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Resumo

RESUMO

No presente trabalho o perfil cinético das classes de imunoglobulinas
anti-7. cruzi 1gG, IgM, IgA e IgE e subclasses IgG1l e IgG2 foi avaliado em caes
infectados com as formas tripomastigotas metaciclicas ou sangiiineas da cepa Berenice-
78 do Trypanosoma cruzi semanalmente até o 35° dia apds a infec¢do. Foram utilizados
24 caes sem raca definida imunossuprimidos ou ndo com azatioprina. Estes caes foram
subdivididos em seis grupos de quatro animais: controle (C), infectado com formas
tripomastigotas sangiiineas (TS), infectado com formas tripomastigotas metaciclicas
(TM), controle imunossuprimido (CIMS), imunossuprimido infectados com formas
tripomastigotas sangiiineas (TSIMS) e imunossuprimido infectados com formas
tripomastigotas metaciclicas (TMIMS). Foi avaliada a cinética dos niveis de
imunoglobulinas nos dias zero, sete, 14, 21, 28 e 35 e suas correlacdes com a curva de
parasitemia e os percentuais de células mononucleares do sangue periférico (Thy-17,
CD4", CD8", CD21" e CD14"). Os resultados mostram que a forma infectante interfere
na cinética do perfil de resposta humoral em cdes imunocompetentes, sendo que animais
infectados com as formas TS apresentam maiores niveis de imunoglobulinas em relagdo
aos animais infectados com as formas TM. Cies infectados com as formas TS, tiveram
aumento nos niveis de IgG e IgM, manutencio dos niveis basais de IgG1, IgG2 e IgA
ao longo do tempo e aumento de IgE seguido de decréscimo. Por outro lado os cies
infectados com as formas TM apresentaram aumento nos niveis de IgG, IgG2, IgM e
IgA e manuteng@o dos niveis basais de IgG1 e IgE. A imunossupressdo com azatioprina
interfere no perfil de resposta humoral reduzindo os niveis de IgG, IgGl, I1gG2, IgA e
IgE em praticamente todos os animais. Entretanto, IgA e IgE o grupo TMIMS foi
significativamente maior que no grupo TM. Por outro lado, os niveis de IgM foram
ascendentes a partir do 21° dia apés a infecgdo. Durante a fase aguda da infec¢@o ndo foi
encontrada correlacio entre os perfis de classes e subclasses de imunoglobulinas com a
parasitemia. Entretanto, a andlise de correlacio entre os perfis cinéticos de
imunoglobulinas e os fendtipos celulares permitiu detectar intimeras correlagdes,
destacando-se as seguintes: no grupo TS correlagdes negativas de IgG e IgM com
linfécitos T CD4" e positivas com linfécitos T CD8”, enquanto em TM destacam-se as
correlagdes positivas de IgG com linfécitos T CD8" e de IgG1 com linfécitos B CD217.

Nos animais imunossuprimidos de ambos os grupos destacam-se as correlacdes
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Resumo

negativas de IgG e IgM com linfécitos B CD21%, enquanto as correlagdes positivas
foram de IgG e IgM com linfécitos T CD8" no grupo infectado com TS e com linfécitos
T CD4" no grupo infectado com TM. Assim, estes distintos perfis permitem hipotetizar
que a infec¢do pelas formas tripomastigotas metaciclicas € capaz de induzir uma
atividade policlonal de linfécitos B mais diversificada que pode ser responsavel pelo
maior periodo pré-patente neste grupo sugerindo um equilibrio na relacdo
parasito/hospedeiro. Além disso, o comprometimento da resposta celular nos caes
imunossuprimidos interfere na interacdo célula T — B prejudicando a sintese de
anticorpos em ambos os grupos. Finalmente, a mortalidade de 50% observada apenas no
grupo imunossuprimido infectado com as formas tripomastigotas metaciclicas pode ser

devido ao somatdrio destas alteracdes, mais pronunciadas neste grupo.

Palavras Chave: doenca de Chagas, resposta humoral, resposta celular, imunossupressao

e Trypanosoma cruzi.
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Abstract

ABSTRACT

In the present work a detailed follow-up investigation of the profile of anti- 7.
cruzi immunoglobulins (IgG, IgGl1, 1gG2, IgM, IgA and IgE), was evaluated in dogs
infected with metacyclic (MT) and blood (BT) trypomastigotes of Trypanosoma cruzi
strain Berenice-78, typifying vectorial and transfusional transmission of human Chagas
disease, during 35 days of the acute phase of the infection, submitted or not to
immunossupresion (Azatioprine). The animals (24) were subdivided in six experimental
groups with four animals in each one: uninfected control, infected with blood
trypomastigotes,  infected  with  metacyclic  trypomastigotes,  uninfected
immunossupressed, infected with blood trypomastigotes immunossupressed and
infected with metacyclic trypomastigotes immunossupressed. The kinetics of
immunoglobulin levels was evaluated in zero, seven, 14, 21, 28 and 35 days after
infections and their correlations with the parasitemia curve and the percentile of
peripheral blood mononuclear cells (Thy-1¥, CD4", CD8", CD21" and CD14") were
performed. The results show that the infective forms interfere in the kinetics of the
humoral response profile in immunocompetent dogs, and dogs infected with BT showed
higher immunoglobulins levels in relation to MT group. Dogs infected with BT
presented an increase of IgG and IgM levels, maintenance of IgG1, IgG2 and IgA levels
along the time and an increase of IgE followed by a decrease. On the other hand, dogs
infected with forms MT presented an increase of IgG, IgG2, IgM and IgA levels and
maintenance of IgG1 and IgE levels. Independent of the infective forms, the profile of
humoral response presented reduced levels of IgG, IgGl, IgG2, IgA and IgE levels in
practically all animals immunossupressed. However, in dogs immunossupressed
infected with TM presented na increase IgA and IgE in relation to immunocompetent.
During the acute phase of the infection it was not found a correlation between the
profiles of immunoglobulins and parasitemia. However, the correlation analysis
between kinetic profiles of immunoglobulin and cellular phenotypes allowed to detect
countless correlations, drawing special attention to the following ones: i) in the BT
group, negative correlations of IgG and IgM with T CD4" lymphocytes and positive
with T CD8" lymphocytes were observed, ii) in MT the positive correlations of IgG
with T CD8" lymphocytes and IgG1 with B CD21" lymphocytes were observed. Dogs

immunossupressed of both groups presented negative correlations of IgG and IgM with
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B CD21" lymphocytes; positive correlations of IgG and IgM with T CD8" lymphocytes
were observed in the group infected with TS and with T CD4" lymphocytes in the group
infected with MT. In conclusion, these different profiles raise the hypothesis that the
infection using metacyclic trypomastigotes forms of 7. cruzi is capable to induce a more
diversified polyclonal activated B cells that can be responsible for the largest period
pre-patent in this group, suggesting a balance in the relationship parasite/host. Besides,
the failure of the cellular response in immunossupressed dogs interferes with the
interaction T - B cells, thus damaging the synthesis of antibodies in both groups. At last,
the 50% of mortality observed only in the immunossupressed group infected with
metacyclic trypomastigotes forms can be due to the sum of these alterations, more

pronounced in this group.

Key Words: Chagas disease, response humoral, response cell, immunossupressed and

Trypanosoma cruzi.
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Introducdo

Desde sua descoberta h4 aproximadamente um século, a doenga de Chagas (DC)
permanece como um sério problema de satde publica, apesar dos indmeros esforcos
empregados na reducdo de sua incidéncia. Atualmente, estima-se que a prevaléncia é de
16 a 18 milhdes de casos e aproximadamente 120 milhdes de pessoas encontram-se em
drea de risco de infeccio na América Latina, sendo que 30 a 36 milhdes estdo
progredindo para a fase cronica sintomatica, causando considerdvel morbidade e
mortalidade (WHO, 2005).

Essa moléstia, descoberta por Carlos Chagas em 1909 foi estudada em seus
aspectos basicos pelo pesquisador, que desvendou seu agente -etioldgico, o
Trypanosoma cruzi, bem como sua biologia nos hospedeiros vertebrados e
invertebrados, seus reservatorios e diversos aspectos patoldgicos e sintomatoldgicos da
doenca (CHAGAS, 1909).

A doenca de Chagas é uma infecg@o caracterizada por uma fase aguda, que é
sucedida na maioria dos casos, por uma fase cronica. A fase aguda é geralmente
assintomdtica, estando os sinais e sintomas mais freqiientemente relacionados ao estado
imunolégico do hospedeiro. As taxas de 6bito variam entre 2% a 10% nessa fase,
ocorrendo principalmente em criangas de até quatro anos de idade (LOPES et al., 1994).
A fase aguda se caracteriza por parasitemia elevada, processo inflamatdrio intenso,
quadro tox€mico febril e clinico fugaz. As lesdes inflamatérias, nessa fase,
comprometem principalmente o tecido cardiaco, cujo quadro histopatoldgico se
caracteriza por reacdo inflamatdria, constituida predominantemente por células
mononucleares, parasitadas ou ndo, produzindo fendmenos degenerativos intensos
(PARADA et al., 1997). A génese das lesdes estd relacionada & presenca do parasito e
sua evolugdo parece estar diretamente associada a fatores como viruléncia da cepa,
carga do inoculo, reinfeccdes e/ou eficiéncia do sistema imune do hospedeiro
(HIGUCHLI, 1995). Essa fase dura aproximadamente dois meses, evoluindo para a fase
crdnica, que persistird por toda a vida do hospedeiro. Devido a escassez de sintomas, a
infecgc@o passa despercebida e s6 € verificada tardiamente através de testes sorolégicos
e/ou parasitoldgicos.

Durante a fase cronica, a resposta imune do hospedeiro € capaz de controlar a
proliferacdo do parasito, levando a parasitemia a niveis subpatentes. A maioria dos
individuos (70%) permanece na forma indeterminada caracterizada pela auséncia de

alteracdes nos exames eletrocardiograficos e radiolégicos do térax e abdomen.
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Entretanto, varios anos ap0s a infec¢do, 20% a 35% dos individuos desenvolvem lesdes
irreversiveis no sistema nervoso autdbnomo do coracdo, esdfago e/ou cdlon
(MONCAYO, 2003), caracterizando as formas clinicas sintomdticas da DC. A
cardiopatia fibrosante, descompensada ou nao, constitui a maior causa de morbidade e
mortalidade na fase cronica da doenca (TEIXEIRA et al., 1990). Na América Latina, a
DC representa a primeira causa de lesdo cardiaca em jovens e em adultos em idade
economicamente produtiva (MONCAYO, 2003).

O ciclo de vida do T. cruzi envolve estagios morfoldgicos distintos, mas apenas
as formas tripomastigotas sangiiineas (TS) e as tripomastigotas metaciclicas (TM)
apresentam moléculas necessdrias para a interacdo e/ou invasdo das células do
hospedeiro (RAMIREZ et al., 1993). Estas formas evolutivas estdo presentes no ciclo
de vida do T. cruzi em momentos distintos. A forma TM ¢é encontrada no intestino
posterior do hospedeiro invertebrado, enquanto a TS esta presente na corrente sangiiinea
do hospedeiro vertebrado infectado. Desta forma, a infec¢do experimental utilizando a
forma TM representa a infeccdo natural pelo vetor e a forma TS a infeccdo por
transfusdo de sangue contaminado ou transmissdo congénita.

Durante o repasto sangiiineo, o triatomineo ingere as formas TS presentes na
corrente sangiiinea do hospedeiro vertebrado e estas, no limen do trato digestivo, se
transformam em esferomatigotas e epimastigotas. As formas epimastigotas se
multiplicam por divisdo bindria no intestino posterior do triatomineo originando as
formas TM. Quando o triatomineo infectado realiza o repasto sangiiineo as formas TM
sdo eliminadas junto das fezes e urina penetrando pelo local da picada ou mucosa,
infectando as células do sistema mononuclear fagocitario (SMF). Nestas células a
tripomastigota diferencia-se em amastigota, iniciando a multiplicacdo e diferenciacdo
em TS, que apds varios ciclos de multiplicagdo promovem o rompimento das células
parasitadas. As formas TS alcangcam entdo a corrente sangiiinea, disseminando a
infecgdo para os diferentes tecidos e 6rgdos (ELKELES, 1951; KOLLIEN & SCHAUB,
2000).

Um dos principais mecanismos de transmissdo da DC ¢ através do vetor
infectado, sendo o Rhodnius prolixus e o Triatoma infestans os mais importantes
vetores no ciclo doméstico da DC (KOLLIEN & SCHAUB, 2000). A importincia da
transmissdo vetorial se deve ao fato de densidades minimas do vetor infectado serem

suficientes para garantir a proliferacdo da doenca no ambiente humano, visto que os
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triatomineos se adaptam facilmente a vivenda humana. Além disso, diversos paises
apresentam espécies de triatomineos cujo potencial de domiciliacdo ainda permanece
desconhecido (DIAS, 2000). Atividades visando o controle da transmissdo vetorial
tiveram inicio na década de 40, por meio de medidas como melhorias habitacionais e
controle do inseto vetor. Entretanto, os programas de controle somente comegaram a ser
implantados ap6s a década de 70, impulsionadas por dados cientificos que
demonstraram o impacto social da doenca. Desde entdo, esses programas conseguiram
reduzir substancialmente a transmissdo vetorial da doenca em grande parte dos paises
endémicos (ACHE & MATOS, 2001; DIAS et al., 2002).

Os movimentos migratdrios do campo para a cidade, nas décadas de 1970 e
1980 mudaram o padrdo epidemioldgico de transmissdo da doenga, que até entdo
ocorria principalmente no meio rural, passa também ao ambiente urbano devido as
transfusdes sangiiineas com sangue contaminado (MONCAYO, 2003). Nesse contexto,
a DC adquirida por transfusdo sangiiinea tornou-se um sério problema, mesmo em
paises onde a doenga ndo € endémica, tais como os EUA e Canadd onde casos da
doenca aguda foram documentados (KICRCHHOFF et al., 1993; NICKERSON et al.,
1989). Em 10 paises da América Sul e trés da América Central, 100% dos doadores de
sangue sdo monitorados. Taxas de infec¢do variam de 0.1 a 4.2% na Argentina, Brasil,
Chile e Uruguai, podendo chegar a 24,4% na Bolivia (TDR, 2002).

A transmiss@o congénita € a terceira mais importante via de transmissdo do
parasito, mas outros mecanismos também sao observados, incluindo as transfusionais,
as transmitidas por acidentes de laboratdrios e por via oral. A transmissdo oral com
formas TM do T. cruzi tem sido registrada em surtos no Pard, Amazbnia e Santa
Catarina, onde microepidemias de doencga aguda, provavelmente devido a contaminacéo
oral foram verificadas (SHIKANAI-YASUDA et al., 1991; BARBOSA, 2006).

Embora ja tenha sido demonstrado que a resposta imune do hospedeiro é um
importante fator para determinar o curso da infeccdo e que formas distintas do 7. cruzi
podem ocasionar diferentes perfis de resposta (BRENER & GAZINELLI., 1997), o
conhecimento desta nos individuos infectados com as formas TS e TM ¢ ainda pouco
compreendido. Além disso, com o surgimento da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA) vérios casos de reativacio da DC t€m sido descritos (DEL
CASTILLO et al., 1990; ROSEMBERG et al., 1992; SOLARI et al., 1993) e pouco se

sabe sobre o comportamento dos perfis da resposta humoral nestes casos.
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Portanto, este trabalho pretende verificar o perfil de imunoglobulinas das classes
IgG, IgM, IgA e IgE e subclasses IgG1 e IgG2 em cées infectados com as formas TS ou
TM da cepa Berenice-78 do T. cruzi e correlacionar estes perfis a parasitemia e aos
fendtipos celulares (Thy-17, CD4", CD8", CD21" e CD14") do sangue periférico de

animais submetidos ou nio a imunossupressao celular com azatioprina.

