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RESUMO

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE EM ANIMAIS CRONICAMENTE INFECTADOS
PELO T CRUZI: ESTUDO DE CELULAS REGULATORIAS APOS
ADMINISTRACAO DE CICLOFOSFAMIDA. DANIEL HUBER PESSINA. Introdugao:
Durante a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi, varias subpopulacdes de linfécitos T
estdo envolvidos na resposta inflamatéria encontrado em muitos tecidos. Estudos
prévios de nosso laboratério tém mostrado que o tratamento de camundongos com
baixas doses de Ciclofosfamida (CY) pode interferir nos mecanismos
imunomodulatérios durante a infecgdo pelo T. cruzi. O padrao de ativagdo de
linfécitos T, a presenca de células T regulatérias naturais (nTregs) e de citocinas
produzidas em camundongos C57BI/6 e Balb/c tratados com CY foram analisados
durante a infecgdo. Métodos e resultados: Camundongos Balb/c e C57BI/6 foram
infectados pelas cepas Colombiana e Tulahuen do 7. cruzi, respectivamente.
Durante a fase crbnica da infecgao, os camundongos foram tratados por um més
com CY (30 mg/kg). Os resultados foram obtidos em dois pontos de analise:
uma/duas semanas e quatro meses poés-término do tratamento. No primeiro ponto,
células T efetoras/memoéria estavam diminuidas no baco de animais C57BI/6
cronicamente infectados e tratados, quando comparados aos controles infectados.
Quatro meses apds o tratamento, o niumero destas células retornou aos mesmos
valores encontrados nos animais nao tratados. Foi verificado aumento do numero de
células nTreg (CD4+CD25+CD103+) no bag¢o e nos infiltrados inflamatérios do
musculo esquelético de animais tratados com CY, enquanto a populagdo de células
NK T (identificadas pelo marcador NK1.1) estava aumentada principalmente no
baco. Quanto ao perfil de citocinas, foi encontrado um aumento na producéo de IL-
10 e uma diminuicdo na produgdo de IFNy, no sobrenadante de cultura de
esplendcitos. O tratamento também induziu uma diminuigcdo dos niveis de IL-12 no
soro, 1-2 semanas apoés o fim da administracdo de CY. O estudo dos animais Balb/c
mostrou alteragbes mais discretas sobre sua celularidade, estando presente o
mesmo perfil de aumento de nTregs e diminuigdo de ativagdo/memoéria, sobretudo
quando verificados os numeros relativos destas populacdes celulares. Nestes
animais, a analise histopatologica mostrou uma tendéncia no aumento da inflamacgao
no miocardio e musculo esquelético apds 1-2 semanas do término do tratamento.
Surpreendentemente, a IL-17 mostrou-se aumentada neste periodo, diminuindo
passados quatro meses. Conclusdes: Apés o tratamento com CY, o aumento do
numero de nTregs no bago e nos infiltrados do musculo esquelético correlacionam-
se ao aumento da produgao de IL-10 e a diminuigdo da produgéo de IFNy por células
esplénicas, além de uma diminuicdo nas populagdes de células efetoras/memoria no
bago. Estas alteragbes podem estar ocorrendo como um mecanismo regulatério para
minimizar a inflamacdo e o dano tecidual, na cinética aqui observada apos o
tratamento.

Suporte Financeiro: CNPq (Bolsa e Projeto)

Palavras chave: Ciclofosfamida, Células regulatérias, Trypanosoma cruzi,
Imunorregulagao.
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ABSTRACT

EVALUATION OF INFLAMMATORY RESPONSE IN T. CRUZI INFECTED MICE:
STUDY OF REGULATORY CELLS [N CHRONIC ANIMALS AFTER
CYCLOPHOSPHAMIDE ADMINISTRATION. DANIEL HUBER PESSINA.
Introduction: During Trypanosoma cruzi infection, many T cell-subpopulations are
involved in the inflammatory response found in many tissues. Previous studies from
our laboratory have indicated that treating mice with a low dose of
Cyclophosphamide (CY) may balance immunomodulatory mechanisms during T cruzi
infection. T cell activation pattern, the presence of regulatory T cell (nTregs) and the
cytokines produced in CY-treated C57BI/6 and Balb/c mice were analyzed during
infection. Methods and Results: Balb/c and C57BI/6 mice were infected with
Colombian or Tulahuen strains of T. Cruzi, respectively. During the chronic phase of
infection, the mice were treated with CY (30 mg/kg) for one month. Our results were
obtained at two different time-points: one/two week after treatment and four months
thereafter. At the first time-point, memory/effector T cells number was decreased in
spleen from CY-treated C57BIi/6 mice. Four months after treatment, this number
returned to that observed in non-treated mice. An Increase in Treg number
(evaluated by CD4+CD25+CD103+) was observed in splenocytes and skeletal
muscle mononuclear infiltrates from these CY-treated animals, while NK T (evaluated
by NK1.1) cell numbers were increased mainly in spleen. Regarding cytokine
production, 1L-10 was found to be increased in spleen-cells supernatants while IFNy
was decreased when evaluated in the same compartments. Treatment also induces
a decrease in levels of IL-12 in serum of these mice, 1-2 weeks after the end of
administration. Study of infected and CY-treated Balb/c mice has shown slight
differences in cell activation, with the same profile of increased nTregs and reduced
activated/memory T cells, mainly in relative numbers. In those mice,
histopathological analysis indicated a mild increase in the inflammatory response in
CY-treated mice, 1-2 weeks after the end of treatment. Surprisingly, IL-17 was
increased at this time point, being decreased after four months in CY-treated Balb/c
mice. Conclusions: After CY-treatment, increased Treg number in spleen and
muscle infiltrates correlated with increased IL-10 and decreased IFNy produced in
spleen-cell supernatants, besides a low rate of memory/effector splenic T cells. As a
matter of fact, this may occur as a regulatory mechanism in order to minimize
inflammation or tissue damage, after treatment.

