em
camundongos da linhagem BALB/c, observados num periodo de 20 dias apds a
infecgdo pela cepa Y. REED et al. (1984) e REED e al. (1989), estudando a
imunossupressdo induzida pelo 7. cruzi, observaram que essa imunossupressdo afetava
a producdo de anticorpos dirigidos a antigenos heterélogos.

Utilizando como pardmetro a producio de anticorpos para antigenos
heterélogos, em particular anti-hemdcias de carneiro, observou-se no presente trabalho

que a caracteristica de viruléncia da cepa ¢ fator importante na determinagdo do
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Processo imunossupressivo. Dessa maneira, os camundongos infectados com a cepa Y
apresentaram imunossupressdo durante todo o periodo de 90 dias. Com a cepa SC38, a
imunossupresssao apresentou graus variados durante os 90 dias, nao sendo

imunossupressiva no décimo quinto e septuagésimo dia. Com a cepa PF, a atividade

imunossupressiva ocorreu até o trigésimo dia ap6s o inéculo.
Entre os grupos de animais que receberam in6culos das cepas do 7. cruzi e

aqueles que também foram inoculados com hemdcia de carneiro no fo; evidenciado
disparidade na produgdo de anticorpos anti-7. cruzi gamaglobulina total,

A produgdo de anticorpos anti-7. cruzi entre os animais que receberam aY ou
SC38 com os animais que receberam PF foi comparada dentro de cada grupo com ou
sem indculo de antigeno heterélogo. Observou-se que, no grupo de animais que
receberam He, houve maior produgdo de anticorpos anti-7. cruzi nos grupos Y e
SC38 quando comparados com o da PF.

BOUHDIDI (1994) demonstrou que a produgdo de anticorpos anti-7. cruzi

durante a infeccdo experimental de camundongos BALB/c, induzia

hipergamaglobulinemia com elevados niveis de IgM, IgG2a e IgE Essa produgdo
elevada de anticorpos tem inicio na fase aguda com anticorpos classe IgM e persiste

durante a fase cronica, quando o nivel das imunoglobulinas retorna g seus valores

normais, excetuando-se a IgE.
Segundo TAKEHARA (1981) ¢ BOUHDIDI (1994) demostraram que a

imunidade produzida por anticorpos IgG2a, IgG2b e IgG1 ¢ mais efetiva do que por
IgM. Durante a fase cronica, 70% dos anticorpos sdo do tipo IgG2a e 10% do tipo
IgG1, sendo que esses tltimos teriam alta avidez, determinando o curso da infec¢do,
No presente trabalho, foi enfatizada a produgio dos anticorpos IgG1, IgG2a e
IgE por dois motivos. O primeiro é que a presenga significativa de anticorpos IgG1 e
IgG2a indicam um possivel mecanismo de controle da infecgdo, € o segundo ¢ que a
predominancia de IgGl e IgE estd relacionada a atividade de linfécitos Th,
(PURKERSON, 1992) e IgG2a, relacionada com a atividade de Th, (MORRIS, 1994),
Os resultados obtidos demonstram que houve producdo em niveis detectaveis de

IgE anti-7 cruzi nos animais que foram inoculados com a cepa Y ou com SC38,
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indicando que ambas as cepas ativam 0 subclone Th,. Com os animais inoculados com
a PF, os resultados indicaram que ndo houve produgdo de IgE em niveis detectdveis.

Os resultados da produgdo de 1gG1, especificos anti-7. cruzi foram observados
em todos os grupos de animais inoculados com as cepas, com maior producdo desta
sub-classe de anticorpos nos grupos Y e SC38. No grupo de animais inoculados com a

PF, a produgio de IgG1 foi significativamente menor comparada com as outras cepas.

A partir desses dados, pode-se deduzir que as 3 cepas estudadas podem ativar, em

graus variados, os subpopulagdes de linfocitos Th,, sendo esta ativagio mais

expressiva com as cepas Y € SC38.