23



2 — REVISAO DA LITERATURA



Revisdo da literatura

2.1 - Modelos Experimentais na Doenca de Chagas

Atualmente, diversos modelos experimentais vem sendo utilizados para o estudo
da DC. A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) (WHO, 1984) preconiza que um bom
modelo experimental em DC € aquele capaz de reunir facilidade de manutenc¢do e preco
acessivel, permitindo o isolamento do parasito durante o curso da infeccio,
apresentando reagdes soroldgicas positivas indicativas da persisténcia da infecg¢do e
reproduzindo as diversas manifestagdes clinicas da DC cronica, tendo também a
capacidade de desenvolver miocardite, miosite e outras alteracdes histopatoldgicas
caracteristicas da doencga.

Fatores inerentes ao hospedeiro como raga, sexo, idade e espécie e também ao
parasito como cepa, forma e tamanho do inoculo, viruléncia, imunogenicidade e
tropismo parecem interferir nas manifestacdes clinicas da doenca.

Em decorréncia disso, as alteracdes encontradas quando se varia a forma
infectante do 7. cruzi ganham relevancia, bem como a avaliacdo de animais sem raga
definida, o que permitiria retratar a realidade das populagdes humanas, que sio, na sua
maioria, descendentes de miscigenagdo racial.

Modelos experimentais capazes de reproduzir as alteragdes patologicas
encontradas em humanos t€ém sido amplamente estudados. Dentre eles, o murino € ainda
o mais utilizado devido ao ficil manuseio e obtencdo, baixo custo, além de possuir
linhagens geneticamente modificadas, o que amplia possibilidades de investigacdes
cientificas. Além disso, ha disponivel no mercado, vasta gama de produtos
biotecnolédgicos especificos para este modelo, além de anticorpos monoclonais anti-
marcadores de superficie celular, citocinas, quimiocinas, dentre outros. No entanto,
alguns fatores limitam a utilizagdo deste modelo, como o fato de ndo serem capazes de
desenvolver todas as formas clinicas da DC. Vale mencionar a pouca utilizacdo dos
ratos, justificada pelo fato de apresentarem maior resisténcia a infec¢@o, apesar do fécil
manuseio e manutengdo em laboratdrios.

Na tentativa da obten¢@o de um modelo experimental ideal para o estudo da DC,
a possibilidade do emprego do cdo (Canis familiaris) foi, no passado, amplamente
avaliada. Atualmente, esse modelo consagrou-se pela alta representatividade na
investigacdo de diversos aspectos da doenca, como elevada susceptibilidade a infeccdo e

similaridade nas manifestacdes das fases aguda e cronica com os humanos (¢ possivel
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reproduzir a fase aguda sintomdtica e a fase cronica em suas formas indeterminada e
cardiaca) (ANDRADE & ANDRADE, 1980; ANDRADE et al., 1984 ; LANA et al,
1988; LANA, 1992; LANA et al., 1992; GUEDES, 2001; BAHIA et al., 2002). Ao se
comparar camundongos inoculados com as cepas Be-78 e Be-62 percebe-se uma menor
viruléncia e patogenicidade da Be-78 nestes animais (LANA, 1981; LANA & CHIARI,
1986). Entretanto, resultados diferentes sdo encontrados ao se avaliar o modelo canino,
onde se percebe maior viruléncia e patogenicidade da cepa Be-78 em relagdo & Be-62
(LANA et al., 1988; 1992).

Este modelo destaca-se também, pela capacidade de reproduzir a cardiopatia
chagdsica fibrosante de forma semelhante 2 humana (LANA et al., 1988; 1992). Além
disso, os animais de canis de experimentacdo sdo extremamente ddceis e longevos,
podendo sobreviver por aproximadamente 15 a 20 anos, constituindo pelas razdes
mencionadas, modelo experimental ideal para o estudo da DC segundo os critérios da
OMS (WHO, 1984).

A partir da década de 90, houve significativa preocupacdo da comunidade
cientifica com a alta taxa de co-infeccdo pelo 7. cruzi e virus HIV, com presenca ou
auséncia de manifestacdes da SIDA (VAIDIAN et al., 2004). Houve entdo, maior
concentracdo de esforcos por parte do nosso grupo no sentido da compreensdo da
resposta imune de cdes submetidos a protocolos de imunossupressio (CARNEIRO,
2002; CARNEIRO et al., 2007), uma vez que este modelo experimental ja havia sido
estabelecido para o estudo da DC. Andlises do perfil sorologico de IgG e IgM em cées
experimentalmente infectados com 7. cruzi foram realizadas pela primeira vez por Lana
et al. (1991). Recentemente, pesquisadores de nosso grupo realizaram estudos
envolvendo a presenca de anticorpos liticos e o perfil de classes e subclasses de Ig em
caes experimentalmente infectados pelo 7. cruzi (GUEDES, 2006). Entretanto, pouco
ainda se sabe sobre a resposta humoral na DC, considerando o papel de classes e
subclasses de imunoglobulinas na infec¢do com diferentes formas evolutivas do T.

cruzi, principalmente no modelo céo.
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2.2 - Imunossupressao

N

A associagdo de doencas infecciosas a imunossupressdao nas dltimas décadas
tornou-se uma das grandes preocupacdes da comunidade médica, despertando o
interesse e atencao da OMS.

Doengas que levam a imunossupressdo como a leucemia e linfoma de Hodgkin
associados a DC propiciam a reagudizacdo desta doenga. Atualmente, com a expansio
da pandemia da SIDA e os avangos tecnoldgicos na drea de transplantes de 6rgdos, a
reagudizacdo da DC tem se tornado relativamente freqiiente, confirmando que o
equilibrio da relagdo parasito/hospedeiro é fundamental na manuten¢do das formas
indeterminada e cronica da DC.

Usualmente, manifestagdes severas da DC em pacientes imunossuprimidos
resultam na reativacdo das infec¢Oes cronicas previamente assintomdticas ou
oligossintomaticas. (GRANT et al., 1989; NICKERSON et al., 1989).

As alteragGes anatomopatoldgicas mais encontradas na associacdo entre DC e
imunossupressdo sdo a meningoencefalite e a miocardite aguda (FERREIRA &
BORGES, 2002).

Estudos experimentais em camundongos e ratos cronicamente infectados pelo T.
cruzi e submetidos a tratamentos com diferentes drogas imunossupressoras
demonstraram reativacdo da doenca com aumento na parasitemia, além de agravo da
miocardite e aumento da mortalidade, confirmando assim o cardter oportunista deste
parasito (BRENER & CHIARI, 1971; MCCABE et al., 1985; SINAGRA et al., 1993).
Durante a fase aguda da DC foi observado aumento da gravidade da infec¢do, com
expansdo da multiplicacdio do parasito e aumento da mortalidade (ANDRADE &
MACEDQO, 1973). Durante a fase cronica Brener e Chiari (1971) demonstraram que a
imunossupressdo com ciclofosfamida resulta na reativacio da infec¢do, mas ndo altera o
curso da infecgdo se realizada com azatioprina. Outros estudos demonstraram que
ciclofosfamida (MAGALHAES & ANDRADE, 1994) e ciclosporina (AMATO NETO
et al., 1986) ndo modificam o curso da infec¢do, exceto por tornar a parasitemia
subpatente detectdvel. Andrade et al. (1987) demonstraram que cdes infectados pelo
T. cruzi e submetidos & imunossupressdo com baixas doses de ciclofosfamida na fase

cronica da doencga apresentam comprometimento cardiaco mais grave com presenga de
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miocardite intensa, necrose focal das fibras miocardicas e invasdo das fibras lesadas por

células inflamatdrias mononucleadas.

2.3 - Resposta imune celular e humoral.

Nos mamiferos, o ciclo de vida do 7. cruzi intracelular (amastigotas) e
extracelular (tripomastigotas), leva o organismo a desenvolver uma resposta imune
humoral e celular. Camundongos com deficiéncia em ambas as subpopulacdes de
células T (CD4" e CDS8") apresentam maior carga parasitdria, morrendo mais
precocemente que animais com deficiéncia de apenas uma subpopulacio, indicando que
as duas sub-populacdes tém papel na resposta ao parasito (TARLETON et al., 1996).
Além disso, camundongos incapazes de produzir anticorpos vivem por mais tempo que
aqueles deficientes de linfécitos T CD4" ou CDS8*, sugerindo que as populagdes
celulares sdo mais importantes que a produgdo de anticorpos no controle da infeccéo
(TARLETON et al., 1996). Na DC os Linfécitos T CD4" atuam promovendo ativa¢io
de células B, linfécitos T CD8* e macréfagos (KUMAR & TARLETON, 1998).

Diversos estudos tem mostrado os linfécitos T CD8", INF-y e macréfagos como
importantes elementos no controle da proliferacdo do parasito durante a fase aguda da
infec¢do pelo 7. cruzi, durante a qual é observada uma forte ativacdo do sistema imune
(BRENER & GAZZINELLI, 1997). A ativacdo inespecifica de macréfagos (ORTIZ-
ORTIZ et al., 1976) e células natural killer (NK) (HARTCHER et al, 1981)
acompanhados de ativacdo policlonal de linfécitos B e T e hipergamaglobulinemia sdo
observados durante estagios iniciais da DC experimental (MINOPRIO ez al., 1986).

Linfécitos T CD4" do tipo 1 (Thl) apresentam multiplas funcdes em
mecanismos relacionados a resisténcia na DC. Dentre eles, destaca-se a sintese de INF-y
capaz de ativar macréfagos € a ativagdo de linfécitos T CD8", exercendo importante
papel nos mecanismos de citotoxicidade (BRENER & GAZZINELLI, 1997). Além
disso, a auséncia de células CD4" e CD8", em camundongos gera maior susceptibilidade
as cepas do T. cruzi com baixa viruléncia (ROTTENBERG et al., 1995).

Estudos em camundongos Knock-out (KO) revelaram que algumas citocinas sio
fundamentais no controle da parasitemia. Camundongos KO para IL-10 apresentaram
baixa parasitemia na fase aguda da infec¢@o, provavelmente devido a agdao de IFN-y,

IL-12 e TNF-q, pois o tratamento com anti-IL-12 e anti-TNF-o ocasiona aumento da
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parasitemia. Ja o tratamento com anti-IL-4 ndo alterou a susceptibilidade dos animais a
infec¢do, demonstrando que esta citocina ndo desempenha papel regulatério na DC
(ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996).

Devido ao fato de a replicagdo do 7. cruzi realizar-se no interior do citosol,
supde-se que os antigenos sdo processados e expressos pela molécula de MHC de classe
I. Estudos in vitro indicam que células infectadas pelo T. cruzi sdo reconhecidas pelos
linfocitos T CD8" obtidos de animais também infectados pelo parasito (NICKELL et
al., 1993).

Estudos envolvendo pacientes com miocardite chagasica cronica evidenciaram a

presenga tanto de linfécitos T CD4" quanto CD8" no exsudato inflamatdrio, sendo a
tiltima mais numerosa. A presenga dos linfécitos CD8" em contato com miocardidcitos
em destrui¢do sugere uma acdo patog€nica dessas células na miocardite chagisica
cronica (TOSTES et al., 1994).
Em relag@o a resposta humoral na DC, observa-se uma ativacio policlonal de linfécitos
B e elevagdo da produgdo de imunoglobulinas. Kierszenbaum e Howard (1976)
demonstraram que baixos niveis de anticorpos relacionavam-se a susceptibilidade a
infeccdo pelo 7. cruzi e que existe correlagdo entre a produgdo de anticorpos e
resisténcia a infeccdo. Ao ampliar a compreensdo sobre a resposta humoral, Krettli e
Brener (1982) demonstraram que hospedeiros infectados produzem anticorpos durante
a fase cronica, que reagem apenas com tripomastigotas vivos do 7. cruzi, sendo também
responsaveis pela mediacdo de sua lise, ficando entdo conhecidos como anticorpos
liticos. Este tipo de anticorpo, apds tratamento, ndo € mais detectado no soro dos
pacientes, sendo esse fato considerado critério de cura, mesmo quando a sorologia
convencional continua positiva. A detec¢do dos anticorpos liticos € realizada através da
reacdo de lise mediada pelo complemento (KRETTLI & BRENER, 1982) e/ou pela
técnica de citometria de fluxo desenvolvida por Martins-Filho et al., (1995) aplicada
para o diagnéstico da DC ou para critério de cura, podendo, para isso, ser empregadas
formas tripomastigotas vivas ou fixadas (MARTINS-FILHO et al., 1995; CORDEIRO
et al., 2001).

Foi verificado entdo, que pacientes infectados pelo 7. cruzi apresentam duas
formas de anticorpos: os protetores (liticos) e os ndo protetores, sendo estes encontrados

pela sorologia convencional.
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Estudos demonstrando a participacdo de IgG2a, IgG2b e IgGl na protecdo
durante a infec¢@o experimental pelo o 7. cruzi sugerem que em murinos, IgG1 e IgG2b
comportam-se como anticorpos liticos, uma vez que, se vacinados com o clone CL-14
da cepa CL produzem altos niveis de IgG1 e IgG2b, o que parece estar relacionado com
resisténcia a infecc¢do pelo 7. cruzi ocasionada pela vacinagdo. A diferenca observada na
producdo de imunoglobulinas entre os animais vacinados e ndo vacinados demonstra a
importancia destes isotipos na protecio da doenga (PYRRHO et al., 1998).

Os modelos experimentais da DC tém sido muito tteis por fornecer maior
entendimento do curso da infeccio bem como dos mecanismos relacionados a
resisténcia/suscetibilidade. Camundongos C57BL/6 e BALB/c sdo alguns dos modelos
adotados, sendo tteis para o estudo da influéncia do hospedeiro na resposta a infec¢éo.
O C57BL/6, quando infectado pela cepa Tulahuen apresenta uma forma aguda letal que
se deve, ndo a carga parasitdria, mas ao desequilibrio entre as citocinas proé e anti-
inflamatorias, gerando excessiva reacdo inflamatdria e menor eficiéncia da resposta
imune humoral, o que ndo ocorre com BALB/c, no qual a infec¢io € menos severa
(ROGGERO et al., 2002; PEREZ et al., 2005).

Mecanismos multifatoriais parecem estar envolvidos na patogénese da DC,
sendo que os eventos imunoldgicos podem desempenhar importante papel neste
contexto (BRENER, 1980). Em estudos de fase cronica, foi verificado, em portadores
de diferentes formas clinicas, aumento na producido de IgA em pacientes com maior
comprometimento do sistema digestivo (SA FERREIRA et al., 1983; PRIMAVERA et
al., 1988). Sa Ferreira et al. (1983) ndo encontraram, nesses pacientes, alteracdes na
produgdo de IgG e IgM, considerando as diferentes formas clinicas.

Pacientes com diferentes graus de alteracdes cardiacas apresentam aumento de
IgG1 e IgG3 e baixos niveis de IgG2 e IgG4 pelo método de ELISA empregando
antigenos de epimastigotas. Ao utilizar a fracdo citosdlica dcida como antigeno,
observou-se aumento apenas de IgGl (CERBAN ef al, 1993). Esses achados
permitiram verificar a existéncia de alteracdes no perfil de resposta humoral em funcio
do antigeno empregado na reacdo, o que foi observado também em murinos (CERBAN
et al., 1991). Outros estudos demonstram que as subclasses IgG1 e IgG3 t€m sido
associadas com a forma cronica da DC em humanos, e neste caso também nado foi
observado correlacdo com a forma clinica da doenca (MORGAN et al., 1996; 1998;
CORDEIRO et al., 2001). Michailowsky et al. (2003), ao utilizarem antigenos de
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proteinas dos flagelos do T. cruzi PFR (paraflagellar rod proteins) encontraram como
principais imunoglobulinas dos pacientes, os isotipos IgGl e IgG3. Observaram
também, que os linfécitos T CD4" sdo a principal fonte de IFN-y quando estimulados
pelo antigeno do T. cruzi in vitro.