Financial support. CNPq fellowship and support.

Key Words: Cyclophosphamide, Regulatory cells, Trypanosoma cruzi,
Immunoregulation.



1. INTRODUGAO

1.1 Historico da Descoberta da Doenga de Chagas

A Doenca de Chagas, zoonose causada pelo Trypanosoma cruzi, possui um
enorme impacto na saude publica nos diversos paises da América Latina. Foi
descoberta em 1909 pelo jovem meédico Carlos Chagas, formado pela Faculdade
de Medicina do Rio de Janeiro. Este, apos ser solicitado para controlar um surto
de malaria que grassava operarios da Estrada de Ferro Central do Brasil, no norte
de Minas Gerais, teve conhecimento da existéncia de barbeiros (triatomineos) na
regiao, os quais passa a investigar como um possivel transmissor de alguma
zoonose humana. Examina os triatomineos e encontra microorganismos
flagelados no intestino posterior de alguns exemplares. Preocupado com a
possibilidade de que estas formas parasitarias representassem estagios evolutivos
do T. minasense que infectavam todos os saglis da regido, envia-os para
Manguinhos para serem alimentados em Callithrix livres de infecgdo. Passadas
algumas semanas, retorna a Manguinhos e encontra tripanosomas no sangue
periférico de um dos animais, que reconhece como uma nova espécie, diferente
do T. minasense e de qualquer outra espécie do género. Denomina-o
Schizotrypanum cruzi (mais tarde denominado Trypanosoma cruzi), em
homenagem ao seu mestre Oswaldo Cruz. Regressa entdo a Lassance para
identificar o hospedeiro vertebrado, sendo que encontra um gato infectado apés
examinar inUmeros casos negativos em habitantes da regido. Na ocasido, depara-

se com uma crianca febril, que se encontrava normal 20 ou 30 dias antes, na



mesma residéncia em que se estava o gato, encontrando formas circulantes do T.
cruzi, concluindo assim que ocorrera uma nova tripanossomiase humana (revisao

em BRENER, 1989).

1.2  Caracterizagdo do T. cruzi

O Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) € um protozoario hemoflagelado do Filo
Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981), Classe Kinetoplastidea (Honigberg, 1963),

Ordem Trypanosomatida (Kent, 1880) e familia Trypanosomatidae.

Varios estudos feitos sobre a biologia do 7. cruzi indicam uma grande diversidade
de comportamento. Esta diversidade estaria relacionada a uma adapta¢&o das
relagdes entre o parasita e seu hospedeiro, de maneiras a causar o minimo de
dano ao reservatorio para nao comprometer sua existéncia do parasita. Portanto,
a depender de onde o isolado tenha vindo (ou seja, a situagdo ecoldgica ao qual
tinha se adaptado, incluindo reservatorios, vetores, etc), este poderia apresentar
comportamentos biolégicos no homem (e outros animais exéctones, como
camundongos de laboratorio) diferentes de outros isolados. Entretanto, o
comprometimento do organismo hospedeiro depende do padrdao de resposta
imunolégica a invasao pelo parasito e das caracteristicas bioldgicas do parasito.
Assim, cada isolado feito em pacientes possuiria caracteristicas biologicas
proprias, sendo cada um identificado como “cepa”. Isto é possivel porque o T.
cruzi ndo se reproduz sexualmente (ou se o faz é muito raramente), sendo o fluxo

génico praticamente inexistente (SOUTO et al, 1996; TAIT, 1983). Deste modo, as



variagdes biolégicas e genéticas em T. cruzi sdo decorrentes do acumulo de

mutacdes de multiplas linhas clonais.

Prosseguindo com o estudo das cepas, ANDRADE (1974), verificou, no modelo
experimental do camundongo, que o comportamento biolégico de alguns isolados
(cepas) estudados apresentava padrées comuns, o0s quais compartilhariam
aspectos histopatologicos, de viruléncia e patogenicidade semelhantes,
enquadrando-os em 3 biodemas: biodema |, que se caracteriza pela rapida
multiplicagéo parasitaria com picos muito elevados entre 9 e 10 dias e acentuado
reticulotropismo no inicio e miotropismo com o avango da infecgédo (cepa Peruana
por exemplo), biodema I, possuem multiplicagcdo lenta com piques irregulares
entre 12 e 20 dias de infecgdo, com discreto reticulotropismo e lesées miocardicas
em todo o curso da infecgédo (exemplo a cepa 21SF); biodema I, que tem como
caracteristica a multiplicagédo parasitaria muito lenta, atingindo picos parasitémicos
muito elevados entre 20 e 30 dias, e miotropismo em todo o curso da infeccédo

(ANDRADE, 1974).



1.3 O Ciclo Bioloégico

O ciclo do T. cruzi normalmente oscila entre um reservatorio (numerosas espécies
de mamiferos terrestres ou arboricola) e um vetor hematéfogo (sempre

hemipteros da subfamilia Triatominae).

Costuma-se descrever que existem dois ciclos espacialmente definidos: o
silvestre, mais antigo e abrangente, e o doméstico, mais restrito e recente. Estes
diferem entre si pela espécie do vetor e, sobretudo, do reservatério, onde, no
domeéstico, € o homem e seus animais de estimagdo, como o cdo e gato, € no
silvestre, outros mamiferos, principalmente os marsupiais, os desdentados, os
roedores, os Chiroptera, primatas e lagomorfos. Entretanto, em ambos os ciclos, a
maior parte das infecgbes ocorre com a participagdo do vetor hemiptero (revisdo
em DIAS, 2000). Recentemente foram encontradas formas descritas para o ciclo
doméstico em marsupiais € em individuos que adquiriram a infec¢do pela via de

transmissao oral (ANDRADE, S.G, comunicagéo pessoal, 2006).