Como sabemos, a resposta imune ¢ a expressdo de complexos mecanismos

sobreponiveis, resultantes da ativagao de redes de diferentes clones celulares. Portanto,

uma participagfo direta € isolada dos anticorpos dos isotipos IgG1 e IgE no controle da

infecgfio pelo 7. Cruzi € discutivel. Parece ser importante a presenca destes anticorpos

com a cepa SC38, ja que, a0 final dos 90 dias, 100% dos animais sobreviveram. Por

outro lado, a simples presenga destes anticorpos no grupo de animais inoculados com a

cepa Y parece ndo fazer muita diferenga, pois a infecgdo segue seu curso levando a

dos animais no periodo de 90 dias. Com a cepa PF, os resultados sdo pouco

esclarecedores, embora a presenca de IgG1 indique uma possivel participagio desses

. anticorpos no processo de protegdo. Em trabathos realizados por MENEZES (1968)

ficou demonstrado a protegdo conferida pela PF em animais infectados com a Y,
embora nio tenha sido estabelecido nenhuma relagéo a um isotipo em particular.

Os resultados referentes a dosagem de anticorpos especificos IgG2a anti-T.

cruzi, mostram que houve maior produggo de IgG2a nos animais que foram inoculados

com a cepa SC38 comparados com aqueles que receberam a cepa Y ou PF. Isso indica

morte 80%

que a cepa SC38 também induz subpopulagdes de linfocitos do tipo Thy com mais
expressividade do que as cepas Y ou PF. E que, a presenga de anticorpos IgG2a em

maiores niveis, de acordo com 08 trabalhos de BOUHDIDI (1994), também indica um

canismo de controle da infeccdo.
o com MOSMANN & SAD (1996), os linfécitos Th, e Th, sdo

< L.TCD4" que produzem determinadas citocinas quando estimulados.

provavel me
De acord

subpopulag¢des do




72

Os linfécitos Th, tém como perfil de secregdo as citocinas IFN-y, IL-2 e linfotoxinas,
enquanto os linfocitos Th, apresentam o perfil secretério de IL-4, IL-5, IL-6, I1-9 e
IL-10.

JANKOVIC & SHER (1996) descrevem que, em geral, o parasitismo
intracelular é associado a dois perfis de citocinés, a do tipo 1 as quais seriam IL-2,
IFN-y e TNF-B e, as tipo 2, que seriam I1L-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL~10 e IL-13. J& em
parasitas como helmintos haveria uma predomindncia de citocinas do tipo 2. Assim,
um possivel mecanismo levando ao controle da infecgdo parasitdria passaria por forte
indugdo da produggio de citocinas do tipo 1, do tipo 2 ou de ambas.

REINER & LOCKSLEY (1995) descreveram o papel importante da selegéio e
apresentacdo antigénica, capaz de desencadear a produgdo de citocinas que
controlariam a infecgdo parasitiria. Este estudo demonstrou que a apresentagdo de
antigenos via MHC classe I, especificamente na infec¢do por Toxoplasma sp ou
Listeria sp, resulta na produgdo de IL-12 por macréfagos, sendo que esta citocina
participaria do processo de selegdo de Thl com um controle efetivo da infecgfio. Em
contrapartida, a infecgdo por Leishmania major resulta em apresentagio via MHC
| classe II com produgdo de IL-4 e tardiamente producdo de IL-12, na qual o parasita, ja

instalado, burlaria o sistema imune dificultando o controle da infec¢fo parasitaria.

Em outros estudos envolvendo infecgbes parasitarias, como o descrito por
DARH (1996), ficou claro que a produgdo IFN-y, em excesso, em camundongos
infectados com 7. brucei pode induzir imunossupressdo, diminuindo a proliferagéio de
LT CD4"e CD8".

REED (1980) demonstrou & importéncia da participagio das populagdes de
linfécitos durante a infecgdo pelo I. cruzi, onde linfocitos provenientes de
camundongos infectados promoviam protecdo quando transferidos para camundongos
normais.
No presente trabatho, oS experimentos ndo foram realizados com LTCD4"
isolados, mas com células esplénicas totais. No entanto, procurou-se evidenciar os
| produtos secretados por estes linfocitos, em particular algumas citocinas relacionadas a

Thl ou Th2. Isso foi feito com o objetivo de tentar correlacionar o grau de viruléncia
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das cepas de 7. cruzi com os niveis destas citocinas secretadas, procurando-se
determinar o papel destas no controle da infecgdo parasitiria. Foram estudadas g
produgdo de IL-4, IL-10, IFN-y e IL-12.