Um dos primeiros trabalhos envolvendo resposta humoral em cées foi realizado
por Lana et al. (1991). Neste estudo foi observado por imunofluorescéncia indireta que
os niveis de IgM e IgG ascendiam a partir do inicio da infeccdo, sendo que IgM
aumentava até o terceiro més e IgG até o 15° més. A partir dai, observou-se decréscimo
de IgG até os dois anos com posterior estabilizagdo. Os testes realizados por ELISA
foram mais sensiveis, detectando IgM e IgG até o segundo ano apds a infec¢do e a partir
dai, o decréscimo de IgM (LANA et al., 1991).

Virios aspectos relacionados a resposta humoral na DC canina ainda
permanecem obscuros. Considerando a enorme importidncia do modelo canino em
estudos experimentais e objetivando maiores elucidagdes, o presente trabalho buscou
avaliar, do ponto de vista imunoldgico, a evolugdo dessa resposta e sua correlacdo com
as células mononucleares do sangue periférico de cdes infectados pelas formas TS ou
TM da cepa Berenice-78 do T. cruzi, durante a fase aguda, associada ou ndo a
imunossupressao.

Diante de tais objetivos, vdrios aspectos merecem ser ponderados, a saber: a
cinética do perfil de classes e subclasses de imunoglobulinas (IgG, IgG1, IgG2, IgM,
IgA e IgE) durante fase aguda da infec¢@o experimental canina pela cepa Be-78 do T.
cruzi, bem como o comportamento do perfil destas imunoglobulinas em caes
imunossuprimidos pela azatioprina infectados pela cepa Be-78. Considerando a
importancia da resposta celular na infec¢ao chagésica, foi avaliada também a correlagéo
entre os perfis de imunoglobulinas e as alteracdes fenotipicas das células mononucleares
do sangue periférico, com a finalidade de entender a conexdo dos principais eventos

entre a resposta imune humoral e celular.
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Objetivos

3.1 - Objetivo geral:

Avaliar o perfil de resposta imune humoral, sua correlagdo com a parasitemia e
com o percentual de células mononucleares do sangue periférico em caes
experimentalmente infectados com formas TS ou TM da cepa Be-78 do T. cruzi,
submetidos ou ndo a imunossupressdo com azatioprina, durante a fase aguda da

infeccao.

3.2 - Objetivos especificos:

- Avaliar a cinética dos perfis de classes IgG, IgM, IgA e IgE e subclasses IgG1 e [gG2
de imunoglobulinas na infec¢do experimental com formas TS ou TM da cepa Be-78 do
T. cruzi em caes imunocompetentes e imunossuprimidos, durante a fase aguda da

infecgdo.

- Correlacionar as cinéticas dos perfis de classes IgG, IgM, IgA e IgE e subclasses [gG1
e IgG2 de imunoglobulinas com a evolugdo da parasitemia na infec¢do experimental
empregando as formas TS ou TM da cepa Be-78 do T. cruzi em cies imunocompetentes

e imunossuprimidos, durante a fase aguda da infeccéo.

- Correlacionar as cinéticas dos perfis de imunoglobulinas (IgG, IgG1, IgG2, IgM, IgA
e IgE) com os percentuais de células mononucleares (Thy-17, CD4", CD8", CD21" e
CD14") na infecg¢@o experimental empregando as formas TS ou TM da cepa Be-78 do T.

cruzi em cdes imunocompetentes e imunossuprimidos, durante a fase aguda da infeccao.
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Material e Métodos

O presente estudo teve como objetivo central avaliar o perfil de classes e

subclasses de imunoglobulinas em caes experimentalmente infectados pelo 7. cruzi,

submetidos ou ndo a imunossupressdo. Para sua realizacdo, foi utilizada a soroteca do

Laboratério de Imunopatologia (NUPEB/UFOP) constituida de soros obtidos a partir do

projeto de Doutorado da Prof*. Claudia Martins Carneiro. Nesse sentido, a metodologia

foi descrita em duas etapas que consistem em atividades previamente realizadas e outras

realizadas, conforme descrito a seguir.

Obtencao das
ninhadas

Vacinagao séxtupla: 30, 50, 70 e 90 dias
Vermifugacdo 15, 30 e 45 dias

apGs o nascimento

Cies nao infectados

(n=23)

(n=4)

CIMS
(n=4)

Cies infectados com formas

tripomastigotas sangiifneas (n= 8)

Caes infectados com formas
trip omastigotas metaciclicas (n=8)

TS TSIMS
(n=4) (n=4)

™ TMIMS
(n=4) (n=4)

sepeziea. ejuswelraid SepepIAly

Parasitemia
dias 0, 7, 14, 21,28 e 35

Imunofenotipagem
(Thy-1+, CD4+, CD8*, CD21+, CD14+)
dias 0,7, 14,21, 28 e 35

Reacao de ELISA
(IgG, IgG1, 1gG2, IgM, IgA e IgE)
dias 0.7, 14.21.28 e 35

Anilise estatistica

opnise a1sau

Figura 1: Delineamento experimental, demonstrando as anélises previamente realizadas

e as analises realizadas.
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4.1 Atividades previamente realizadas

4.1.1 - Animais utilizados

Neste estudo, foi utilizado um total de 24 cédes jovens (quatro meses de idade)
sem raca definida (SRD) de ambos os sexos (12 fémeas e 12 machos). Os filhotes foram
mantidos com a mie até o desmame e nesse periodo foi realizado o controle de endo e
ectoparasitoses, onde todos os animais foram tratados com anti-helmintico de largo
espectro (Drontal Plus®, Schering-Plough Coopers, Sao Paulo, SP, Brazil), aos 15, 30 e
45 dias apdés o nascimento. Para a vacinagdo contra Parvovirose, Cinomose,
Leptospirose canina, Coronavirus, Adenovirus tipo 2 e Parainfluenza, foi empregada a
vacina Vanguard® HTLP 5/CV-L (Pfizer, New York, NY, USA) em um esquema
vacinal realizado nos dias 30, 50, 70 e 90 apdés o nascimento, via subcutanea no dorso
anterior. Os animais foram divididos em seis grupos constituidos de quatro animais,
com dois machos e duas fémeas. Os grupos foram denominados: C (controle), CIMS
(controle imunossuprimido), TS (infectado com formas tripomastigotas sangiiineas),
TM (infectado com formas tripomastigotas metaciclicas), TSIMS (infectado com
formas tripomastigotas sangiiineas imunossuprimido) e TMIMS (infectado com formas
tripomastigotas metaciclicas imunossuprimido). Durante os experimentos, os animais
foram mantidos no canil do biotério central da Universidade Federal de Ouro Preto, em
baias lavadas diariamente com soluc¢do de hipoclorito a 1%, onde eram mantidos com

livre acesso a agua e ragéo para filhotes (Far0®, Guabi, Sédo Paulo, Brasil).

4.1.2 - Infeccao dos caes

Todos os animais utilizados foram pesados no dia da inoculagdo e identificados
por caracteristicas fisicas peculiares (resenha fenotipica), tendo os dados registrados em
pastas individuais. Os animais foram inoculados com 2000 formas tripomastigotas
sangiiineas (TS e TSIMS) ou metaciclicas (TM e TMIMS) por Kg/peso pela via
intraperitonial . As formas sanguineas foram obtidas de camundongos infectados pela
cepa Be-78 do T. cruzi, por via intraperitonial e as formas TM de ninfas de Triatoma

infestans provenientes da colonia de triatomineos do Laboratdrio de Doenca de Chagas.
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4.1.3 - Imunossupressao celular

A imunossupressdo foi obtida pelo uso da droga Azatioprina (Imunem® do
Laboratério Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda). Trata-se de um
antimetabdlico que se incorpora ao DNA inibindo a sua sintese. Além disso, essa droga
¢ um potente imunossupressor celular, que atua precocemente no ciclo proliferativo dos
clones de linfécitos B e T, bloqueando a sintese de DNA e RNA em resposta a
estimulagdo antigénica. Os animais dos grupos imunossuprimidos (CIMS, TSIMS e
TMIMS) receberam a Azatioprina 2mg/Kg de peso corporal via oral (RINKARDT et

al., 1999) diariamente, a partir do dia da inoculacdo até o dia da necrdpsia.

4.1.4 - Exame parasitolégico a fresco

A parasitemia dos animais infectados pelo 7. cruzi foi determinada diariamente,
a partir do décimo dia apds a inoculagio. O sangue periférico foi coletado por pungéo da
veia marginal da orelha e a contagem da parasitemia realizada de acordo com a técnica

de Brener (1962).

4.1.5 - Resposta imune celular ex vivo

O fendtipo das populagdes celulares do sangue periférico foi determinado até o
35° dia, conforme técnica estabelecida por Reis et al. (2005). As reagdes de
imunofenotipagem foram realizadas nos dias zero, sete, 14, 21, 28 e 35 ap6s a infeccao.
Foi avaliado o percentual médio das populagdes de linfécitos T (Thy-1%) das
subpopulagdes de linfécitos T (CD4", CD8"), de linfécitos B (CD21%) e de mondcitos
(CD14%). Para obteng¢io dos dados, foi utilizado um citdmetro de fluxo (FACScalibur —
Becton Dickinson, San Jose, EUA) acoplado a computador onde os dados foram
armazenados e posteriormente analisados pelo programa Cell Quest (Becton Dickinson,
San Jose, EUA).

Nesse trabalho, foram utilizados estes dados obtidos por Carneiro (2002) para a

andlise de correlacio com as imunoglobulinas das classes IgG, IgM, IgA e IgE e
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subclasses IgGl e IgG2. A figura 1 mostra o fluxograma dos procedimentos

previamente realizados e os executados neste estudo.

4.2 - Atividades realizadas neste estudo

4.2.1 - Preparo do material

Os soros dos cies infectados, foram obtidos durante do trabalho de doutorado da
Prof* Claudia Martins Carneiro. Este material foi recodificados antes da execucdo dos
experimentos de ELISA e apés as reacdes foram decodificados para andlise dos dados

obtidos.

4.2.2 - Antigeno para reacao imunoenzimatica

Para os testes de ELISA foi utilizado antigeno solivel de epimastigota e estes
foram isolados de cultura de cepa Y do 7. cruzi na fase exponencial de crescimento em
meio LIT. Os parasitos foram lavados 3 vezes por centrifugacdo a 2000 rpm em solugdo
tampao fosfato pH 7,2 por 10 minutos. Em seguida, foram submetidos a trés ciclos de
ultra-som (Sonifier Cell Disruptor®— Brason Sonic Power Co., EUA) durante 1 minuto a
40 Watts, em banho de gelo. Posteriormente, o material sonicado foi centrifugado a
18.500 rpm por lhora e 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi dializado contra PBS,
durante 1 dia e meio sendo submetido a troca do PBS a cada 6 horas. Por fim, o material
remanescente na membrana de dialise foi filtrado em filtros estéreis descartaveis de 0,22
pm, em condicdes assépticas e uma aliquota retirada para dosagem de proteina pelo
método de Lowry et al., (1951) sendo ajustado para 1.000pg/mL. Amostras do antigeno

foram aliquotadas e congeladas a -70°C até o momento do uso.

4.2.3 — Reacao imunoenzimatica (ELISA)

Foram realizadas reacdes imunoenzimadticas de ELISA para as imunoglobulinas
das classes IgG, IgM, IgA e IgE e subclasses, IgG1 e IgG2 em soros colhidos nos dias

zero, sete, 14, 21, 28 e 35 ap6s a infeccao.
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O teste de ELISA para detec¢do de anticorpos anti-7. cruzi foi realizado segundo
o protocolo descrito por Voller ef al. (1979) com algumas modificacdes.

A sensibiliza¢do das placas de poliestireno de fundo chato (MaxiSorp™ " Surface,
Nunc-Immuno Plate, USA) foi procedida com 0,5ug de antigeno de 7. cruzi por
orificio. Foi aplicado em cada orificio, 100uL da solucdo de antigeno em tampio
carbonato pH 9,6 e apds este procedimento as placas foram incubadas overnight
(18horas) a temperatura de 4°C. O excesso de antigeno foi retirado das placas lavando-
as por quatro vezes com solucdo de lavagem (Solucdo salina contendo Tween-20 a
0,05%). Posteriormente, foi realizado o bloqueio de ligacdes inespecificas aplicando
100uL/orificio de solugdo de PBS com 5% SFB. Em seguida, as placas foram incubadas
a 37°C por 45 minutos, e apds este prazo foram lavadas duas vezes com solucido de
lavagem. Os soros, em duplicata e na diluicdo de 1:80, foram entdo aplicados as placas e
estas foram novamente incubadas em estufa a 37°C por 45 minutos. Apds esse
intervalo, seguiu-se a lavagem por quatro vezes e a aplicacdo do conjugado na
concentracdo padronizada. As placas foram novamente incubadas por 45 minutos a
37°C e em seguida, lavadas quatro vezes com solucdo de lavagem. Posteriormente, foi
adicionado 100 pL/orificio da solu¢do de tampao citrato 0,1M, pH 5,0 contendo 0,03%
de O-fenilenodiamino e 0,012% H,0, como substrato, mantendo-as a 37°C, por 10
minutos, apés este prazo foi adicionado 32ul/orificio de solucdo de acido sulfirico
(H2SO4) a 2,5M para interrupgdo da reacdo. As leituras foram realizadas no leitor de
ELISA (Molecular Devices, E Max, USA) a 490nm e os resultados foram expressos em
densidade otica. Em todas as placas foram utilizados soros controle positivos e
negativos.

O painel de conjugados que foram utilizados nas reacdes de ELISA foi
constituido de anticorpo policlonal anti-IgG (Sheep anti-dog IgG-heavy and light chain
HRPO conjugated), anti-IgG1 (Goat anti-dog IgGl-heavy chain specific HRPO
conjugated), anti-IgG2 (Sheep anti-dog IgG2- heavy chain specific HRPO conjugated),
anti-IgM (Goat anti-mu chain specific dog IgM- HRPO conjugated), anti-IgA (Goat
anti-dog IgA-alpha chain specific HRPO conjugated) e anti-IgE (Goat anti-dog IgE-
epsilon chain specific HRPO conjugated). Todos os anticorpos foram produzidos pela
empresa (Bethyl laboratories, Inc Montgomery — Texas, EUA) e encontram-se
sumarizados na Tabela 1. A padronizacdo da diluicio usada de conjugado foi

determinada por titulacdo em bloco, empregando-se soros padrdes positivos e negativos.
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As dilui¢des empregadas na realizagdo dos testes foram 1:16.000 para o
conjugado anti-IgG, anti-IgG1 e anti-IgG2, 1:500 para anti-IgM e anti-IgA, 1:1.000 para
anti-IgE.

Os valores de cut-off foram calculados através das médias acrescido duas vezes
o desvio padrdao dos valores de 10 soros de animais ndo-infectados pelo T. cruzi,
testados em paralelo aos avaliados.

Os valores de cut-off encontrados para IgG, IgG1 e 1gG2 foram 0,140, 0,070 e
0,230 respectivamente. Os valores de cuz-off encontrados para IgM, IgA e IgE foram
0,220, 0,300 e 0,200 respectivamente. Estes valores ndo foram expressos nos graficos
porque o objetivo deste trabalho ndo é avaliar diagnéstico e sim a cinética das

imunoglobulinas durante a fase aguda da DC

Tabela 1: Painel de anticorpos empregados nos testes soroldgicos para detectar classes e
subclasses de imunoglobulinas nos soros dos caes.