No hospedeiro vertebrado o T. cruzi é encontrado na corrente sanguinea na forma
tripomastigota. Esta forma ndo tem a capacidade de replicagdo, mas a de
infec¢do, podendo invadir virtuaimente qualquer célula. Ao invadir a célula, esta
passa por uma transformagéo para a forma amastigota, a qual se apresenta com
um flagelo muito curto, muitas vezes dentro da propria bolsa flagelar, e um
cinetoplasto em forma de bastao na extremidade oposta. Esta & a forma replicativa

do T. cruzi e se divide binariamente. Estas se transformam em formas



tripomastigotas novamente e, apos a ruptura celular, caem na corrente sanguinea

para infectar outras células, repetindo tal processo (revisdo em REY, 2002).

O ciclo do parasita no vetor comega quando este ingere sangue contaminado
durante o repasto sanguineo, adquirindo formas tripomastigotas sanguicolas. Ao
chegar no estébmago, a forma tripomastigota se transforma gradualmente na forma
epimastigota. No intestino médio comega a fase de replicagcdo das formas
epimastigotas através de divisdes binarias sucessivas, 0 que pode ser observado
25 horas apoés o repasto sanguineo (revisdo em SOUZA, 2000). Ja no intestino
posterior ou reto, os epimastigotas evoluem para tripomastigotas metaciclicos,
formas infectantes expulsas com as dejegdes do inseto no momento em que este
faz novo repasto sanguineo. A duragédo do ciclo no transmissor ¢ influenciada por
multiplos fatores, oscilando entre 6 e 15 dias (revisdo em RASSI, 1987). Em
contato com a mucosa ou pele lesionada, através de solugdo de continuidade, as
formas tripomastigotas metaciclicas penetram nas células do hospedeiro
mamifero, principalmente nas do tecido conjuntivo e em células do Sistema

Fagocitico Mononuclear, refazendo, desta forma, seu ciclo geral.

O T. cruzi pode ser transmitido também sem um vetor hemiptero. Isto ocorre no
ciclo silvestre entre os carnivoros e os Chiroptera, que se alimentaram de algum
mamifero infectado. No ciclo doméstico, ocorre através das vias congénita e

transfusional principalmente.



1.4 O Vetor

Entre as espécies de triatomineos vetores da doenga, o Triatoma infestans se
destaca, em especial, por sua extensa distribuicdo e pelo nimero de infecgdes
que causa. Juntamente com o Panstrongylus megistus € Rhodnius prolixus, estes
sao os principais vetores da transmissao da tripanossomiase americana (Doenga
de Chagas) no Brasil (revisdo em SHERLOCK, 2000). Estas sdo espécies
domiciliares, isto é, se adaptam facilmente as construgdes, principalmente casas
de barro € madeira, onde ha abrigo contra a luminosidade. Esta domicializagéo é o
fator que mais eleva o risco de transmissao do T. cruzi para o homem (revisdo em

WHO, 2002).

O Triatoma infestans € muito importante e esta hoje em fase de erradicagdo de
acordo com a Fundacao Nacional de Saude, apresentando focos na Bahia, Minas
Gerais e Rio Grandes do Sul. No Brasil, a redugéo de infecgdo no grupo etario de
0-7 anos foi de 95%, durante o periodo de 1980 a 1999. Esta reducédo acompanha
os dados de infestagcdo pelo 7. infestans, onde o numero de triatomineos
capturado em casas de areas endémicas pelos agentes do programa de controle
cairam de 166.000 (em 1975) para 611 (em 1999), uma reducéo de 99,7%. Com
isso, 8 dos 12 estados que compdem a area endémica no Brasil (a qual cobre o
3,6 milhdes de km2 do territério nacional - 36% - distribuidos em 2493 municipios)

foram certificados livres da transmissao em 2000 (revisdo em WHO, 2002).



Com a redugao da transmisséo, a incidéncia da Doenca de Chagas caiu cerca de
65% entre 1983 (onde eram computados 700.000 novos casos por ano) e 2000

(onde foram relatados menos de 200.000 novos casos) (revisdao em WHO, 2002).

1.5 A Doenga de Chagas

A doenca de Chagas apresenta-se sob dois estagios basicos, que sédo
temporalmente definidos: a fase aguda, a qual se estabelece no inicio da infeccéo
e dura cerca de 6 a 8 semanas, e a fase crénica, que aparece logo em seguida

(revisdo em WHO, 2002).

A forma aguda ocorre a partir do inicio da infecgéo pelo T. cruzi e correlaciona-se
com a fase de crescimento populacional do parasito no hospedeiro (revisdo em
ARAUJO-JORGE, 2000). A porta de entrada, geralmente, apresenta-se
edematosa, podendo apresentar um chagoma de inoculagdo e/ou um sinal de
Romana. Os sintomas que seguem a inoculacdo sao febre, polilinfoadenopatia,
hepatomegalia e esplenomegalia, podendo aparecer também vémitos, diarréia e
anorexia. Eletrocardiogramas podem mostrar sinais de envolvimento cardiaco,
como taquicardia sinusal, baixa voltagem QRS ou mudangas nas ondas T
primarias. Entretanto, estas anormalidades cardiacas desaparecem
espontaneamente, na maioria dos casos, em 4 a 8 semanas (revisdo em WHO,

2002).



A fase crbnica aparece logo depois que o hospedeiro comega a montar uma
defesa imune especifica eficiente contra o T. cruzi, com a proliferagao clonal de
linfocitos e producao de imunoglobulinas. Assim, o controle parasitario se acentua,
0 que pode ser visto com a queda parasitémica para niveis ndo detectaveis em
sangue periférico. Estabelece-se, entdo, um equilibrio entre o parasita e o
hospedeiro, o qual pode permanecer até o fim da vida do paciente. De fato, 50 a
70% dos pacientes permanecem assintomaticos pelo resto da vida, sendo a
infeccao identificada pela persistente presenga de IgG convencional contra T. cruzi
e por exames parasitologicos, como xenodiagnostico, reacdo de PCR e
hemocultura. Esta caracteriza a forma indeterminada da doenca (revisdo em

WHO, 2002).