TRINCHIERI (1993) descreveu que a presenca de IL~4 ¢ II.-
desenvolvimento de linf6citos Th, e que IFN-y é IL-12 induz o desenvolvimento de

10, € que induz o

Th. CALLARD, (1996) ressalta a produgdo de IL-4 por Th,, na qual esta citocina

estaria relacionada com a indugdo da produgdo da IgE e IgG1.
Em nossos resultados, a produgdo de IL-4 ndo foi muito expressiva. Houve

produc;:ﬁo de IL-4 em niveis detectaveis nos esplendcitos oriundos de camundongos
infectados com a cepa SC38 e estimulados com antigenos da mesma cepa no trigésimo
dia. Isto ocorreu préximo ao pico de parasitemia e da maior produgdo de IL-10,
indicando neste periodo um maior estimulo antigénico e de citocinas indutoras para a
produgdo de IL-4, se comparado com a Y e a PF, onde nfio houve nenhuma produgido

detectdvel desta citocina. Estes resultados sugerem fortemente que a infecgdo pela

cepa SC38 est4 relacionada a indugdo de linfécitos com atividade Th,,
Com o estimulo da Con-A a produgdo de II-4 ndo mostrou significativa

- diferenga, entre os grupos de camundongos infectados com as diferentes cepas de T

cruzi. POWRIE & COFFMAN (1993) descreveram que a IL-10, produzida por Th,,
atua sinérgicamente com IL-4 inibindo a ativagdo de macréfagos e conseqiiente

produgiio de NO.
Os resultados dos nives de IL-10 foram mais expressivos. No presente trabalho,

ficou evidenciado a produgdo desta citocina durante os 90 dias, a exce¢do dos
esplenéeitos cultivados somente com meio onde ndo foram encontrados niveig
expressivos de IL-10. A produgfo de IL-10 nos sobrenadantes de cultura nfo mostroy-
se diferente entre os grupos estimulados com o antigeno Y quando comparado com
- SC38, mas foi significativa a diferenca da SC38 ¢ Y comparados com a PF e em

pontos individualizados na curva durante os 90 dias pode-se observar que a produgio
dessa citocina foi mais expressivo para 0s grupos SC38 comparados com o gupoYe

PF. Estes resultados poderiam indicar que as cepas Y e SC38 seriam mais ativadoras

de Th, do que a PF.
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Nas células cultivadas em presenga de Con-A, houve maior produgio de IL-10
no grupo da SC38 comparados com o da Y. Esta diferenca ndo ocorreu comparando-se
a produgdo desta citocina entre o grupo SC38 com o da PF e nem entre o grupo PF
comparado com 0 Y.

CARDOSO et al. (1995) demonstraram qﬁe o IFN-y é um importante ativador
de macréfagos capaz de ativar NOS, levando ao aumento da produgéio de NO.

Sabendo da importincia do IFN-y no controle de infec¢do por parasitas
intracelulares, foi incluida sua detecgdo no presente trabalho. Observou-se expressiva
produgio desta citocina nos esplendcitos dos animais infectados pelas diferentes cepas.
Mas se compararmos entre os grupos de esplendcitos que foram cultivados com meio,
pode ser evidenciado uma produgfo diferenciada. No sétimo dia houve produgéo de
IFN-y nos grupos Y e PF, mas ndo no SC38, no décimo quinto dia ocorre expressiva
produgdo no grupo Y mas ndo no SC38 e PF, e apartir do trigésimo dia apareceram
niveis de IFN-y no grupo SC38 que fordo subindo gradativamente até o nonagésimo
dia. Isso demostra que a Y e a PF produzem essa citocina no inicio do inoculo e que
para Y inicia-se com o aumento do nimero de parasitas no sangue e termina quando
eles comegam a escassear no sangue.

Com a SC38, a produgdo de IFN-y também foi observada quando ocorreu um
aumento do mimero de parasitas no sangue, sendo que paralelamente houve uma
subida nos niveis de IFN-y, mas com pouca expressividade. Estas disparidades
encontradas nos niveis de secregio desta citocina, devem ter ocorrido pela agdo
inibitoria da IL-10 sobre a expressdo de IFN-y.