ANTICORPOS ESPECIFICOS ANTI-Ig-CAO

CLASSES E - ,
PARA AVALIACAO SOROLOGICA (ELISA)
SUBCLASSES
(Imunoglobulinas) Conjugado Afinidade molecular

Anti-IgG HRPO Molécula total

Anti-IgG 1 HRPO Especifico para cadeia pesada

Anti-IgG 2 HRPO Especifico para cadeia pesada
Anti-IgM HRPO Especifico para cadeia
Anti-IgA HRPO Especifico para cadeia o
Anti-IgE HRPO Especifico para cadeia €

Todos os anticorpos foram produzidos pela BETHYL laboratories, INC (Montgomery - Texas/EUA).

4.2.4 — Analises estatisticas

As diferencas encontradas entre os valores médios de imunoglobulinas nos dias
zero, sete, 14, 21, 28 e 35 apds infec¢do foram avaliadas empregando a Andlise de
Variancia-ANOVA ONEWAY utilizando o teste Bonferroni's Multiple Comparison

Test. As diferengas entre os dias foram consideradas significativas quando p<0,05.
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Ao realizar a andlise pontual comparando os grupos de animais em cada dia foi
utilizado o teste de ¢ Student ndao pareado. As diferengas entre os dias foram
consideradas significativas quando p<0,05.

As correlagdes entre imunoglobulinas e parasitemia e entre imunoglobulinas e
fendtipo, foram executadas através da anélise de correlagdo de Pearson com intervalo de
confianga de 0,95%. Todas as andlises citadas foram realizadas no programa GraphPad
Prism 4.0.

Para confeccdo do quadro de correlagdes imunoglobulinas versus fendtipo
celular (Figura 16) foi empregado a andlise de regressdo linear no programa Microsoft

Excel XP.
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Resultados

Diante do exposto e da escassez de estudos que abordam a resposta imune
humoral na DC experimental canina bem como sua correlacdo com a resposta celular,
nos propusemos a investigar tais abordagens.

Para melhor compreensdo dos dados gerados neste estudo foi estabelecida uma
apresentacdo na qual serd exposta inicialmente, a andlise da cinética do perfil de classes
e subclasses de imunoglobulinas (IgG, IgGl, IgG2, IgM, IgA e IgE) em cées
imunocompetentes e imunossuprimidos. Posteriormente, estes resultados serdo
correlacionados as curvas de parasitemia e aos percentuais de células mononucleares do
sangue periférico (Thy-17, CD4", CD8", CD21%e CD14").

Na primeira abordagem, serdo apresentadas as médias das reatividades
encontradas nos ensaios de IgG, IgG1, IgG2, IgM, IgA e IgE no grupo C em relagéo aos
grupos TS e TM e também do grupo TS comparado ao TM. Da mesma forma, serd
apresentada a andlise comparativa nos grupos imunossuprimidos, CIMS em relagdo a
TSIMS e TMIMS bem como entre TSIMS e TMIMS. Esta abordagem de andlise
permitird avaliar o padrdo de resposta humoral em relagdo a categoria da infecg@o a que
o animal foi submetido. Além disso, serd apresentada a andlise longitudinal dos dados, o
que permitird verificar se ha diferenca significativa entre os tempos analisados em cada
grupo durante a fase aguda.

Na segunda abordagem, serd comparado o perfil de classes e subclasses das
imunoglobulinas as curvas de parasitemia nos grupos TS, TM, TSIMS e TMIMS. Esta
medida nos permitird avaliar o impacto da producdo de imunoglobulinas em relagido a
parasitemia de cada grupo de animais.

Na terceira e ultima abordagem serdo apresentadas as correlacdes encontradas
entre as imunoglobulinas (IgG, IgG1, IgG2, IgM, IgA e IgE) e os percentuais de células
mononucleares do sangue periférico (Thy-1*, CD4", CD8", CD21" ¢ CD14%) com o

objetivo de buscar perfis relacionados a resposta imune humoral e celular.
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5.1 - Andlise da cinética da producdo de imunoglobulinas da classe IgG e
subclasses IgG1 e IgG2 em ciaes imunocompetentes e imunossuprimidos durante a

fase aguda da infeccao.

Os resultados da cinética de produgdo das imunoglobulinas estdo expressos
pelos valores das médias encontradas por dia de coleta em cada grupo e estdo
representados na Figura 2.

Os dados demonstram niveis ascendentes de IgG a partir do 14° dia de infecgdo
no grupo TS. O pico de produgdo dessa imunoglobulina ocorreu no 35° dia (0,316 +
0,038), sendo que a partir do 21° dia foi observada uma elevacdo significativa nos
titulos de IgG em relacdo aos dias zero, sete e 14. Ja o grupo TM apresentou um maior
nivel de IgG no 21° dia (0,269 + 0,084), mais tardiamente do que o observado no grupo
TS. No 28° dia (0,138 + 0,037) ocorreu diminuicdo significativa na produgdo desta
imunoglobulina em relagdo ao 21° dia, vindo novamente a aumentar no 35° dia (0,241 +
0,055).

A comparagdo entre os grupos mostrou que o grupo TS apresentou maior
reatividade de IgG em relag@o ao grupo TM nos dias sete, 14 e 28. Nos dias 21, 28 e 35
este aumento foi observado em relac@o ao grupo controle.

Os cdes imunossuprimidos apresentaram baixa producdo de IgG, sendo
encontrada diferencga significativa nos grupos TMIMS e TSIMS em relacdo ao CIMS
apenas nos dias 21° e 28°, respectivamente. No 35° dia apds infec¢do (DAI) o grupo
TSIMS apresentou diferenca significativa na producao de IgG em relacdo aos dias sete,
14 e 21.

Ao avaliar a subclasse IgGl foram detectados baixos niveis desta
imunoglobulina em todos os grupos, entretanto, no 14° dia o grupo TS apresentou
diferenca significativa de IgG1 em relacdo ao grupo TM. Apesar de no sétimo dia de
infeccdo o grupo TS apresentar pico de producdo de IgGl (0,145 + 0,098), ndo foi
encontrada diferenga significativa na andlise longitudinal. J4 nos cées
imunossuprimidos ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos em nenhum
dos tempos da cinética. Foi observado que o grupo TSIMS apresenta diminuic¢do
significativa nos niveis de IgG1 no 14° dia apés a infecg@o.

Em relagdo a subclasse IgG2, foi observado um maior reatividade entre desta

imunoglobulina no grupo TS em relacdo ao C nos dias 21 e 35 e no grupo TS em
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relacdo ao TM no sétimo dia. Na comparacio entre os grupos TM e C foi observado um
maior reatividade de IgG2 em TM no 21° dia. Houve maior produgdo de IgG2 no grupo
TM no 21° dia de infeccdo (0,286 + 0,129) em relacdo aos dias zero e 28 e no TS no
sétimo dia (0,313 + 0,107), apesar de neste dia ndo ter sido encontrada diferenca
significativa na andlise longitudinal. Os animais imunossuprimidos do grupo TSIMS
apresentaram maiores niveis de IgG2 em relagdo ao grupo CIMS nos dias sete, 28 e 35.
Ja TMIMS teve maiores niveis de IgG2 nos dias 21 e 28 em relagdo ao grupo CIMS.
Nio foi encontrada diferenca significativa entre os grupos imunossuprimidos infectados
em nenhum dos dias avaliados.

Ao ser realizada a andlise estatistica entre os grupos TS e TSIMS foi verificado
que os cdes imunocompetentes apresentam maiores niveis de IgG (p<0,0001) e IgG2
(»<0,0001) em relacdo aos imunossuprimidos. Nos grupos TM e TMIMS também
foram encontrados os mesmos resultados em relagdo aos niveis de IgG (p=0,0092) e
IgG2 (p<0,0001 ) em comparagdo aos imunossuprimidos. Ja IgG1, nos cdes infectados
com formas TM ocorreu o inverso. Os cdes do grupo TMIMS apresentaram maiores

niveis da imunoglobulina IgG1 (p<0,001) que os imunocompetentes.
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Figura 2: Perfil de imunoglobulinas anti-7. cruzi da classe 1gG e das subclasses IgG1 e
IgG2 em caes imunocompetentes e imunossuprimidos experimentalmente infectados
com formas tripomastigotas sangiiineas (TS) ou metaciclicas (TM) da cepa Be-78 do
T. cruzi. (*) representa diferenca significativa (p<0,05) dos grupos infectados,
imunossuprimidos ou ndao em relag@o ao controle néo infectado; (#) representa diferenga
significativa  (p<0,05) entre os grupos infectados imunocompetentes ou
imunossuprimidos. As diferengas significativas (p<0,05) em relacio a avaliacdo
longitudinal de cada grupo estdo representadas pelas letras a, b, c, d, e, f relacionadas
aos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 de infeccdo, respectivamente. Limiar de reatividade: 1gG:

0,140; IgG1: 0,070; 1gG2: 0,230.
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5.2 - Analise da cinética da producio de imunoglobulinas das classes IgM, IgA e
IgE em caes imunocompetentes e imunossuprimidos durante a fase aguda da

infeccao.

Os resultados da cinética de producdo das imunoglobulinas IgM, IgA e IgE
encontram-se ilustrados na Figura 3 e sdo expressos como as médias da densidade 6tica
das imunoglobulinas em cada grupo, nos seis tempos avaliados.

Niveis ascendentes de IgM em TS foram observados a partir do 7° dia de
infec¢do, mantendo-se aumentando até o 35° dia. O grupo TS apresentou uma elevacio
significativa de IgM em relacdo aos grupos C e TM nos dias sete, 14, 21 e 28 e no dia
35 apenas em relacdo ao grupo C. Ja no grupo TM foram observados maiores niveis de
IgM em relacdo ao grupo C nos dias 21 e 35. Os cées imunossuprimidos do grupo
TSIMS e TMIMS apresentaram uma maior producdo de IgM no 28° e 35° dia de
infecgdo. No 28° e 35° dia o grupo TSIMS mostrou aumento nos niveis de IgM em
relacdo aos dias zero, sete e 14; e o grupo TMIMS apresentou elevacido de IgM em
relacdo aos dias zero, sete, 14 e 21. Na andlise comparativa entre os grupos foi
observado que o grupo TSIMS apresentou maior reatividade na produgdo de IgM em
relacdo ao controle nos dias 21, 28 e 35, enquanto em TMIMS este aumento foi notado
nos dias 28 e 35.

A andlise de IgA mostrou que o grupo TS teve maior reatividade de IgA em
relacdo ao grupo C nos dias sete, 14, 21, 28 e 35 e com TM nos dias sete, 14 e 21. Nao
foi observada diferenca significativa entre os grupos TM e C em nenhum dos dias
avaliados. O grupo TM apresentou aumento dos niveis de IgA a partir do 21° dia. Nos
animais imunossuprimidos ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos. Entretanto, o grupo TSIMS apresentou nos dias 21 e 28 um ligeiro aumento nos
niveis de IgA em relacdo aos dias zero e sete e o grupo TMIMS no 35° dia em relacéo
aos dias 14 e 21.

A andlise da imunoglobulina da classe IgE no grupo TS revelou pico de
producdo no dia sete (0,273 + 0,088) em relagdo aos dias zero e 21 (p<0,05). Além
disso, foi observado na andlise entre grupos um maior nivel de IgE no grupo TS em
relacdo ao grupo C e TM neste dia. J4 o grupo TM apresentou maior reatividade de IgE

no 35° dia em relacdo ao controle. Os dados do grupo TS demonstram um decréscimo
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na producdo de IgE a partir do 7° dia, mas ndo foi observada diferenca significativa em
relacdo aos demais dias em fungdo desta queda.

Os c@es imunossuprimidos do grupo TSIMS apresentaram niveis
significativamente maiores de IgE em relacdo ao controle nos dias zero, sete e 14 e
maiores niveis de IgE (p<0,05) no grupo TMIMS em relacdo ao controle no sétimo dia.

A andlise estatistica entre os grupos TS e TSIMS mostrou que os cées
imunocompetentes apresentam maiores niveis de IgM e IgA (IgM, p=0,0001 e IgA,
p<0,0001) em relagdo ao cies imunossuprimidos. Ja entre os grupos TM e TMIMS ndo
foi observada diferenca significativa em relacdio a IgM e IgA. Entretanto, foram
observados maiores niveis de IgE (p=0,0001) nos cdes do grupo TMIMS em relagio ao

grupo TM.
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Figura 3: Perfil de imunoglobulinas anti-7. cruzi das classes [gM, IgA e IgE em caes
imunocompetentes e imunossuprimidos experimentalmente infectados com formas
tripomastigotas sangiiineas (TS) ou metaciclicas (TM) da cepa Be-78 do T. cruzi.
(*) representa diferenca significativa (p<0,05) dos grupos infectados, imunossuprimidos
ou ndo em relagdo ao controle ndo infectado; (#) representa diferenga significativa
(p<0,05) entre os grupos infectados imunocompetentes ou imunossuprimidos. As
diferencas significativas (p<0,05) em relacdo a avaliacdo longitudinal de cada grupo
estdo representadas pelas letras a, b, c, d, e, f relacionadas aos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35
de infecgdo, respectivamente. Limiar de reatividade: IgM: 0,220; IgA: 0,300; IgE:
0,200.
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5.3 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis da classe IgG e subclasses IgG1 e
IgG2 de imunoglobulinas e parasitemia em caes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

Os resultados das andlises de correlagao da classe IgG e das subclasses (IgG1 e
I[gG2) de imunoglobulinas e a parasitemia em cdes imunocompetentes e
imunossuprimidos estdo ilustrados através de graficos de linha (Figuras 4 e 5) das
médias de valores absolutos de densidade otica em cada grupo, nos seis tempos
avaliados (zero, sete, 14, 21, 28 e 35). Ja os dados de parasitemia foram avaliados
diariamente a partir do 10° dia de infec¢@o e estdo expressos pela média do nimero de
tripomastigotas/0, ImL de sangue (Figuras 4 e 5).

Considerando isoladamente o parasitismo, foi verificado que a parasitemia nos
animais imunossuprimidos apresenta-se mais elevada em relacdo aos cies
imunocompetentes como observado nas Figuras 4 e 5.

O aumento nos niveis de IgG nos cdes imunocompetentes antecede o pico de
parasitemia no grupo TS e TM (Figura 4). Tanto a IgG quanto a IgG2 no grupo TM
apresentam o mesmo perfil de comportamento. O grupo TS apresenta um aumento mais
precoce de IgG2 reduzindo a partir do 14° dia (Figura 4). Entretanto, como descrito
anteriormente, ndo foi encontrada diferenca significativa na andlise longitudinal de
IgG2 (TS) em nenhum dos dias. Em rela¢do a IgG1, nota-se que ndo ha alteragdo em
sua producgdo em relagdo a parasitemia.

Nos cé@es imunossuprimidos tanto do grupo TSIMS quanto no grupo TMIMS os
niveis de IgG, IgG1 e IgG2 encontram-se baixos durante todo o curso da parasitemia.
Foi observada auséncia de correlacdo entre os perfis destas imunoglobulinas e a

parasitemia durante os tempos avaliados.
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Figura 4: Perfil de imunoglobulinas da classe IgG e subclasses [gG1 e IgG2 em relagdo
a parasitemia média nos grupos imunocompetentes (TS, TM) e imunossuprimidos
(TSIMS, TMIMS) inoculados pela via intraperitoneal com 2000 formas tripomastigotas
sangiiineas (TS, TSIMS) ou metaciclicas (TM, TMIMS) da cepa Be-78 do T. cruzi por
Kg de peso corporal. Limiar de reatividade: IgG: 0,140; IgG1: 0,070; 1gG2: 0,230.
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5.4 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis das classes IgM, IgA e IgE de
imunoglobulinas e parasitemia em caes imunocompetentes e imunossuprimidos

durante a fase aguda da infeccao.

A producio de IgM em todos os grupos, imunocompetente e imunossuprimidos,
apresentou um pequeno aumento que antecedeu o pico de parasitemia (Figura 5).
Entretanto, no grupo TM ocorreu certa oscilagio no perfil desta classe de
imunoglobulina. Nos grupos TSIMS e TMIMS a IgM aumentou apés o 14° dia.