Entretanto, anos depois do comego da forma cronica da doenga, 10 a 40 % dos
individuos, dependendo da area geografica, ira desenvolver lesées em varios
orgaos, principalmente no coragdo e no sistema digestivo. Esta condicdo é
designada forma crénica cardiaca ou forma cronica digestiva da doenca de
Chagas (revisdo em WHO, 2002) A cardiopatia chagasica é a consequéncia mais
importante na infecgdo pelo T. cruzi. Esta se expressa em cerca de 30 % dos
individuos crénicos, 5 a 30 anos apos o fim da fase aguda (ANDRADE, 1983). As
principais manifestagbes clinicas sdo faléncia e arritmia cardiaca, e
tromboembolismo, levando freqlientemente a uma morte slbita. O coragao
apresenta lesbes envolvendo ambos os ventriculos, produzindo edema e
hepatomegalia congestiva. Insuficiéncia mitral e da valvula tricuspide, devido & sua

dilatagao, também estdo presentes. Nestes coragbes sdo encontrados trombos



intraventriculares, os quais sdo a principal fonte de embolia pulmonar, cerebral,
hepatica e renal no paciente chagasico (revisao em WHO, 2002). A causa desta
cardiopatia esta nas lesbes teciduais decorrentes da resposta imunologica do
hospedeiro contra o parasita (por hipersensibilidade ao antigeno parasitario
presente no tecido, como demonstrado por YOUNES-CHENNOUFI e
colaboradores em 1988) ou ainda mecanismos auto-imunes (revisdo em MENGEL
& ROSSI, 1992). Ja a forma digestiva acontece devido a destruigcao da inervagao
entérica auténoma, produzindo uma deficiéncia na mobilidade e conseqiente
disfuncdo do sistema digestivo. As principais anormalidades que estdo presentes
sao o megacolon e o megaesédfago, inicialmente descritas por KOEBERLE &

PENHA (1959) em seres humanos (revisdo em WHO, 2002).

1.6  Modelos Experimentais

O uso de espécies animais como modelos de experimentagcdo na doenca de
Chagas tém sido feito desde sua descoberta (revisdo em ANDRADE, 2000). Isto
tém sido realizado por causa das restricdes biolégicas envolvidas nos estudos
com seres humanos, onde seria dificil a obtengdo de biopsias de chagasicos para
o estudo da patologia. Assim, s6 no modelo animal pode-se analisar mais

profundamente os processos patolégicos envolvidos na evolugdo da doenca.

Varios animais, envolvendo cdes, cobaios, macacos, ratos, camundongos, coelhos
e, mais recentemente, o roedor Calomys callosus tém sido utilizados.

Normalmente, a escolha do modelo experimental é feita levando-se em conta o
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problema a ser investigado € o conhecimento prévio das potencialidades de sua
resposta. Contudo, tal escolha pode ser direcionada com o objetivo de esclarecer
aspectos obscuros ainda nao respondidos através do estudo de modelos
classicos. Neste caso, procura-se identificar as peculiaridades da resposta ao
parasito na evolugdo da infecgdo em outras espécies animais (revisdo em

ANDRADE, 2000).

De todos os modelos, o camundongo &, sem duvida, o mais utilizado. O estudo
sistematico realizado em diferentes linhagens infectadas pelo T. cruzi demonstrou
incidéncia de lesdes cronicas, inflamatorias e degenerativas no miusculo cardiaco,
bem semelhantes aquelas da doenga humana (ANDRADE & ANDRADE, 1985c).
Alem do mais, € um animal de rapida multiplicacéo, facil manuseio, pequeno porte
e relativo baixo custo de produgéo, além de ser um modelo ja bem estabelecido e
que conta com uma vasta gama de reagentes especificos disponiveis no mercado.
Com isso, muitas linhagens de camundongos foram desenvolvidas com o objetivo
de analisar mais profundamente a participagdo do hospedeiro na patogenia
desenvolvida na infecg¢do. Isto inclui animais isogénicos, transgénicos e knock out,
para determinado gene. Existe também a possibilidade da utilizagdo de varios
reagentes especificos para camundongos que permitem identificar vérios tipos

celulares e suas moléculas de superficie ou intracelulares.

Nos estudos experimentais & importante estabelecer com acuracia a relagéo
parasito-hospedeiro, a qual depende ndo sé da linhagem do camundongo, mas

também do tipo do parasito. O estudo dos modelos experimentais permite avaliar
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as diferentes fases da doenga, desde sua fase aguda até a fase cronica cardiaca

e digestiva (revisao em ANDRADE, 2000).

Na fase aguda da doenca, as caracteristicas da cepa utilizada podem levar a
evolucdes diferentes. Esta caracteristica pode culminar na morte precoce dos
animais, quando infectados por cepas do biodema Tipo I, ou permitir uma
sobrevida mais longa, como ocorre com cepas dos biodemas Tipo Il e lli

(ANDRADE et al, 1985; ANDRADE & MAGALHAES, 1997).

1.7  Resposta Imune Experimental ao T. cruzi.

1.7.1 Imunidade Inata

A resposta imune inata ao T. cruzi embora ndo consiga controlar sua
multiplicagdo no hospedeiro € necessaria para o estabelecimento de uma
imunidade adquirida eficiente contra o parasita. De fato, a qualidade de uma
resposta imune adquirida, se sera direcionada para um padréo tipo Th1 ou Th2, é
fortemente influenciada por citocinas como IL-12, TGFpB e, sobretudo, IL-4,
liberadas durante a resposta imune a um determinado parasita (LE GROS et al.,

1990; SWAIM et al., 1990).

A ineficiéncia do controle parasitario pela resposta imune inata se deve em parte,

a resisténcia que as formas infectivas tripomastigotas tém a agédo litica do
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complemento, mesmo sendo a via alternativa do complemento ativada por estes.
Isto esta relacionado com a expressdao de proteinas na superficie do parasita
(como a T-DAF e gp160), com propriedades semelhantes ao DAF humano (do
inglés “decay-accelerating factor” ou CD55), uma proteina da membrana que
desestabiliza a estrutura da C3-convertase depositada (TAMBOURGI et al, 1993;

NORRIS et al, 1991).