A TL-12 tem se mostrado importante no controle de infecgdes parasitdrias. Ela
atua no processo de selegiio do Th, e bloqueia o desenvolvimento de Th; estimulando
a produgdo IFN-y e IL-10. Auxilia também no processo de expressdo de anticorpos
isotipicos IgG1, IgG2a e bloqueia IgE (MCKIGHT er al., 1994). Esta citocina regula a
resisténcia ao Trypanosoma cruzi pela indugdo da produgio de IFN-y em esplenocitos
normais. IFN-y, por sua vez, poder4 ativar macr6fagos que produzirdo NO, induzindo

a morte do parasita (ALIBERTI et al., 1996).
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Nio foi possivel evidenciar a producdo de IL-12 nos esplendcitos utilizados no
Presente trabalho. Provavelmente, a produgdo de IL-12 em cultivo de esplenécitos
totais, na proporgdo de 5x1 0¢ células por pogo, estimplados com antigenos, nio foj

suficiente para ser detectado pelo método imunoenzimético proposto.
O NO é um importante agente microbicida produzido por macréfagos ativados

que estd presente durante a infecgdo pelo 7. cruzi, em que a produgio do NO ests

Correlacionada com a resisténcia ou a suscetibilidade a infecc@o (VESPA et al., 1994).

Em contrapartida, MILLS (1991) demonstrou que 0 excesso de NO induz

imunossupressz?lo.
No presente trabalho, os experimentos conduzidos para a dosagem de NO,

apresentou resultados que peﬁnitiram se observar diferengas relacionadas is cepas
estudadas. Nos animais inoculados com a cepa PF, ndo houve produgio de NO em
Nenhum dos grupos. Embora tenha sido encontrado niveis detectdveis de IFN-y,
acredita-se que isso tenha ocorrido pela agao inibitoria da IL-10 sobre a produgdo de

NO ou por um fraco estimulo da PF sobre macrofagos e consequentemente sobre

Produgo de NO.
A anilise da cinética de produgdo de NO no grupo Y revelou que os niveis sio
significativamente maiores no sétimo e décimo quinto dias quando comparados com o
| &rupo SC38. A produgdo de NO no grupo SC38 comega a subir gradativamente até o
nonagésimo dia. Nos esplen6citos que apresentavam somente meio, s6 houve produgdo

de NO no grupo Y. Esses dados indicam que a cepa Y induz maior produgio de NO do

que SC38 ou a PF.

Observando-se os dado
de NO, pode-se inferir que hd maior presenga de IL-10 nos grupos da SC38 comparado

-y nos grupos da Y comparados com o da SC38.

s da produgdo de IL-10 e IFN-y e os dados da produgio

com o da Y e maior presenga de IFN

Estudos mostram que 0 IFN-=Y
infecgﬁo experimental de camundongos pelo T. cruzi. O IFN-'y’tem uma ag¢do positiva
10 age em sentido contrério exacerbando a

e a IL-10 atuam de forma antagénica durante a

no sentido de controle da infecgdo € 2 IL-

infecgsio (REED et al., 1994)-
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No presente trabalho, ficou evidente que essas duas citocinas parecem ser

importantes no controle efetivo da infec¢do, sendo que a produgdo exagerada do [FN-y

é tdo prejudicial quanto sua auséncia, principalmente pela possibilidade de induzir a

producgo em excesso de NO promovendo imunossupressdo. Por outro lado, a IL-10

parece modular a resposta imune fre

esplenécitos oriundos de animais infectados com
apresentaram maior produgdo dessa citocina. Este fato se

nte a essas cepas de 1. cruzi, nas quais

a cepa SC38, quando induzidos a

proliferar por um mitogeno,
reflete sobre a imunossupressdo que € menor nos grupos da SC38, e também sobre a

taxa de sobrevivéncia dos animais que foi de 100% até o nonagésimo dia contra 20%

dos grupos de experimento com a cepa Y.
De acordo com os resultados mostrados durante este trabalho ficou evidente que
intimamente relacionada com a

a atividade intrinseca imunossupressiva do 7. cruzi esta
0, isto ficou facilmente observado comparando-se a produgdo deste no

produgdo do N
(38 e PF. Outra evidente observagdo esta relacionada a IL-10

grupo Y com os grupos S
e ao IFN-y onde a produgdo dess

caracteristicas antigénicas de cada cepa e de co
dugdo dos anticorpos 1gG2a, IgG1 e IgE ficou observado que esses
s as atividades de Th, € em particular para o IgG1 e IgG2a que

as citocinas estd claramente associada as

ntrole do processo imunossupressivo.