Nenhuma correlagédo foi observada entre o perfil de IgM e o comportamento da
parasitemia nos cdes imunocompetentes e imunossuprimidos.

Em relagdo as classes IgA e IgE, foi observada uma diminuicdo no perfil destas
imunoglobulinas nos dias que antecedem o aumento da parasitemia no grupo TS (Figura
5). Ja no grupo TM ocorreu um pequeno aumento de IgA e IgE durante o periodo de
parasitemia patente, que se estendendo até o 35° dia. Ao analisar os cées
imunossuprimidos ndo foi observada nenhuma alteragdo no comportamento de IgE em
relacdo a parasitemia. Enquanto para IgA, notou-se um pequeno aumento nos dias
préximos ao pico de parasitemia (Figura 5). Nenhuma correlacio foi observada para os
perfis de IgA e IgE em relacdo a parasitemia tanto para os cdes imunocompetentes

quanto para os cdes imunossuprimidos.
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Figura 5: Perfil de imunoglobulinas da classe IgM, IgA e IgE em relacio a parasitemia
média nos grupos imunocompetentes (TS, TM) e imunossuprimidos (TSIMS, TMIMS)
inoculados pela via intraperitoneal com 2000 formas tripomastigotas sangiiineas
(TS, TSIMS) ou metaciclicas (TM, TMIMS) da cepa Be-78 do T. cruzi por Kg de peso
corporal. Limiar de reatividade: IgM: 0,220; IgA: 0,300; IgE: 0,200.
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5.5 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis da classe IgG e subclasses IgG1 e
IgG2 de imunoglobulinas e linfécitos T (Thy-1*) em cdes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A andlise de correlagdo foi realizada utilizando os valores de densidade 6tica das
imunoglobulinas (IgG, IgG1 e 1gG2) e o percentual de linfécitos T (Thy1™) no mesmo
grupo ao longo da cinética (Figura 6).

Nos animais imunocompetentes foi observado um aumento no percentual de
linfécitos T (Thy-17) a partir do sétimo DAI, sendo que no grupo TM este aumento foi
oscilante e em TS ha diminuicdo destas células no sangue periférico no 35° dia. Em
relacdo ao perfil de IgG, IgG1 e IgG2, foi verificado um aumento nos niveis de IgG no
grupo TS e IgG e IgG2 em TM, durante o intervalo avaliado. Entretanto, ndo foi
encontrada correlacdo entre linfécitos T (Thy-17) e estas imunoglobulinas. No grupo TS
foi observada uma diminui¢do nos niveis de IgG1 e aumento de linfécitos T (Thy-17),
no entanto, nio foi detectada correlacdo negativa entre esta subclasse e este fendtipo
celular neste grupo.

Ao analisar os caes imunossuprimidos foi verificada uma redug@o no ndmero de
linfécitos T (Thy-1%) no sétimo DAI sendo que no 14° dia observou-se aumento no
percentual desta populacdo que se manteve ascendente em TSIMS e praticamente
constante em TMIMS. No grupo TSIMS, os niveis de IgG e IgG2 diminuiram
inicialmente (entre o 7° e 21° dia de infec¢@o) e em seguida houve um leve aumento até
o 35° dia. Em TMIMS os niveis de IgG também comportaram-se de maneira
semelhante, no entanto, IgG2 manteve-se praticamente constante. A andlise de
correlagdo revelou correlagio positiva de linfécitos T (Thy-1%) e IgG tanto em TSIMS
(r =0,4790; p= 0,0179) quanto em TMIMS (r = 0,6080; p= 0,0016). Correlacdo inversa
entre linfécitos T (Thy-17) e IgG1 foi encontrada no grupo TSIMS (r = -0,4428; p=
0,0298), visto que um aumento no percentual de células é acompanhado pela
diminuicdo desta imunoglobulina. Nao se observou correlacio entre IgG2 e linfécitos T

(Thy-1%) em nenhum dos grupos avaliados (Figura 6).
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Figura 6: Perfil de imunoglobulinas da classe IgG e subclasses IgG1 e IgG2 em relagao

ao percentual circulante de células T (Thy—1+) nos grupos imunocompetentes (TS e TM)
e imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (*) representam as correlacdes positivas
significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fendtipo celular representado.
(#) representa as correlacdes negativas encontradas. A cor dos simbolos (¥, #)

corresponde a imunoglobulina onde houve correlagéo.
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5.6 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis das classes IgM, IgA e IgE de
imunoglobulinas e linfécitos T (Thy-1") em cdes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A andlise de correlagdo foi realizada utilizando os valores de densidade 6tica das
imunoglobulinas (IgM, IgA e IgE) e o percentual de linfécitos T (Thy-17) no mesmo
grupo ao longo da cinética (Figura 7).

Nos animais imunocompetentes foi observada correlagio negativa (r = -0,4642;
p= 0,0256) entre IgA e os linfécitos T (Thy-17) no grupo TS. Notou-se que a
diminui¢do no percentual de linfécitos T (Thy-1%) foi acompanhada de um aumento nos
niveis da imunoglobulina de IgA neste grupo, e o contrario foi observado quando houve
diminuicdo dos niveis de IgA. Apesar de um comportamento semelhante em IgE no
grupo TS, ndo foi observada correlagdo entre esta imunoglobulina e o percentual
linfécitos T (Thy-17). No grupo TM nido foi encontrada correlacdo entre os perfis de
imunoglobulinas e o percentual de linfécitos T (Thy-17).

Nos grupos imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS) foi observada correlagio
positiva significativa entre linfécitos T (Thy-17) e IgM em ambos os grupos (TSIMS,
r = 0,6839; p= 0,0002; TMIMS, r = 0,4185; p= 0,0418). Correlacdo positiva foi
também observada (r = 0,5256; p= 0,0079) entre os niveis de IgA e linfécitos T (Thy-
1") no grupo TSIMS. Nio foram observadas diferencas significativas na analise de
correlagdo entre IgE e linfécitos T (Thy-17) em nenhum dos grupos avaliados

(Figura 7).
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Figura 7: Perfil de imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgE em relagdo ao
percentual circulante de células T (Thy—1+) nos grupos imunocompetentes (TS e TM) e
imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (*) representam as correlacdes positivas
significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fendtipo celular representado.
(#) representa as correlacdes negativas encontradas. A cor dos simbolos (¥, #)
corresponde a imunoglobulina onde houve correlagéo.
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5.7 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis da classe IgG e subclasses IgG1 e
IgG2 de imunoglobulinas e linfécitos T (CD4") em cdes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A andlise de correlagdo foi realizada utilizando os valores de densidade Otica
obtidos na cinética de produgdo da classe IgG e subclasses IgG1 e IgG2 em relacdo ao
percentual de linfécitos T (CD4") no mesmo grupo ao longo da cinética (Figura 8).

Entre os grupos de cdes imunocompetentes foi verificada correlacdo negativa
(r = -0,569; p= 0,0045) apenas entre percentual de linfécitos T (CD4") e niveis de IgG
no grupo TS. Neste grupo, também foi observada diminui¢do aparente nos niveis de
IgG2 acompanhada de diminui¢do no percentual de linfécitos T (CD4"), no entanto, ndo
houve correlagiio entre os niveis desta imunoglobulina e linfécitos T (CD4"). No grupo
TM nio foi encontrada nenhuma correlagiio entre linfécitos T (CD4™) e IgG, IgGl e
IgG2.

A andlise dos animais imunossuprimidos demonstrou correlacdo negativa
significativa (r = -0,4054; p= 0,0494) entre linfécitos T (CD4") e IgG2 no grupo
TSIMS. Apensar de IgG total apresentar um perfil semelhante a IgG2 neste grupo, ndo
foi observada correlagdo significativa (p<0,05). J4 no grupo TMIMS, foi encontrada
correlagdo (r = 0,6183; p= 0,0013) entre o fenétipo (CD4") e IgG. Em nenhum dos
grupos foi verificada correlagdo entre IgG1l e o percentual de linfécitos T (CD4")

(Figura 8).
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Figura 8: Perfil de imunoglobulinas da classe IgG e subclasses [gG1 e IgG2 em relagdo

ao percentual circulante de células T (CD4+) nos grupos imunocompetentes (TS e TM)
e imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (*) representam as correlagdes positivas
significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fendtipo celular representado.
(#) representa as correlagdes inversas encontradas. A cor dos simbolos (¥, #)
corresponde a imunoglobulina onde houve correlagao.
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5.8 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis das classes IgM, IgA e IgE de
imunoglobulinas e linfécitos T (CD4") em cdes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A andlise de correlagdo foi realizada utilizando os valores de densidade Otica
obtidas na cinética de produgdo de imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgE versus o
percentual de linfécitos T (CD4") no mesmo grupo ao longo da cinética (Figura 9).

No grupo TS, a imunoglobulina da classe IgE mostrou um comportamento
descendente acompanhado por decréscimo do percentual de linfécitos T CD4", ndo
sendo entretanto, encontrada correlacdo. Ja IgM apresentou correlagdo negativa (r = -
0,5527; p= 0,0062) neste grupo, demonstrando que uma diminui¢do de linfécitos T
CD4" pode ser acompanhada por aumento de IgM durante a fase aguda da infec¢do pelo
T. cruzi. O grupo TM ndo apresentou correlagdo com as imunoglobulinas das classes
IgM, IgA e IgE, durante a fase aguda da infecgao.

Nos animais imunossuprimidos foi verificada correlagdo positiva (TSIMS,
r = 0,4697; p= 0,0206; TMIMS, r = 0,6843 p= 0,0002) entre o percentual de linfécitos
T CD4" € os niveis de IgA em ambos os grupos. Jd o grupo TMIMS também apresentou
correlacdo positiva (r = 0,7286; p= 0,0001) com os niveis de IgM e o percentual de
linfécitos T CD4*. Em nenhum dos grupos foi encontrada correlagdo entre os niveis de

IgE e o percentual de linfécitos T CD4" (Figura 9).
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Figura 9: Perfil de imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgE em relagdo ao

percentual circulante de células T (CD4+) nos grupos imunocompetentes (TS e TM) e
imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (*) representam as correlacdes positivas
significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fendtipo celular representado.
(#) representa as correlacdes inversas encontradas. A cor dos simbolos (*, #)
corresponde a imunoglobulina que houve correlacio.
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5.9 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis da classe IgG e subclasses IgG1 e
IgG2 de imunoglobulinas e linfécitos T (CD8") em cdes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A andlise de correlagdo foi realizada utilizando os valores de densidade Otica
obtidas na cinética de producgdo da classe IgG e subclasse IgG1 e IgG2 em relagdo ao
percentual de linfécitos T (CD8") no mesmo grupo ao longo da cinética (Figura 10).

Os cies infectados com formas TS apresentaram correlagdo entre percentual de
linfécitos T (CD8") circulantes no sangue periférico e niveis de IgG nos grupos
imunocompetentes (TS, r = 0,7137; p= 0,0001) e imunossuprimidos (TSIMS, r =
0,4425; p= 0,0304). Nenhuma correlacio entre as subclasses IgG1 e IgG2 e percentual
de linfécitos T (CD8™) foi observada nestes grupos.

Nos animais infectados com formas TM, apenas o grupo imunocompetente
apresentou correlacio (r = 0,4158; p= 0,0433) entre os niveis de IgG e o percentual de
linfécitos T (CD8™). Nao foi observada correlacdo entre os niveis das subclasses de
imunoglobulinas IgG1 e IgG2 e o percentual de linfécitos T (CD8") nos grupos TM e
TMIMS, apesar de o perfil de IgG2 no grupo TM ser muito semelhante ao encontrado
com a classe IgG neste grupo.

Nenhuma correlagdo foi encontrada entre os niveis de imunoglobulinas das
subclasses IgG1 e IgG2 em relagdo ao percentual de linfécitos T (CD8") circulantes no

sangue periférico dos animais avaliados (Figura 10).
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Figura 10: Perfil de imunoglobulinas da classe IgG e subclasses IgGl e IgG2 em

relacdo ao percentual circulante de células T (CD8+) nos grupos imunocompetentes
(TS e TM) e imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (*) representam as correlagdes
positivas significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fendtipo celular
representado. A cor do simbolo corresponde & imunoglobulina que houve correlagio.
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5.10 - Correlagoes entre as cinéticas dos perfis das classes IgM, IgA e IgE de
imunoglobulinas e linfécitos T (CD8") em cdes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A avaliac@o de correlacdo foi realizada utilizando os valores de densidade 6tica
obtidos na cinética de producdo das classes IgM, IgA e IgE em relacdo ao percentual de
linfécitos T (CD8Y) no mesmo grupo ao longo da cinética (Figura 11).

Nos animais infectados com formas TS foi observada correlagdo entre os niveis
de IgM e o percentual de linfécitos T (CD8") nos cies imunocompetentes (r = 0,5292;
p= 0,0094) e imunossuprimidos (r = 0,5267; p= 0,0082). Animais do grupo TS
apresentaram um aumento no nimero de linfécitos T CD8* em relagio ao TSIMS e este
aumento foi acompanhado por elevacdo nos niveis de IgM. Nenhuma correlacio foi
observada entre IgA e IgE com o fenétipo CDS8™.

Entre os cdes infectados com formas TM, apenas o grupo TM apresentou
correlacdo (r = 0,4627; p= 0,0228) entre os niveis de IgA e o percentual de linfécitos T
(CD8"). J4 nas outras classes de imunoglobulinas (IgM e IgE) ndo foi encontrada
correlacdo. O grupo TMIMS ndo apresentou correlagdo significativa com nenhuma das
imunoglobulinas (IgM, IgA e IgE).

Ndo foi observada correlagio entre linfécitos T CD8" e a classe de
imunoglobulina IgE em nenhum dos grupos avaliados durante a fase aguda da infecc¢éo

(Figura 11).
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Figura 11: Perfil de imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgE em relacdo ao

percentual circulante de células T (CD8+) nos grupos imunocompetentes (TS e TM) e
imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (¥) representam as correlacdes positivas
significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fendtipo celular representado.
A cor do simbolo corresponde a imunoglobulina que houve correlagéo.
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5.11 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis da classe IgG e subclasses IgG1 e
IgG2 de imunoglobulinas e linfécitos B (CD21%) em cdes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A avaliac@o de correlacdo foi realizada utilizando os valores de densidade 6tica
obtidos na cinética de produ¢do das imunoglobulinas da classe IgG e subclasses 1gG1 e
IgG2 em relagdo ao percentual de linfécitos B (CD21%) no mesmo grupo ao longo da
cinética (Figura 12).

Cédes imunocompetentes infectados com formas TS apresentaram durante a fase
aguda da infeccdo um perfil de imunoglobulinas das subclasses IgGl e IgG2
semelhantes ao perfil do percentual de linfécitos B (CD21%) ndo tendo sido, entretanto,
observada correlacdo entre esses pardmetros. Ja no grupo TM foi observada correlacéo
(r = 0,4405; p= 0,0312) entre os niveis de IgG1 e o percentual de linfécitos B (CD21%)
circulantes.

A andlise de correlagdo nos grupos de animais imunossuprimidos demonstrou
que estes apresentavam correlacdo negativa (TSIMS, r = -0,5011; p= 0,0120),
(TMIMS, r = -0,6905; p= 0,0002) entre os niveis de IgG e o percentual de linfécitos B
(CD21") independente da forma infectante utilizada no inoculo. Nenhuma correlacéo foi
observada entre linfécitos B (CD21%) e IgG2 durante a fase aguda da DC, independente

da forma de inoculo ou do estado imunolégico dos animais avaliados (Figura 12).
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Figura 12: Perfil de imunoglobulinas da classe IgG e subclasses IgGl e IgG2 em

relacdo ao percentual circulante de células B (CD21+) nos grupos imunocompetentes
(TS e TM) e imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (*) representam as correlacdes
positivas significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fendtipo celular
representado. (#) representa as correlagdes inversas encontradas. A cor dos simbolos
(*, #) corresponde a imunoglobulina que houve correlagéo.
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5.12 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis das classes IgM, IgA e IgE de
imunoglobulinas e linfécitos B (CD21") em cdes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A avaliacdo de correlacdo foi realizada utilizando os valores de densidade ética
obtidas na cinética de produg@o das imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgE em
relagdo ao percentual de linfécitos B (CD21%) no mesmo grupo ao longo da cinética
(Figura 13).