A invasao de diversos tipos celulares pelo T. cruzi, em especial de macrofagos,
inicia uma série de interagées moleculares que mobilizam uma resposta inata
contra o parasita (REED, 1995). Macréfagos, através do reconhecimento de
padrées moleculares antigénicos passam a produzir IL-12 e TNFa. A IL-12 induz
células NK a produzirem IFNy, o qual, juntamente com o TNFa, ativa os
mecanismos microbicidas do macréfago. Entre eles esta a produgao de moléculas
reativas de oxigénios, como o NO, em decorréncia da indugao da sintese de iINOS

apos estimulagdo com IFNy (CARDILLO et al, 1996; ALIBERTI et al, 1996).

A ativagcdo dos macréfagos e das células dendriticas durante a imunidade inata,
através do reconhecimento de padrées moleculares ndo préprios do hospedeiro
faz com que estas células migrem para os 6rgdos linféides periféricos e passam a
apresentar antigenos do parasita a linfécitos T, iniciando assim a imunidade

adquirida.
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1.7.2 Resposta Imune Adquirida na Doenga de Chagas

A necessidade da resposta imune adquirida para o controle da infecgédo pelo T.
cruzi € inquestionavel. De fato, animais nude ou SCID (animais desprovidos de
linfécitos T CD4 e T CD8) ndo séo capazes de controlar a infecgéo pelo T. cruzie
morrem precocemente devido a uma exagerada carga parasitaria. ROTTENBERG
et al (1990) demonstraram que a transferéncia de linfécitos esplénicos de animais
cronicamente infectados pelo 7. cruzi era capaz de aumentar a resisténcia de
camundongos ao desafio com o parasita vivo. Mais ainda; demonstrou que o pré-
tratamento de tais linfocitos com anticorpo anti-L3T4 (CD4) ou anti-Lyt2.2 (CD8)
diminuiu parcialmente a resisténcia proporcionada com a transferéncia. Ao
contrario, a injegcdo de timécitos in vivo aumenta a susceptibilidade de animais

Balb/c nude transferidos com esplenocitos (CARDILLO et al, 1998).

Em um outro trabalho, utilizando-se de animais KO para CD4 ou CDS,
ROTTENBERG et al (1993) confirmou a importancia de tais células, visto que
estes animais apresentavam uma susceptibilidade elevada a infec¢do pelo T.
cruzi. De fato, ambas as células T CD4 e T CD8 estdo presentes nos infiltrados
inflamatérios que ocorrem na Doenga de Chagas controlando a replicagao
parasitaria e, inevitavelmente, de forma direta ou ndo, induzindo destruicdo
tecidual (SATO et al., 1992; RIBEIRO dos SANTOS et al., 1992). Tais infiltrados
demonstraram ser predominantemente de linfécitos T CD8 no rato (SATO et al,

1992) e tanto linfécitos T CD4 como T CD8 em camundongos, dependendo da
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cepa utilizada e do desenho experimental descrito (RUSSO et al, 1988; ARAUJO,

1989; RIBEIRO dos SANTOS et al, 1992; TARLETON, 1990).

A falta de células T CD4 se traduz, além de uma mudanga nos padrées de citocina
liberadas durante a infeccdo (ROTTENBERG et al 1993), em deficiéncia de
geracdo de células plasmaticas e consequentemente, na diminuicdo da produgao
policlonal de anticorpos (MINOPRIO et al, 1987). Embora seja secundaria em
relagéo a importancia da imunidade celular no controle da infecgao pelo 7. cruzi, a
imunidade humoral é indispensavel para uma resposta tardia eficaz e duradoura
(KUMAR & TARLETON, 1998). Neste mesmo sentido, animais deficientes de

células B sucumbem a infecgéo pelo parasita (NIHEI, 2005).

A importancia das células T CD8+, embora esteja bem fundamentada, parece néo
ser devido a sua capacidade citolitica via perforina/granzimaB, visto que animais
com defeitos neste mecanismo de citotoxicidade ndo apresentam significativa
susceptibilidade ao T. cruzi (KUMAR & TARLETON, 1998). Tais células sdo
mantidas na infecgdo como células de memoéria efetora e se expandem
rapidamente sob estimulo, embora sua geragio inicial de clones especificos
contra o 7. cruzi seja, aparentemente, lenta. A capacidade de produzir IFNy é,
provavelmente, a mais importante fungédo desta célula na manutencéo do controle
da infeccdo (revisdo em MARTIN & TARLETON, 2004) e a manutengdo da
meméoria imunoldgica nesta populagdo celular durante a fase cronica da infecgéo

parece ser dependente de células T CD4+ de meméria (NIHEI, 2005)
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1.7.3 Ativagdo e Memoria

O timo de um camundongo jovem envia diariamente para a periferia cerca de 1%
de seus timécitos como células maduras, as quais se alojam nos érgaos linféides
periféricos, como o bago, linfonodos e placas de Peyer (SCOLLAY et al, 1980).
Tais células, denominadas de “naive”, por ndo terem sido ativadas por APCs
(células apresentadoras de antigeno), apresentam certos marcadores de
superficie que os permite identificar. Entre eles se encontram o CD62L (molecula
que direciona o linfocito para linfonodo), 0 CD45RB, além de expressarem baixos
niveis de certas moléculas, como o CD44 (SPRENT, 1993). Entretanto, quando tal
célula é ativada, o que se da pelo reconhecimento (através do TCR) do antigeno
associado a moléculas de MHC apresentado por APCs (juntamente com um co-
estimulo, especialmente B7.1 ou B7.2), esta modula varias de suas moléculas de
superficie, que serdo fundamentais para desempenharem sua funcdo (SPRENT,
1993). Assim, o linfécito T recém ativado passa a expressar CD69 e CD25, a qual
e necessaria para formar o IL-2R de alta afinidade e assim, receber de forma
autocrina ou paracrina, o estimulo da IL-2 necessario para sua multiplicacdo clonal
(CERDAN ET AL, 1995; revisdao em MINAMI 1993). O linfécito, apds ativacéo,
comeca entdo a diminuir a expressdo de certas moléculas, como a CD45RB,
enquanto aumenta a de outras, como a CD44, que é uma molécula importante
para a fungéo do linfocito T, ja que o direciona para o sitio inflamatério. Outra
molécula, como o CD62L tem geralmente sua expressao diminuida em muitas
celulas ativadas, para formar o grupo de células de memoéria efetora, a qual esta