- Quanto a pro
anticorpos estfio ligado

tém papel importante no controle da infeccao pelo T. cruzi.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos na realizagdo deste trabalho, pode-se
chegar as seguintes conclusdes:
1 - A atividade imunossupressiva promovida pelo T. cruzi € variavel entre as cepas Y,
SC38 e PF, sendo este grau de imunossupressdo relacionado com as caracteristicas
biolégicas particulares de cada cepa.
2 - Houve maior taxa de sobrevivéncia nos camundongos inoculados com a cepa SC38

ou PF, comparados com aqueles que s6 foram inoculados com a Y. Isso indica que nos

camundongos infectados com as ce€pas SC38 ou PF houve um maior controle da

infecgdo comparado com a cepa Y.

3 - Houve maior produgdo de anticorpos JgG2a nos animais inoculados com a cepa

SC38 o que poderia indicar uma possivel participacdo no controle da infecgio.

4 - Todas as 3 cepas apresentaram secregdo de clones de linfécitos Th; bem como Thy,

sendo que com as cepas PF e SC38 houve tendéncia de predominar a ativagdo Th,.

Particularmente para a cepa SC38, com maior expressividade Th, parece ser devido a

maior produgdo de IL-10.

8, cujos esplendcitos foram

5 - Nos camundongos BALB/c infectados com 2 cepa SC3
10. Isto indica que esta citocina

estimulados com Con-A, houve maior produgo de IL-
endcitos foram induzidos a

foi produzida em maior quantidade quando os espl
do grupo SC38 tem um potencial

proliferar, indicando também que 05 linfocitos Thy
star interferindo na inducdo da

major de produzir IL-10 ¢ que esta produgdo pode €

sintese de NO.
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RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de observar a resposta imune de camundongos

BALB/c desencadeada por cepas de T. cruzi de graus variados viruléncia.
A maioria dos estudos relacionados com a imunossupressio, durante a infecgdo

experimental de camundongos, desencadeada pelo T. cruzi sio restritos a cepas de alta
viruléncia ndo levando em consideragdo sua diversidade na natureza. Durante a
realizagio deste trabalho, procurou-se associar a supressio da resposta imune durante a
infecgdo experimental pelo 7. cruzi em camundongos BALB/c com a viruléncia
determinadas pelas cepas Y (de alta viruléncia), PF (avirulenta ) e SC38 (de média
viruléncia).

Este trabalho enfoca aspectos relacionados 4 imunidade humoral, através da
dosagem de anticorpos dirigidos contra antigenos heter6logos, dosagem de anticorpos
gamaglobulina total anti-T. cruzi, anticorpos isotipicos IgG1, IgG2a e IgE especificos
para 7. cruzi, bem como imunidade celular, através da dosagem de citocinas IL-4, IL-
10, IFN-y e IL-12.

, Os resultados obtidos sugerem que a atividade imunossupressiva promovida

pelo 7. cruzi é variavel de acordo com a viruléncia da cepa e que o grau de
imunossupressdo podem estar relacionado com as caracteristicas bioldgicas
particulares de cada cepa.

~ As dosagens dos anticorpos isotipicos mostraram que a cepa SC38 induz
producdo de anticorpos IgG2a, em maior quantidade comparadas com a PF e Y,
indicando um possivel controle da infecgdo. A cepa PF mostrou que induz a produgio
de IgG1 embora significativamente menor que aquelas encontradas nos grupos Y e
SC38, indicando uma tendéncia a ativar linfécitos do tipo Th,. Os grupos Y e SC38
 produziram IgE, embora sem diferenga significativa entre os dois grupos.