Nio foi observada correlagéo significativa nos grupos imunocompetentes, entre
as imunoglobulinas IgM, IgA e IgE rela¢@o ao percentual de linfécito B (CD21%). J4 nos
animais imunossuprimidos, nos grupos TSIMS e TMIMS foi verificada correlacdo
negativa entre percentual de linfécitos B (CD21%) com os niveis de IgM (r = -0,5755;
p=0,0033; r = -0,6336; p= 0,0009 ) e IgA ( r = -0,4371; p= 0,0327; r = -0,4415; p=
0,0308), respectivamente. Nenhuma correlagdo foi observada entre linfécitos B (CD21%)
circulantes e IgE durante a fase aguda da infeccdo experimental pelo 7. cruzi,

independente do grupo avaliado (Figura 13).
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Figura 13: Perfil de imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgE em relacdo ao

percentual circulante de células B (CD21+) nos grupos imunocompetentes (TS e TM) e
imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (#) representa as correlagdes inversas
significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fenédtipo celular representado. A
cor do simbolo corresponde a imunoglobulina que houve correlacao.
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5.13 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis da classe IgG e subclasses IgG1 e
IgG2 de imunoglobulinas e mondécitos (CD14%) em cdes imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A avaliacdo de correlacdo foi realizada utilizando os valores de densidade 6tica
obtidos na cinética de producdo das imunoglobulinas da classe IgG e das subclasses
IgG1 e 1gG2 em relagdo ao percentual de linfécitos B (CD14%) no mesmo grupo ao
longo da cinética (Figura 14).

Em relacdo aos cdes imunocompetentes foi observada correlacdo positiva
(r = 0,4720; p= 0,00199) apenas no grupo TM entre os niveis de IgG1 e o percentual de
mondcitos (CD14%). Além disso, foi detectada correlagio negativa (r = -0,4562; p=
0,0250) entre os niveis de IgG total e o percentual de mondécitos (CD14%) neste grupo.
Nenhuma correlagdo foi encontrada entre o percentual de mondcitos (CD14%) e as
imunoglobulinas IgG, IgG1 e IgG2 no grupo TS.

Nos animais imunossuprimidos apenas o grupo TSIMS apresentou correlagio
significativa, sendo esta positiva para IgG1 (r = 0,4469; p= 0,0286) e inversa para os
niveis de IgG total (r = -0,5106; p= 0,0108) em relacdo ao percentual de mondcitos
(CD14"). Nenhuma correlagdio significativa foi encontrada entre mondcitos (CD14")

circulantes e os niveis de IgG2 nos grupos de animais estudados.
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Figura 14: Perfil de imunoglobulinas da classe IgG e subclasses IgGl e IgG2 em
relacdo ao percentual circulante de mondcitos (CD14+) nos grupos imunocompetentes
(TS e TM) e imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (*) representam as correlacdes
positivas significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fenétipo celular
representado. (#) representa as correlacdes inversas encontradas. A cor dos simbolos
(*, #) corresponde a imunoglobulina que houve correlagéo.
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5.14 - Correlacoes entre as cinéticas dos perfis das classes IgM, IgA e IgE de
imunoglobulinas e mondcitos (CD14") em ci3es imunocompetentes e

imunossuprimidos durante a fase aguda da infeccao.

A avaliacdo de correlacdo foi realizada utilizando os valores de densidade 6tica
obtidos na cinética de producdo das imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgE em
relagdo ao percentual de linfécitos B (CD14") no mesmo grupo ao longo da cinética
(Figura 15).

Nenhuma correlagdo entre o perfil de imunoglobulinas IgM, IgA e IgE e o
percentual de mondcitos (CD14") circulantes na fase aguda da DC foi observada nos
grupos TS e TM. Entretanto, foram observadas correlacdes negativas entre mondcitos
(CD14") e os niveis de IgM nos animais imunossuprimidos dos grupos TSIMS e
TMIMS (r = -0,7646; p< 0,0001), (r = -0,5080; p= 0,0113), respectivamente. Além
disso, o grupo TSIMS também apresentou correlacio negativa (r = -0,6884; p= 0,0002)
com os niveis de imunoglobulina IgA e percentual de mondcitos (CD14") circulantes.
Em nenhum dos grupos aqui estudados foi encontrada correlagdo entre os niveis de IgE

e o percentual de mondcitos (CD147) durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi.
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Figura 15: Perfil de imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgE em relacdo ao

percentual circulante de mondcitos (CD14+) nos grupos imunocompetentes (TS e TM) e
imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS). (#) representa as correlacdes inversas
significativas encontradas entre a imunoglobulina e o fendtipo celular representado. A
cor do simbolo corresponde a imunoglobulina que houve correlacio.
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Na Tabela 2, encontra-se a sintese da andlise de correlacdes entre as classes IgG,
IgM, IgA e IgE e as subclasses I1gGl e IgG2, fendtipos de linfécitos T (Thy-1%),
subpopulacdes de linfécitos T (CD4" e CD8"), linfécitos B (CD21%) e mondcitos

(CD14%). Os valores de r e p, estdo sumarizados em fung¢io das correlagdes observadas.
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Igs Grupos Thy-1*  CD4* CD8* CD21+ CDh14*
TS r=-0,5697 r=0,7137
p=10,0045  p=0,0001
TSIMS r=04790 r=04425 r=-05011 r=-0,5106
12G p=0,0179 p=0,0304 p=0,0120 p=0,0108
™ r=0,4158 r=-0,4562
p=10,0433 p=0,0250
r=0,6080 r=0,6183 r = -0,6905
TMIMS  _ 00016 p=00013 p=00002 "
r=-0,4428 r = 0,4469
TSIMS p=0,0298 p=0,0286
IgG1
™ r=0/4405 r=04720
p=0,0312  p=0,00199
TMIMS ——- — — ——- —_—-
TS r=-04813
p=0,0201
r=-0,4054
TSIMS T p=10,0494 T T T
IgG2
TMIMS
TS r=-05527 r=05292
T p=0,0062  p=0,0094
= 0,6839 r=0,5267 r=-0,5755 r=-0,7646
TSIM r s I s 5 s
IgM SIMS p=0,0002 p=0,0082 p=00033 p<0,0001
r=04185 r=0,7286 r=-0,6336 r=-0,5080
TSIMS  p=0,0418 p=0,0001 p=10,0009 p=0,0113
r=-0,4642
TS p=00256 T
r=0,5256 r=04697 r=-04371 r=-0,6884
TSIMS p=0,0079 p=0,0206 =0,0327 p=0,0002
IgA
TM o o r= 0,4627 o o
p=0,0228
TMIMS - 1r=0,6843 r=-0,4415
p=0,0002 p=0,0308

Tabela 2: Valores de r (Pearson) e p, encontrados na andlise de correlacdo entre as
imunoglobulinas IgG, IgG1, 1gG2, IgM e IgA e os fendtipos Thy-17, CD4*, CDS",
CD21" e CD14", nos grupos imunocompetentes (TS, TM) e imunossuprimidos (TSIMS,
TMIMS). A linha tracejada representa a falta de correlagdo significativa (p<0,05). Em
azul, para facilitar a visualizagdo, estdo representadas as correlacdes negativas

encontradas.
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5.15 - Sintese das cinéticas dos perfis de imunoglobulinas versus fenétipos
celulares em animais imunocompetentes e imunossuprimidos durante a fase aguda

da infeccao.

No quadro 1 encontra-se sumarizado as correlacdes observadas entre todas as
classes e subclasses de imunoglobulinas e os fendtipos celulares em céaes
imunossuprimidos e imunocompetentes. O presente quadro, foi estabelecido com base
nos dados das cinéticas de imunoglobulinas apresentados anteriormente e apds andlise
de regressao linear.

Animais imunocompetentes infectados com tripomastigota sangiiineas
apresentam um perfil conjunto de correlacdes positivas entre linfécitos T (CD8™) versus
IgG e IgM e correlagdes negativas entre linfécitos T (Thy-17) versus 1gG2 e IgA e
linfécitos T (CD4") versus IgG e IgM.

Animais imunocompetentes infectados com tripomastigota metaciclicas
apresentam um perfil conjunto de correlacdes positivas entre linfécitos T (CD8™) versus
IgG e IgA, linféctis B (CD21%) e monécitos (CD14") versus IgG1 e correlagio negativa
entre mondcitos (CD14") versus IgG.

Animais infectados com tripomastigota sangiiineas e imunossuprimidos
apresentam um perfil conjunto de correlagdes positivas entre linfécitos T (Thy-1%)
versus IgG, IgM e IgA, linfécitos T (CD4") versus IgA, linfécitos T (CD8") versus IgG
e IgM, mondcitos (CD14") versus 1gGl e correlagdes negativas entre linfécitos T
(Thy-1%) versus IgGl, linfécitos T (CD4%) versus IgG2, linfécitos B (CD21%) e
mondcitos (CD147) versus IgG, 1gM e IgA.

Animais infectados com tripomastigota metaciclicas e imunossuprimidos
apresentam um perfil conjunto de correlagdes positivas entre linfécitos T (Thy-1%)
versus IgG, IgM, linfécitos T (CD4") versus IgG, IgM e IgA e correlagdes negativas
entre linfécitos B (CD217) versus IgG, IgM e IgA, mondcitos (CD147) versus IgM.

Ao avaliar o percentual de células B (CD21") percebe-se nos animais
imunocompetentes um aumento nos niveis de IgG, IgM e IgA quando ocorre reducédo

no percentual das células B (CD21%).
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Figura 16: Correlacdes das cinéticas dos perfis de imunglobulinas versus fenotipos
celulares em animais imunocompetentes e imunossuprimidos durante a fase aguda da
infecgdo. (+) correlacdes positivas (-) correlagdes negativas (1) aumento dos niveis de
imunoglobulina, (§ ) diminui¢do dos niveis de imunoglobulina (=) manutengido dos
niveis de imunoglobulina.
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6 — DISCUSSAO



Discussdo

Em 1984, a OMS preconizou os requisitos fundamentais para o estabelecimento
de modelos experimentais para estudos da DC. No Brasil, além de alguns trabalhos
isolados (MACHADO et al., 2001), dois grupos investiram fortemente no modelo
canino visando suprir algumas das necessidades basicas na compreensdo da histéria
natural da doenca neste modelo (ANDRADE & ANDRADE, 1980; ANDRADE et al,
1984; LANA et al., 1988; LANA et al., 1991).

Com a possibilidade da reproducdo das trés formas clinicas da DC humana
apresentada por este modelo (formas aguda sintomadtica, indetermina e cardiaca cronica
fibrosante descompensada), o mesmo passou a ser amplamente utilizado nos estudos
desta doenca (ANDRADE et al., 1984 ; LANA et al., 1988; LANA et al., 1992,
GUEDES, 2001; BAHIA et al., 2002; CARNEIRO, 2002; CARNEIRO et al., 2007).

Neste contexto, Lana et al. (1991) ao estudar a histéria natural da infeccao
experimental em cdes, sob a Otica do comportamento sorologico de IgM e IgG,
observou através da RIFI que a positividade destas imunoglobulinas ocorre a partir da
terceira semana de infeccdo e até a quarta semana os niveis de IgM apresentaram-se
mais elevados que os de IgG e a partir da quinta semana este fato se inverte. J4 através
da técnica de ELISA, IgM apresentou reatividade a partir da primeira semana de
infec¢cdo, enquanto em IgG a partir da terceira semana. Os niveis de IgG foram mais
elevados que os de IgM a partir da quinta semana de infec¢do permanecendo até o 30°
més.

Mais recentemente, estudos que avaliaram classes e subclasses de
imunoglobulinas foram realizados em outras doencas no modelo canino, principalmente
na leishmaniose visceral canina (LVC) (BOURDOISEAU et al., 1997, REIS et al,
2006), promovendo assim um maior entendimento do papel das imunoglobulinas em
doencas infecciosas neste modelo. No presente estudo foram utilizados cées jovens
(4 meses), uma vez que animais nesta faixa etdria reproduzem com maior fidelidade os
aspectos encontrados na forma aguda da DC, conforme descrito por Andrade e Andrade
(1980). Outra importante abordagem avaliada nesse estudo, foi o aspecto da
imunossupressiao nestes animais, visando a melhor compreensao do comportamento de
classes e subclasses de imunoglobulinas (IgG, IgG1, 1gG2, IgM, IgA e IgE) em animais
imunossuprimidos portadores de DC. Foram entdo utilizados 24 cdes infectados pela via
intraperitoneal com 2000 formas tripomastigotas metaciclicas (grupos TM e TMIMS)

ou sangiifneas (grupos TS e TSIMS). A utilizacdo de diferentes formas infetantes pode
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implicar em respostas imunes diferenciadas, além disso, algumas peculiaridades sobre
as distintas vias de transmissdo do parasito estariam sendo consideradas ao utilizarmos
estas duas formas do parasito. A infec¢gdo com formas TS reproduziria em parte, o que
acontece na transmissdo transfusional ou por acidente de laboratério e com TM, o que
ocorre em casos de transmissdo vetorial. Bahia et al., (2002) demonstraram que o
inoculo pela via intraperitoneal empregando 2000 formas TS ou TM por Kg/peso
garante 100% de infectividade, sendo esse grau menor na rota intra-ocular. A
infectividade encontrada no presente trabalho foi de 100%, tanto nos animais
imunocompetentes quanto nos imunossuprimidos. J4 a mortalidade foi de 0% nos
imunocompetentes ¢ de 50% no grupo imunossuprimido infectado com formas TM
(CARNEIRO, 2002).

Diferencas estruturais encontradas na glicofosfatidilinositol GPI mucina de TS e
TM podem influenciar na interacdo com as células do hospedeiro vertebrado e
conseqiientemente no desenvolvimento da resposta imune e no processo inflamatdrio
durante os estdgios iniciais da infeccio aguda (BRENER & GAZINELLI, 1997).
Provavelmente, as diferencas no perfil da resposta humoral nos grupos infectados com
TM ou TS deveram-se a forma infectante do parasito utilizada. Por outro lado, nos
animais imunossuprimidos infectados com TM ou TS poucas alteracdes foram
observadas no perfil das imunoglobulinas, possivelmente devido a grande deficiéncia na
sintese de anticorpos nesses animais o que, neste caso, independe da forma infectante

utilizada.

Um dos grandes desafios encontrados atualmente tem sido a escolha da
preparacdo antigénica ideal para andlise soroldgica, visto que vdrios trabalhos
demonstram que os resultados detectados por ELISA sdo altamente dependentes do
antigeno empregado no teste, o que dificulta a observa¢do de um padrdo de resposta
entre diferentes trabalhos (PRIMAVERA et al., 1990; CERBAN et al., 1993;
MATSUMOTO et al, 1993; CORDEIRO et al, 2001; GUEDES, 2001;
MICHAILOWSKY et al., 2003). Carneiro (2002) utilizou antigeno de tripomastigotas e
epimastigotas para avaliar a reatividade de IgG total. Nos grupos imunocompetentes foi
detectado IgG a partir do 14° DAI independente do antigeno empregado. A partir dai, os
niveis de IgG sempre se mostraram superiores quando foi empregado antigenos de
tripomastigotas, entretanto, o padrio da curva foi semelhante entre as duas preparacdes

antigénicas. Nossos dados foram obtidos utilizando antigenos soltiveis de epimastigotas,
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se utilizdssemos outras preparacdes antigénicas ou mesmo outras técnicas,
provavelmente encontrariamos diferentes perfis de resposta. A utiliza¢do do antigeno de
epimastigota foi empregado neste trabalho por ser facilmente cultivado em meio
acelular, apresentar maior seguranca no laboratério e ser o mais utilizado na literatura
para a realizagdo de reagdes de ELISA.