em constante circulagao entre os tecidos, enquanto outras permanecem com esta
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molécula, formando o grupo de células de memoria central, normalmente

circulando entre os linfonodos (SPRENT, 1993; SPRENT & SURH, 2001).

De um modo geral, a resposta imune adquirida a um determinado patégeno se
caracteriza pela ativagao e expansao clonal de linfocitos T e B especificos para
determinantes antigénicos expressos pelo patégeno (FEARON & LOCKSLEY,
1996). Na infecgao pelo T. cruzi, entretanto, ocorre uma intensa ativagao policlonal
linfocitaria (MINOPRIO et al, 1986), como mostrado em estudos de repertério de
receptores antigénicos expressos por células T (TCR) que confirmam a natureza
policlonal da expansdo de células T CD4, mas uma maior restricdo a
determinadas cadeias Vp por parte dos linfécitos T CD8 (LEITE-DE-MORAES et
al, 1994). Além disso, ha uma produgdo de uma vasta gama de anticorpos de
variadas especificidades (lgG1, 1gG2a, 1gG2b, IgM) (ANDRADE et al, 1985b),
sendo. os da classe 1gG2b aqueles que podem apresentar atividade protetora
(TAKEHARA et al, 1981; STEFANI et al, 1983), além de anticorpos auto-reativos
(MINOPRIO et al, 1989). Muitos destes clones ativados pela infeccdo nao sdo

especificos para antigenos do T. cruzi (MINOPRIO & COUTINHO, 1988).

A intensa ativagao policlonal que acontece durante a fase aguda da infecgao pelo
T. cruzi é seguida de uma maciga apoptose de linfécitos T e B (LOPES & DOS
REIS, 2000). A elevada quantidade de NO produzida durante a fase aguda parece
ser um dos fatores responsaveis por tal apoptose, e consequente

imunossupressdo (MARTINS et al, 1998). Por outro lado, DE MEIS et al (2006)
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mostraram que Fas-L esta envolvido na apoptose de linfécitos T CD4 e B,
enquanto o TNFR1 esta relacionado a apoptose de linfécitos T CD4 e CDS8,
resultando na atrofia de linfonodos mesentéricos nos animais infectados pelo T.

cruzi.

1.7.4 Citocinas na Infec¢édo pelo T. cruzi.

As citocinas desempenham um papel fundamental na transmissdo de estimulos a
distancia e estdo envolvidas, sobretudo, na comunicagdo entre diversos tipos
celulares na montagem de uma resposta imune adequada. Na infecgao pelo T.
cruzi, diversas citocinas sdo produzidas e suas qualidades e quantidades sdo
dependentes de varios fatores, incluindo a viruléncia da cepa do parasita, o tipo de
hospedeiro e a presenga ou nao de reinfecgdes (SAMUDIO et al, 1998; REVELLI
et al, 1999). Algumas citocinas sdo expressas preferencialmente durante a fase
aguda da infecgao, enquanto outras predominam durante a fase crénica. O TNFa,
citocina associada a promogdo da inflamagao tecidual & encontrada no soro de
animais Balb/c infectados com T. cruzi ja a partir do quinto dia poés infecgéo,
enquanto IFNy sé foi verificado no soro a partir do 15° dia (REVELLI et al, 1999).
Entretanto, ZHANG et al (1996) e CARDILLO et al (1996) verificaram que o IFNy ja
comega a ser produzido no bago a partir da primeira semana, permanecendo
durante a fase crbénica da infecgdo. Por outro lado, a IL-10 comega a ser
detectavel no bago a partir da segunda semana, e no soro, a partir da terceira

semana pos-infeccdo. Interessantemente, esta citocina permanece elevada
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mesmo o IFN estando presente em altos niveis (REVELLI et al, 1999; ZHANG et

al, 1996; CARDILLO et al, 1996).

A IL-2, apesar de ser produzida a partir da primeira semana (CARDILLO et al,
2004), nao € mais encontrada a partir da terceira semana (ZHANG et al, 1996),
mostrando ser detectavel somente durante o periodo de intensa ativacéo
linfocitaria. Neste mesmo trabalho, os autores descrevem que em animais
resistentes a infecgdo, esplendcitos positivos para IL-4 comegam a aparecer a
partir da terceira semana (assim que a IL-2 diminui), mostrando uma possivel
alteracdo no padrdo de resposta no sentido de linfécitos T com diferenciagéo
funcional para Th2 (ZHANG et al, 1996). Por esse motivo, apesar de o padréo
Th1/Th2 ndo ser evidente, esta € uma indicagdo de que o desenvolvimento de
células que produzam IL-4 na fase onde haja baixa producdo de IL-2 possa
tambeém haver indu¢éo de resisténcia prolongada a infecgdo experimental pelo T.
cruzi. De maneira curiosa, animais susceptiveis apresentam baixa producgao de IL-
2 tardia, quando comparados a animais resistentes, além de ndo ter sido

detectada a produgéo de IL-4 ou IL-5 (ZHANG et al, 1996).
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1.8  Os Linfécitos T CD4 Reguladores