Durante a anglise da produgdo de citocinas dos sobrenadantes de cultura de
esplendcitos, oriundos de camundongos BALB/c infectados com as diferentes cepas de
T cruzi, foi observada uma maior producio de IL-10 no grupo SC38, indicando uma

forte tendéncia a ativar linfécitos do tipo Th,. Estes resultados refletem-se com a IL4
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que apresentou maior expressividade para a SC38, embora a produgido desta citocina
tenha sido baixa em todos os grupos

Embora a produgdo do IFN-y tenha sido igual nos sobrenadantes de culturas dos
esplendcitos oriundos dos camundongos inoculados com as cepas de 7. cruzi, no
decorrer dos 90 dias, foi observado que a pfoduc;éo desta citocina é precoce,
aparecendo do sétimo ao décimo quinto dia com as cepas Y e PF nas culturas que
apresentavam apenas o meio. Com a cepa SC38, o aparecimento de IFN-y foi
observado a partir do trigésimo dia sendo que a concentragdo desta citocina sobe

gradualmente até o nonagésimo dia.
Os resultados da produgdio de IFN-y refletem-se na produgdo de 6xido nitrico

(NO), onde nos esplendcitos estimulados com os antigenos soliiveis da cepa Y o NO &°

detectado até o décimo quinto dia, enquanto que nos estimulados com antigenos da
cepa SC38 a produgio de NO ¢ observada a partir do trigésimo dia subindo
gradualmente até o nonagésimo. Isso demonstra um controle na producdo de NO no

grupo SC38.
Baseado nos dados obtidos durante este trabalho, podemos afirmar que a

. atividade intrinseca imunossupressiva do T. cruzi estd intimamente relacionada com a

produgdo do NO, podendo esta produgdo ser determinada pelas caracteristicas
biolégicas individuais de cada cepa. A produgio de IL-10 ¢ de IFN-y também sio
determinados pelas caracteristicas individuais de cada cepa onde a IL-10 parece
favorecer a sobrevivéncia dos camundongos, diminuindo os efeitos intrinsecos

imunossupressivos induzidos pelo parasita. Além dessas citocinas, a produgdo

expressiva, de anticorpos IgG2a e IgG1 parece ser importante no controle da infecgdo

pelo do T. cruzi.
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ABSTRACT

The main purpose of this investigation was to observe the immune response of

83

Balb/c mouse strain as a result of infection with 7 cruzi strains which present various |

levels of virulence. The majority of the immunosuppression studies involved in the
trypanosomiasis emphasized the infection with high virulent parasite strain. In the
Present study it was employed parasites which present high virulence (Y strain),
median virulence (SC38) and low virglence (PF).

It was determined the levels of heterologous antibodies against sheep red blood
" cells and specific antibodies against 7. cruzi from isotypes IgG1, IgG2a and IgE in the
Serum samples. It was also studied the secretion of IL-4, IL-10, IFN-y and 11,.12
Cytokines by spleen cells .

The results showed that the immunosuppressive activity is variable according to the
degree of virulence of the parasites which may be related with the particular biological

features of each strain.

The infection by the median virulent strain, SC38, elicited the higher production of
IgG2a antibodies when compared to the other strains. These data may indicate one
possible mechanism to control the infection. The low virulent strain, PF, generates
production of IgG1, even though in lower level when compared with other strains.
The IgE production was detected in serum samples from animals infected with the Y

and SC38 strains, but without significant difference.
The higher levels of IL-10 and IL-4 were observed in the supernatants from spleen

cells from animals infected with SC38 strain.

It was observed that the early production (days 7 and 15) of IFN-y by unstimulated
spleen cells was present in the animals infected with the Y and PF strains of 7. cruzi,
The production of this cytokine in the SC38 strain infected group was delayed since
it was detected only by day 30 and the levels of secretion of IFN-y were increasing

homogeneously until day 90.
The nitric oxide production by spleen cells basically followed the same pattern as

the one found for IFN-y production.



Taken together, the results obtained in the present study showed that the intrinsic
immunosuppressive activity that follows the T. cruzi infection is closely related to the
level of nitric oxide production which may determine the biological feature of each
strain. Also, the IL-10 and IFN-y may act antagonistically in this immunosuppressive
process. On the other band, the production of IgG2a and IgG1 may play a n important

role controlling 7. cruzi infection.
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