Ao avaliarmos o perfil de IgG, observamos a ocorréncia de aumento dos niveis
desta imunoglobulina a partir da segunda semana apds o inoculo, sendo este progressivo
nos animais infectados com TS e oscilante nos infectados com TM. Isso demonstra que
a resposta humoral desencadeada no organismo do cdo varia de acordo com a forma
infectante utilizada. Possivelmente individuos infectados por transfusdo sangiiinea ou
acidente de laboratério apresentariam perfis de resposta humoral diferentes daqueles
que contrairam a doenga de forma natural (pelo vetor). Lana et al. (1991) estudando o
mesmo modelo também observaram aumento nos niveis de IgG durante a fase inicial da
infeccdo. Guedes (2006), ao infectar caes da raca Beagle com diferentes cepas de T.
cruzi, observou aumento nos niveis de IgG a partir da segunda semana apds inoculo
com formas TS. Tais resultados demonstram que a IgG total é precocemente detectada
no soro de cdes experimentalmente infectados (14 dias).

Estudos de fase aguda envolvendo camundongos BALB/c e C57BL/6
demonstraram aumento crescente nos niveis de IgG durante a infeccdo pelo 7. cruzi.
Camundongos BALB/c apresentam uma maior produgdo desta imunoglobulina quando
comparados a C57BL/6 (PEREZ et al., 2005). Nos casos humanos a producido de IgG
aumenta mais lentamente durante o inicio da infec¢do, com pico de produgdo no 30° dia
ap6s a infec¢do, mantendo-se alta até 0 93° dia (GRAUERT et al., 1993).

Observa-se entdo uma variacdo no intervalo para se iniciar a produgdo de
imunoglobulinas, devendo-se provavelmente, a capacidade inerente de cada individuo
produzir uma reposta antigeno-especifica, resultando na produgdo diferencial de
imunoglobulinas circulantes.

Sa Ferreira et al. (1983) avaliando pacientes chagasicos crénicos ndo
perceberam correlacdo entre os niveis de IgG e IgM em relacdo as diferentes formas
clinicas da doenca. Estes dados mostraram que, inicialmente, para a doenga humana néo
era possivel encontrar um marcador de progndstico soroldgico relacionado as diferentes

manifestagdes clinicas da DC.
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Avaliando os animais imunossuprimidos, observamos que os niveis de IgG total
mantiveram-se baixos desde o inoculo, sendo que apenas o grupo TSIMS apresentou
pequeno aumento destes niveis no dltimo dia analisado. Dessa forma, percebe-se que a
imunossupressdo com azatioprina ocasionou uma diminuicdo nos niveis de IgG total
independente da forma infectante utilizada. Acreditamos que a imunossupressdo tenha
alterado a capacidade da resposta imune celular influenciando diretamente na producéo
de anticorpos IgG especificos contra o 7. cruzi. Estes resultados podem explicar falhas
no diagnostico precoce em individuos HIV/AIDS comumente encontradas na DC e em
Leishmaniose visceral.

Ao analisarmos os resultados de IgG1, observamos que os animais infectados
com TS apresentaram maiores niveis desta subclasse de imunoglobulina em relacio ao
grupo controle ¢ TM em vdrios tempos, mas apenas no 14° dia apds inoculo esta
diferenca foi significativa. No entanto os niveis de IgG1 foram baixos tanto nos animais
imunocompetentes quanto nos imunossuprimidos, o que pode ser resultante do curto
periodo em que foi feita essa andlise, pois estudos em cdes Beagle infectados com a
cepa Be-78 demonstraram que os niveis desta imunoglobulina comec¢am baixos e depois
ascendem até a 30" semana (GUEDES, 2006). H4, portanto, fortes indicios de que a
IgG1 seja uma imunoglobulina marcante no inicio da fase cronica na DC canina.

Estudos soroldgicos em pacientes com comprometimento cardiaco revelaram
altos niveis de IgG1 e IgG3 e baixos de IgG2 e IgG4 pelo método de ELISA quando
empregados antigenos de epimastigota. Ao utilizar a fracdo antigénica citosélica dcida
de epimastigota foi observado que IgGl é o principal isotipo produzido nestes
individuos (CERBAN et al., 1993). Andlises através da técnica de citometria de fluxo
realizadas por Cordeiro et al. (2001) demonstraram que IgG1 e IgG3 s@o os principais
anticorpos liticos presentes em humanos e que pacientes na forma indeterminada
apresentam altos niveis de IgG1l, o que pode caracterizar esta imunoglobulina como
protetora na DC humana. Dados semelhantes foram obtidos através da sorologia de
pacientes por ELISA, onde se percebeu que IgGl e IgG3 sdo as principais
imunoglobulinas presentes no sangue de pacientes com DC (MICHAILOWSKY et al.,
2003). Em murinos, vérios estudos sugerem que as subclasses de imunoglobulinas IgG1
e IgG2b comportam-se como anticorpos liticos (STEFANI er al, 1983; LIMA
MARTINS et al., 1985; PYRRHO e al,, 1998). Ainda ndo sabemos se a IgG1 canina

possui funcdo bioldgica semelhante a IgG1l humana. Mais recentemente, foi possivel
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produzir conjugados capazes de detectar especificamente a IgG3 e IgG4 de cédes o que
permitird em um futuro préximo a melhor compreensdo da fung@o dessas outras
subclasses de Imunoglobulinas G na DC experimental canina.

O comportamento do perfil da subclasse IgG2 encontrado foi semelhante ao de
IgG total no grupo infectado com TM, ou seja, houve um aumento progressivo de
ambos, enquanto que no grupo infectado com TS observou-se o contririo. No entanto,
nido foi observado diferenca significativa de IgG2 no grupo TS durante os dias
avaliados. Ja Guedes (2006) observou perfis similares de IgG2 e IgG total, em animais
infectados com formas TS independente da cepa utilizada (Be-78, ABC e Y). Estes
resultados controversos podem ser devido ao curto periodo avaliado, provavelmente os
niveis de IgG2 devem ascender ap6s o 35° dia.

Estudos realizados em murinos vacinados com o clone CL-14, da cepa CL do T.
cruzi, demonstraram que IgG1 e IgG2b sdo as principais subclasses de imunoglobulinas
produzidas nestes animais e que estas desempenham fun¢do protetora (PYRRHO et al,
1998).

Torna-se importante ressaltar que semelhante ao que ocorreu para IgG, os
grupos de cdes imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS) ndo foram capazes de produzir
niveis superiores de IgG1l e IgG2 em relagdo ao limiar de positividade (cut off) para
estas imunoglobulina. Esses dados sdo relevantes, uma vez que evidenciam a
incapacidade da resposta a producgdo de anticorpos IgG1 e IgG2 antigeno-especifica em
cdes submetidos a imunossupressdo, demonstrando assim, o efeito da terapéutica
imunossupressora sob o sistema imune do animal.

Quanto ao perfil de IgM, percebe-se que os animais infectados com TS
apresentam niveis mais elevados desta imunoglobulina que o grupo infectado com TM.
O aumento nos niveis desta imunoglobulina ocorre a partir do inoculo; porém, elevacdo
significativa somente foi percebida a partir da terceira semanas apds a infec¢do.

Lana et al. (1991) observaram aumento dos niveis de IgM, por ELISA e RIFI, a
partir da 2* semana ap0s a infeccdo, sendo que estes niveis se mantiveram ascendentes
até o terceiro més, quando avaliado pela técnica de RIFI, e até o segundo ano quando
avaliado por ELISA.

Resultados semelhantes foram encontrados por Guedes (2006) nos quais foi
observado aumento de IgM em cées Beagle infectados pelas cepas Be-78, Y e ABC a

partir da 2* semana de infec¢do com queda nos niveis desta imunoglobulina a partir da
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30" semana de infec¢do. Matsumoto et al. (1993) investigaram a deteccdo de IgM em
humanos, encontrando uma detec¢do de 100% durante a fase aguda da DC e na fase
cronica, infima proporc¢do desta imunoglobulina. Morgan et al. (1996) observaram que
pacientes com altera¢des cardiacas apresentam niveis mais elevados de IgM em relagdo
aos individuos ndo infectados ou na forma indeterminada. Estudo avaliando a cinética
da producao de IgM em pacientes de fase aguda, demonstra rdpida elevag@o nos niveis
de IgM até o décimo sétimo dia apds a infeccdo Grauert et al. (1993), sendo que estes
decaem até o 66° dia permanecendo acima dos niveis basais até 0 93° dia.

E digno de nota o achado de que apenas a classe IgM apresentou, no decorrer da
infec¢do, aumento de seus niveis nos grupos imunossuprimidos (TSIMS e TMIMS),
demonstrando uma cinética diferenciada desta imunoglobulina em relagdo as outras
classes e subclasses avaliadas. Tais achados parecem indicar uma incapacidade da
célula B em promover a troca de classe de imunoglobulinas nos animais
imunossuprimidos (HALDAR et al., 1983; MEDRANO et al., 1998).

Da mesma forma que IgM, a IgA apresentou maiores niveis no grupo TS em
relacdo ao grupo TM e controle, sendo esta diferenca significativa a partir da primeira
semana apds o inoculo. Entretanto, os niveis desta imunoglobulina ndo se alteraram
significativamente ao longo do periodo analisado. Guedes (2006) detectou em seu
trabalho, envolvendo cdes Beagle, baixos niveis de IgA a partir da segunda semana apds
o0 inoculo, com aumento destes niveis até a 6° semana para todos os grupos avaliados,
independentes da cepa utilizada. Estudos envolvendo humanos demonstram que a IgA
esta relacionada a forma digestiva da DC. Sa Ferreira et al. (1983) ao avaliarem
individuos na fase cronica da DC apresentando diferentes formas clinicas observaram,
através de imunodifusdo radial, que metade dos pacientes avaliados portadores da forma
digestiva da doenca apresentavam elevados niveis de IgA. Estudos posteriores
demonstraram que a técnica de ELISA empregando antigenos de amastigotas sdo mais
adequados na deteccdo de IgA em soros de pacientes Chagdsicos e que IgA realmente
estd associada a forma digestiva da doenca (PRIMAVERA et al.,1988; MORGAN et
al., 1996). Matsumoto et al. (1993) realizaram imunofluorescéncia indireta empregando
amastigotas como antigeno e ndo observaram, no entanto, correlagdo entre IgA e a
forma digestiva da doenca, mas detectaram, na fase aguda, altos titulos de IgA em mais
da metade dos pacientes, sendo que na fase cronica este aumento foi observado em

apenas 33% dos pacientes.
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Niveis elevados de IgE s@o encontrados em vdrias doengas parasitdrias causadas
por helmintos. Estudos envolvendo a infec¢do pelo 7. cruzi demonstram que este
protozodrio ndo se comporta da mesma forma. Avaliagdes realizadas em pacientes
chagésicos ndo identificaram aumento nos niveis de IgE em relacdo a individuos néo
infectados (GELLER et al.,1978). Nossos resultados, entretanto, demonstram que o
grupo TS apresentou maior reatividade desta imunoglobulina no sétimo dia apds a
infec¢do e depois houve um decréscimo em sua produgdo. De forma interessante, os
animais imunossuprimidos apresentaram aumento nos niveis de IgE em relacdo ao
controle nos dias zero, sete e quatorze no grupo TSIMS e no dia 7 no grupo TMIMS.
Estas diferencas podem ter sido ocasionadas ndo pela infec¢do destes animais, mas por
uma producdo intrinseca desta imunoglobulina por eles, visto que ndo foi observada
diferenca significativa entre o dia da infec¢do e os outros dias apds o inoculo em ambos
os grupos imunossuprimidos infectados.

Trabalhos envolvendo a cepa Be-78, ABC e Y demonstraram que nas infec¢des
com as cepas Be-78 e ABC ha predominio de formas largas, jd na infeccdo com a cepa
Y observa-se predominio da forma delgada (LANA & CHIARI, 1986; MARQUES DE
ARAUJO & CHIARI, 1988; GUEDES, 2006). Ao se observar a infectividade em cées
Beagle, percebe-se que as formas largas (Be-78 e ABC) sdo menos infectantes que as
formas delgadas (Y). Percebe-se também, que a cepa ABC ¢ capaz de desenvolver
maior parasitemia que as cepas Y e Be-78, sendo que o grupo infectado com a ultima
apresenta menor parasitemia (GUEDES, 2006). Outros estudos demonstram que a cepa
Be-78 apresenta uma maior viruléncia e patogenicidade em relacdo a cepa Be-62,
utilizando o cdo como modelo experimental (LANA et al., 1988; 1992).

Carneiro (2002) ao observar as curvas de parasitemia dos grupos
imunocompetentes mostrou que o periodo pré-patente no grupo TM foi de 23 dias e do
grupo TS de 19 dias, ja os animais imunossuprimidos apresentaram periodo pré-patente
significativamente menor e parasitemia maior em ambos os grupos (TSIMS e TMIMS).
A presenca de um periodo pré-patente maior no grupo TM pode dever-se ao fato de a
interag@o tripomastigota metaciclica-célula hospedeira ocorrer mais lentamente, levando
a um maior periodo de laténcia, até que ocorra a liberacdo das formas TS na circulagéo
tal como sugere Carneiro, (2002). A partir deste achado, que envolve a possibilidade de
uma interacdo mais lenta entre o parasito e as células do hospedeiro no grupo TM

podemos sugerir que este fato se repercuti em uma elevacdo mais tardia nos niveis de
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imunoglobulinas das classes IgG, IgM, IgA e IgE, e subclasses IgGl e IgG2 nos
animais do grupo TM em relagdo ao grupo T'S.

Ao observar os resultados de IgG, IgG2, IgM, IgA e IgE percebemos uma
elevacdo nos niveis destas imunoglobulinas que antecede o pico de parasitemia nos
animais imunocompetentes, excecao feita a IgA e IgE no grupo TM. Este aumento pode
ser resultado de uma ativac@o dos linfécitos B antes mesmo que a parasitemia alcance
niveis mais elevados. Nos cdes imunossuprimidos o perfil de IgM se destaca e percebe-
se um aumento de seus niveis a partir do dia em que foi detectado tripomastigotas na
corrente sangiiinea. Possivelmente, devido a uma reducdo no ndmero de células
apresentadoras de antigeno a estimulacdo dos linfocitos B também ocorre mais
tardiamente. Ao verificarmos possiveis correlacdes entre as imunoglobulinas avaliadas e
a parasitemia notamos a auséncia de correlacdo entre estes fatores. Lana et al. (1991)
também nao encontrou correlagdo entre imunoglobulinas e parasitemia na DC avaliando
o mesmo modelo. Estudo em cées infectados com Trypanosoma evansi, protozodrio que
afeta principalmente caprinos, também relatou auséncia de correlagdo entre os niveis de
anticorpos e o controle da parasitemia (AQUINO et al., 1999).

Carneiro (2002) ao comparar as curvas de parasitemia dos animais
imunocompetentes, e estabelecer uma relagdo com o percentual médio das populacdes
celulares analisadas, observou que o controle da parasitemia coincidia com a elevagéo e
manutencio do percentual de células T CD8" e com o periodo de menor percentual de
mondcitos circulantes, sugerindo que o controle da parasitemia poderia estar
relacionado a estas populagdes celulares. O menor percentual de mondcitos circulantes
poderia ser devido a uma migragdo preferencial dessas células para os tecidos (6rgios
linféides) e sua transformagdo em macréfagos com conseqiiente aumento da eliminagéo
de parasitas teciduais. Da mesma forma, as células T CD8" estariam identificando
células cardiacas infectadas, colaborando para a diminui¢do do parasitismo tecidual e,
conseqilentemente, sangiiineo. Além disso, estudos histopatolégicos do miocérdio
destes animais mostraram que o processo inflamatério foi menor no grupo infectado
com formas TM, sugerindo uma resposta mais eficiente neste grupo, com ampla
participac@o de macréfagos (SANTOS, 2006).