1.8.1 Histodrico

Desde que foi proposto, por GERSHON E KONDO, em 1970, linfécitos
regulatérios sempre formaram uma classe distinta, ao menos no que se refere ao
aspecto funcional destes linfocitos. De origem antiga, e um tanto especulativa, ndo
apresentavam evidéncias diretas da real existéncia de linfécitos supressores.
Entretanto, a necessidade de explicar a regressdo da resposta inflamatéria
mononuclear levou imunologistas a criarem o termo “linfécitos supressores”. Este
grupo de linfécitos abrangeria aqueles com capacidade de suprimir a atividade de
outros linfécitos T, como os “helper” e os citotoxicos. Entretanto, a falta de
marcadores moleculares bem como de evidéncias diretas da existéncia de um
grupo especial de linfécitos T, biologicamente e funcionalmente diferentes dos
demais grupos de linfécitos T, e que apresentariam fungao supressora, levaram ao
descrédito cientifico de que estas células pudessem existir. A regulacdo da
inflamacao seria, assim, fruto de qualquer outro meio, que n&o exigiria,

necessariamente, a acao de linfécitos T especificos para tal funcao.

Recentemente, a descoberta de que os marcadores CD4+CD25+ reconhecem
uma populacéo linféide enriquecida por células que possuem a habilidade de
limitar a resposta imune contra antigenos proprios ou externos (SAKAGUCHI et al,
1995), reacendeu a idéia da existéncia de uma populacdo de células com

capacidades supressoras. E importante colocar que a responsabilidade da
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imunorregulacdo parece ndo ser apenas de um tipo celular. De fato, outras
populagdes de linfocitos tém demonstrado semelhante capacidade regulatoria.
Assim, no modelo experimental de infecgao pelo T. cruzi, foi descrito que linfécitos
T esplénicos que apresentam o receptor y6 pode ter atividade supressora em
cultura mista de linfécitos durante a fase aguda. Este poderia ser um mecanismo
pelo qual linfécitos autorreativos estariam presentes em maior intensidade em
animais velhos do que novos — onde nesses Uultimos existe atividade supressora

de células T yd (CARDILLO et al, 1993).

1.8.2 Fendtipo

O CD25, também conhecido como a cadeia alfa do receptor da IL-2, é
classicamente referido como um marcador de ativagdo celular recente. Ele é
expresso apos ativacdo do linfocito naive pela célula apresentadora de antigeno
(APC) e forma, juntamente com as cadeias gama e beta, o receptor de alta
afinidade pela IL-2 (revisto em SAKAGUCHI, 2004). Tal citocina é necessaria para
a ativacao e replicagéo linfocitaria e age de forma autécrina e paracrina. Em 1995,
foi identificado por SAKAGUCHII et al, que o isolamento de células CD4CD25 era
enriquecida de linfocitos T regulatérios (Tregs). Tal populagdo, denominada
posteriormente de celulas T regulatorias naturais (do inglés naturally occurring
Tregs - nTregs) é praticamente em sua totalidade de origem timica e possui como
caracteristica principal a capacidade de suprimir a proliferacdo de linfécitos T

estimulados via TCR. Diferentemente das células T convencionais, que diminuem
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a expressao de tal marcador apds ativagdo, as Tregs apresentam
constitutivamente o marcador CD25 (HORI et al, 2003). A importancia de tal
molécula para as Tregs, entretanto, nao estd bem esclarecida. Varias linhas de
evidencia indicam que esta € indispensavel para a manutengao da populagdo de
Tregs. De fato, animais deficientes em IL-2, CD25 (IL-2aR) ou CD122 (IL-28R)
desenvolvem uma doenga inflamatoria letal, denominada sindrome da deficiéncia
de IL-2, a qual pode ser prevenida pela inoculagdo de células CD4+CD25+
juntamente com uma fonte de IL-2 (PAPIERNIK et al, 1998; MALEK et al, 2002).
Do mesmo modo, a o tratamento de animais com anticorpo neutralizante anti-IL-2
induz diminuicdo das Tregs e o aparecimento de doenga autoimune.
Curiosamente, a IL-2 necessdria para a manutencdo destas células parece ser
proveniente de células nao-regulatérias recém ativadas, CD4+CD25*, as quais
incluem células auto-reativas (SETOGUCHI et al, 2005). Isto porque Tregs, além
de serem anérgicas, proliferando pouco apds estimulo do TCR, sdo incapazes de
produzir IL-2, a0 menos sobre estimulos convencionais utilizados em ensaios in
vitro, tais como anti-CD3, concavalina A (ConA) ou células apresentadoras de
antigeno (APC) esplénicas (FEHERVAR! & SAKAGUCHI, 2004). Além da
manutencdo, a IL-2 parece ser também necessaria para ativar a funcgéo

supressora das Treg (PAPIERNIK et al, 1998; THORNTON et al, 2004).

Além do CD25, foi verificado que tais células com capacidade supressora
expressam também uma variedade de marcadores de superficie, mas comumente

relacionados as células ativadas e/ou de memobria, entre eles o CD45RBlow,
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CD62L, CD103, CTLA-4 (do inglés cytotoxic T lymphocyte antigen-4, CD152) e
GITR (do inglés glucocorticoid-induced TNF receptor family-related gene)
(FEHERVARI & SAKAGUCHI, 2004). O CD103 (integrina oEB7), em especial, em
adicdo ao CD25, torna-se um importante marcador para Tregs. Enquanto apenas
4% das células CD4+ provenientes de 6rgdos linféides sdo positivas para o
CD103, esta proporcdo aumenta para 25% quando se analisa as células
CD4+CD25+. Além disso, os linfocitos CD4+CD25+aER7+ possuem uma elevada
atividade supressora, podendo exercer sua atividade regulatéria mesmo estando
em baixissimas propor¢oes (taxas de 1:19). Diferentemente, sua contraparte
oEB7- necessita de proporgdes muito maiores para exercer sua fungao
supressora, assim também como linfocitos negativos para CD25 (CD25-) e que

sdo CD4+ e aEB7+ (LEHMANN et al, 2002).