Diferentes estudos t€ém descrito uma forte ativagcdo do sistema imune durante a

fase aguda da DC. Ativacgao inespecifica de macrofagos e células NK acompanhado de
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ativacdo policlonal de linfécitos B e T e de hipergamaglobulinemia sdo observados
durante os estdgios iniciais da DC experimental (TARLETON, 1991).

Durante a infec¢do pelo T. cruzi, na corrente sangiiinea do individuo infectado

circula a forma tripomastigota que invade uma ampla variedade de células e se
transforma em amastigotas multiplicando-se intracelularmente. Ambas as formas
reproduzem um complexo padrdo de resposta imune, incluindo produc@o de anticorpos
e resposta celular mediada por células T CD4" e T CD8" (TARLETON, 1991). A
insuficiéncia na produgdo de anticorpos dificulta a geracdo de resposta protetora ao T.
cruzi, entretanto, camundongos deficientes de células B sdo capazes de sobreviver por
periodos significativamente maiores que camundongos deficientes de células T CD4" e
T CD8". Ja camundongos deficientes de ambos os tipos celulares apresentam altas
cargas parasitdrias e morrem mais rapidamente que animais com deficiéncia de apenas
uma das subpopulagdes de células T (TARLETON et al., 1992; 1996; ROTTENBERG
et al., 1995).
As células T podem se dividir em dois principais subgrupos, Thl e Th2, dependendo
das citocinas produzidas apés sua ativagdo. Células Thl produzem IL-2, IFN-y e TNF-
a, e as Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (O’GARRA., 1998; O’GARRA &
MURPHY ., 1996; PAUL & SEDER, 1994). Linfécitos Th1 CD4" que produzem IL-2 e
IFN-y t€ém se mostrado importantes para a protecdo contra um amplo espectro de
replicagdo intracelular. Além disso, as células Th1 CD4" exercem atividade moduladora
além de ajudar na expansdo de linfécitos T citotéxicos CD8" que reconhecem e
destroem as células infectadas. Entretanto, linfécitos T CD4" mostram-se necessarios,
mas ndo suficientes para controlar a infeccdo pelo 7. cruzi em murinos (HOFT et al,
2000).

Estudos in vivo demonstram que ambos os tipos celulares, Thl e Th2, sdo
capazes de estimular a expansio clonal de células B e a producio de anticorpos (SMITH
et al., 2000). Estudos neste campo ainda sdo necessdrios, pois existem trabalhos
controversos em relacdo a capacidade de Thl estimular células B e outros demonstram
que alguns clones de célula Th2 deixam a desejar no suporte a sintese de anticorpos
(DEKRUYFF et al., 1989; RANDOLPH et al., 1999).

Devido a importancia da resposta humoral e celular na DC verificamos as

possiveis correlagdes entre as imunoglobulinas das classes IgG, IgM, IgA e IgE e
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subclasses IgG1 e 1gG2 e os fendtipos celulares (Thy-17, CD4*, CD8", CD14" e CD21%)
presentes no sangue periférico de animais infectados com as formas TS ou TM. Os
dados referentes ao fendtipo celular do sangue periférico foram obtidos por Carneiro,
(2002) durante seu trabalho de doutorado. Em seu estudo Carneiro, (2002) realizou
andlises de cinética das populacdes celulares do sangue periférico, baco e linfonodo,
além de outras abordagens.

Estudos envolvendo correlacdo entre as classes e subclasses de imunoglobulinas
em relacdo aos fendtipos celulares do sangue periférico sdo escassos na literatura. O
atual trabalho traz algumas correlagdes encontradas nos diversos grupos analisados,
sendo que em muitas ndo hd uma conexdo direta entre a imunoglobulina e o fendtipo
analisado. Assim, estas novas abordagens aqui empregadas poderdo contribuir para a
elucidacdo de muitos dos mecanismos envolvidos na resposta imune da DC.

Carneiro (2002) verificou em seu trabalho, aumento significativo de célula T
(Thy-17%) durante a fase aguda da infecc¢@o pelas formas TM da cepa Be-78 em cdes sem
raca definida quando comparados a animais ndo infectados. Rinkardt er al. (1999)
relataram que ndo ocorrem alteragdes no percentual de células T (Thy-17, CD4" e
CD8") e B em cdes normais, apés 14 dias de tratamento com azatioprina. J4 Carneiro
(2002) verificou aumento significativo de Thy-1" nos grupos infectados tanto com TM
quanto com TS em animais imunossuprimidos pela azatioprina, sendo que no grupo
infectado com TM este aumento foi maior. Ao verificarmos o comportamento das
imunoglobulinas frente ao fendtipo Thy-1" observamos que a medida em que ocorre
aumento em seus niveis o mesmo acontece com IgG total, IgM e IgA, e o inverso com
IgG1 nos cdes do grupo TSIMS. Ja no grupo TMIMS a correlagdo positiva ocorreu
apenas com IgG total e IgM. Nos animais imunocompetentes infectados com formas TS
percebe-se a ocorréncia de uma diminuicdo da imunoglobulina IgA, a medida que ha

um aumento de linfécitos T (Thy-1%).

Trabalhos envolvendo criancas na forma indeterminada da DC relataram baixo
percentual de linfécitos T CD3" na corrente sangiiinea durante o inicio da fase
indeterminada da infeccdo, sendo este decréscimo acompanhado pela diminui¢do de

linfécitos T CD8" (VITELLI-AVELAR et al., 2006).

Anilises da cinética do percentual de células CD4" do sangue periférico
demonstram que os cdes infectados com TM ou TS apresentam também diminuicio

destas células durante a fase aguda da DC quando comparados ao grupo controle
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(CARNEIRO, 2002). Animais infectados com TS mostraram um aumento das
imunoglobulinas IgG total e IgM a medida que CD4" diminui, o que também foi
observado no grupo TM, no entanto neste grupo a correlagdo ndo foi significativa.

J4 nos cdes imunossuprimidos com azatioprina houve aumento do percentual de
células CD4" nos animais infectados com TM (CARNEIRO, 2002). Acompanhado
deste aumento de CD4" ¢ observado discreta elevacdo dos niveis de IgG total e IgA no
grupo TMIMS, enquanto um aumento mais evidente é percebido em relagdo a IgM
neste grupo. J4 em cdes imunossuprimidos infectados com TS o aumento de CD4" ¢
acompanhado de niveis ascendentes de IgA e descendentes de 1gG2.

A avaliacdo das células T CD8" demonstrou que cdes infectados com TM ou TS
apresentaram aumento no percentual destas células ao longo da fase aguda da infeccdo,
sendo este aumento maior no grupo infectado com TM em relacdo ao grupo controle
(CARNEIRO, 2002). Este crescimento no percentual de linfécitos T CD8" foi
acompanhado do aumento de IgG e IgM em cées infectados com TS, independente do
estado imunoldgico, e por aumento de IgG e IgA apenas no grupo TM.

J4 nos animais imunossuprimidos ndo foi observado diferenga nos percentuais
destas células ao longo da fase aguda, entretanto os animais infectados com TM
apresentaram maior percentual destas células em relagdo ao grupo controle avaliado
(CARNEIRO, 2002). Ao realizarmos avaliacdo do grupo infectado com as formas TM
ndo foi observado correlacdo com nenhuma das imunoglobulinas avaliadas.

Tais alteracdes observadas na andlise de correlagdo entre a resposta humoral
aqui avaliada por diferentes classes e subclasses de imunoglobulina e os fendtipos de
células T mostram uma série de fendmenos decorrentes do processo de infecgdo na fase
aguda. Estes fendmenos estdo intimamente relacionados com a interacdo parasito/célula
hospedeira no intuito de conter a infec¢do em animais imunocompetentes. Por outro
lado, observamos que os cdes imunossuprimidos sdo capazes de expandir determinadas
subpopulagdes celulares como linfécitos TCD4" e/ou mesmo CD8*. Entretanto, estas
expansoOes isoladamente ndo representam um fendmeno relacionado com prote¢do ou
equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro, ja que muitas vezes a producdo de anticorpos
encontra-se comprometida. Além disso, estes animais apresentaram parasitemia maior
em relacdo aos cdes imunocompetentes demonstrando assim falhas no processo
imunolégico que provavelmente estdo relacionados a inabilidade de produzir anticorpos

liticos.
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Estudos prévios envolvendo células B CD21" realizadas durante a fase aguda da
infec¢do pelo T. cruzi demonstraram diminui¢@o no percentual destas células no sangue
periférico de cées infectados com TM ou TS em relacdo ao controle tanto em animais
imunocompetentes quanto em imunossuprimidos (CARNEIRO, 2002). O decréscimo de
células B, paralelo ao aumento da produ¢do de imunoglobulinas observada durante a
fase aguda, sugere a provavel ocorréncia de modulacio das células B, com conseqiiente
perda da molécula CD21 e manuteng@o dos niveis de linfécitos B. Outra justificativa
hipotética para este desaparecimento de linfécitos B circulantes € a migracdo
preferencial desta populacdo de células para 6rgdos linféides e sua transformagdo em

plasmdcitos, resultando dai a ativagdo policlonal e conseqiiente producdo de

imunoglobulinas.

De acordo com Ogilvie et al. (1988), a acdo imunossupressora da azatioprina
sobre células caninas estd relacionada & supressdo de células T e, em menor grau, ao seu
efeito sobre as células B. A deteccio de uma diminui¢do do percentual médio das
células CD21" durante a avaliagdo, em todos os grupos, confirma a atua¢do da
azatioprina sobre a populagdo de linfécitos B. Apesar da atuacdo sobre os linfécitos B,
podemos perceber principalmente nos animais imunossuprimidos um aumento dos
niveis de IgG total, IgM e IgA a medida que o percentual de células CD21" diminui no
sangue periférico. Entretanto, quando se compara os animais imunocompetentes com
imunossuprimidos observa-se uma diminui¢do mais evidente nos niveis das
imunoglobulinas da classe IgG e subclasse IgG2 nos animais submetidos ao tratamento
com azatioprina. Desta forma, podemos sugerir que a queda no percentual de células B
observada ao longo dos 35 dias de infec¢@o estaria relacionada a baixos niveis de IgG e
IgG2 se comparada aos animais ndo imunossuprimidos. Apesar da diminui¢do da
proliferacdo das células B in vitro, Abdou et al. (1973) nao observaram diminui¢cao nos
niveis de imunoglobulinas in vivo. Nos animais imunocompetentes & observada
correlagdo positiva apenas entre o percentual de células CD21" e IgG1 no grupo TM.
REIS ef al, (2006) observaram em caes naturalmente infectados com Leishmania
chagasi, portadores da forma sintomadtica, que apesar dos altos niveis de anticorpos
circulantes, ocorre reducdo de linfécitos B (CD21%) no sangue periférico € no bago.

Avaliacdes de fase aguda envolvendo mondécitos CD14" demonstraram que cies
infectados com TM ou TS apresentaram menor percentual destas células no sangue

periférico que os ndo infectados. Este fato foi observado tanto em animais

imunocompetentes quanto em imunossuprimidos (CARNEIRO, 2002). Ao avaliarmos o
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percentual de monécitos CD14" no sangue periférico notamos que ao ocorrer uma
diminui¢do no percentual desta célula ocorre paralelamente diminui¢do de IgGl e
aumento de IgG total, IgM e IgA em animais imunossuprimidos pela azatioprina e
infectados com TS. J4& nos imunossuprimidos infectados com TM ocorre aumento
apenas da imunoglobulina da classe IgM quando o percentual de mondcitos diminui.
Em relagio a cdes imunocompetentes infectados com TM os niveis de IgG total
aumentam a medida que o ndimero de mondcitos do sangue periférico diminui e o
contrario ocorre com IgG1, que diminui seus niveis junto a diminui¢do do percentual de
mondacitos.

No presente trabalho, procuramos contribuir para a melhor compreensdo dos
eventos relacionados a resposta humoral com a realizacdo de um estudo detalhado de
classes e subclasses de imunoglobulinas em cées, além de buscar uma conexao desses
eventos a parasitemia e a resposta celular, através de andlises de correlagdes. Entretanto,
acreditamos que a avaliagdo dos perfis de citocinas em animais imunocompetentes e
imunossuprimidos serd fundamental para a maior elucidacio dos fendmenos aqui

relatados.
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A forma infectante interfere na cinética do perfil de resposta humoral em caes
imunocompetentes, sendo que animais infectados com as formas tripomastigotas
sangiiineas apresentam maiores niveis de imunoglobulinas em relacdo aos animais
infectados com as formas tripomastigotas metaciclicas. Uma caracteristica marcante no
grupo de cées infectados com as formas tripomastigotas sangiiineas, foi o aumento nos
niveis de IgG e IgM, manuten¢do dos niveis de IgG1, IgG2 e IgA ao longo do tempo e
um aumento de IgE seguido de decréscimo, enquanto que os cdes infectados com as
formas tripomastigotas metaciclicas apresentam aumento nos niveis de IgG, IgG2 e IgA
e manutencdo dos niveis de IgG1, IgM e IgE.

A imunossupressdo com azatioprina interfere no perfil de resposta humoral
reduzindo os niveis de IgG, IgGl, 1gG2, IgA e IgE em todos os animais, independente
da forma infectante. Por outro lado, os niveis de IgM foram ascendentes a partir do 21°
dia ap6s a infec¢do. Apesar dos baixos niveis de imunoglobulinas detectados nos caes
imunossuprimidos, aqueles infectados com as formas tripomastigotas sangiiineas
apresentam um padrdo de resposta humoral semelhante ao grupo imunocompetente.
Enquanto que os animais infectados com formas tripomastigotas metaciclicas
apresentaram padrdo semelhante para IgG, IgM e IgA e distinto para IgE com reducédo
de IgG1 e manutengdo de IgG2.

Perfis de classes e subclasses de imunoglobulinas ndo estdo relacionados a
parasitemia durante a fase aguda da infec¢do de cies, seja naqueles infectados por
formas tripomastigotas sangiiineas ou metaciclicas, submetidos ou ndo a
imunossupressao.

Diversas correlacdes entre os perfis cinéticos de imunoglobulinas e os
percentuais celulares foram encontradas. Destacam-se, no grupo infectado com formas
tripomastigotas sangiiineas, as correlacdes negativas de IgG e IgM com linfécitos T
CD4" e positivas com linfécitos T CD8*, e no grupo infectado com as formas
tripomastigotas metaciclicas, as correlagdes positivas de IgG com linfécitos T CD8" e
de IgG1 com linfécitos B CD21".

Nos animais imunossuprimidos de ambos os grupos, destacam-se as correlagdes
negativas de IgG e IgM com linfécitos B CD21", enquanto as correlagdes positivas

foram de IgG e IgM com linfécitos T CD8" no grupo infectado com tripomastigotas
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sangiifneas e com linfécitos T CD4" no grupo infectado com tripomastigotas
metaciclicas.

Assim, estes distintos perfis permitem hipotetizar que a infeccdo pelas formas
tripomastigotas metaciclicas seria capaz de induzir uma atividade policlonal de
linfécitos B mais diversificada que poderia ser responsdvel pelo maior periodo pré-
patente neste grupo, sugerindo um equilibrio na relacdo parasito/hospedeiro. Além
disso, o comprometimento da resposta celular nos animais imunossuprimidos interfere
na interacdo célula T — B prejudicando a sintese de anticorpos em ambos 0s grupos.
Finalmente, a mortalidade de 50% observada apenas no grupo imunossuprimido
infectado com as formas tripomastigotas metaciclicas pode se dever ao somatério das

alteracdes mais pronunciadas neste grupo.
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