Nenhum dos marcadores de superficie citados até entdo identifica unicamente as
Tregs, sendo estes expressos também em outros tipos celulares. Em 2003,
entretanto, analisando animais “Scurfy”, os quais desenvolvem uma doenca
linfoproliferativa semelhante a IPEX (do inglés “immune dysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome”) em humanos, HORI et al
(2003) e KHATTRI et al (2003) demonstraram que tais animais eram deficientes
de nTregs, em virtude de possuirem uma forma defeituosa do gene Foxp3. De
fato, a expressao retroviral deste gene em células naive é capaz de converté-las
em células com fendtipo regulatério, inclusive com atividade supressora e

expressando o GITR (KHATTRI et al, 2003; HORI et al, 2003). Foxp3 mRNA e seu
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produto protéico, o “Scurfin”, parecem ser uma caracteristica Unica das células T
regulatérias, pelo menos no camundongo, nao sendo expresso por nenhuma
outras linhagens de linfocitos (FONTENOT et al, 2003). Ainda que exista uma
pequena populagdo de células Foxp3+CD25-, é importante ressaltar que tais
linfocitos ainda mantém sua atividade supressora, embora sejam negativos para

CD25 (FEHERVARI & SAKAGUCHI, 2004).

Uma outra molécula, o GITR, estd associada as células CD4+CD25+ com
capacidades regulatérias. Como a maioria dos marcadores utilizados para
identificar as nTregs, este também tem sua expressdo aumentada em linfocitos T
CD4+ ativados (McHUGH et al, 2002). Além disso, seu bioqueio com anticorpo
neutralizante DTA-1 (anti-camundongo GITR) é capaz de impedir a supresséo in
vifro por parte das células CD4+CD25+, bem como leva & inducdo de
autoimunidade através do aumento da proliferacdo de células CD4+CD25-
(SHIMIZU et al, 2002; KANAMARU et al, 2004). Contudo, € provavel que a ligacéo
do DTA-1 as células T CD4+CD25- ativadas, e ndo as nTregs, induz sua
resisténcia a supressédo. Seu ligante, o GITRL é expresso em APCs, sendo esta

diminuida com a maturacgdo (TONE et al, 2003).
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1.8.3 Mecanismo de Agédo

Apesar da caracterizagao fenotipica das células Tregs estar bastante avancgada e,
sua funcdo supressora estar sendo estabelecida, os mecanismos que estas
células utilizam para exercer tal fungdo & um tema bastante controverso.
Entretanto, parece que a fungdo imunossupressora deste tipo celular é
dependente de contato com a célula alvo. Tais células sao incapazes de exercer
supressdo in vitro quando estas sdo separadas das células alvo através de
membranas permeaveis a moléculas mas nao a células. Assim, um forte candidato
seria o CTLA-4, visto que animais knockout para tal molécula de superficie
desenvolvem doenga linfoproliferativa fatal devido a uma falha na indugédo de
apoptose em linfécitos e, conseqiientemente, uma sobrevida elevada destes
(WATERHOUSE et al, 1995). Embora aiguns estudos apontem o CTLA-4 como
molécula alvo das Tregs, outros excluem a possibilidade desta estar envolvida na
supressdo linfocitaria. De fato, linfocitos de animais CTLA-4 -/- sdo prontamente
suprimidos por células CD4+CD25+ de animais normais, da mesma forma que
linfocitos de animais intactos. Nao obstante, & importante que os linfécitos Tregs
possuam o CTLA-4 para exercerem sua fungao, visto que linfécitos CD4+CD25+
provenientes de animais CTLA-4 -/- sdo incapazes de exercer atividade
supressora. Um detalhe interessante reside no fato de que Tregs de animais
deficientes para o CD28 (molécula que compete com o CTLA-4 pelo B7.1 e B7.2
das APCs) ndo sao funcionalmente modificadas, apontando para a idéia de que o
CTLA-4, mas ndo o CD-28, é necessario para a ativagdo das Tregs (TAKAHASHI

et al, 2000).



Estudos tém mostrado que a IL-10 e importante para a atividade supressora de
Tregs. Se por um lado, as células CD4CD25+ sao incapazes de suprimir células
CD4CD25- sem que haja contato, modelos experimentias de IBD (do inglés
‘inflammatory bowel disease”) mostram que, a0 menos in vivo, a atividade da
CD4CD25+ parece ser dependente da IL-10, visto que nTregs provenientes de
animais IL-10 KO sao incapazes de atividade supressora, como descrito pela
equipe de BANDEIRA (ANNACKER et al, 2001). Aparentemente, a nTreg apods
estimulo do TCR aumenta sua expressdo de IL-2R, diminuindo assim a
quantidade de IL-2 do microambiente, ao mesmo tempo que passa a produzir 1L~

10, a qual exerceria sua atividade supressora (BARTHLOTT et al, 2005).

Uma outra molécula que parece estar associada a acdo das células nTregs € o
TGFB1. Embora alguns trabalhos tenham apontado para o TGFS de membrana
como meio pelo qual a nTreg induz supressdo, células CD4CD25+ de animais
TGFB KO possuem atividade funcional inalterada. Entretanto, tais células
regulatérias sdo incapazes de suprimir linfocitos CD4+CD45RB*" provenientes de
animais dnTRRII (do inglés dominant negative TGF- receptor type i), mostrando
que uma fonte externa de TGFJ pode ser necessaria, juntamente com a nTreg,
para induzir supress&o no modelo experimental de colite auto-imune (FAHLEN et
al, 2005). Contudo, outros trabalhos mostram que o TGFB é completamente

dispenséavel para a agéo supressora das nTregs, ao menos jn vitro (PICCIRILLO et

al, 2002).



1.9 A Ciclofosfamida e Seu Efeito Sobre a Infecgdo Cronica pelo T. cruzi.

A Ciclofosfamida (CY), um dos varios compostos derivado da mostarda de
nitrogénio, foi sintetizado em 1958 por ARNOLD et al e, em 1967 foi confirmado
por BROCK & HOHORST ser uma excelente substancia para uso terapéutico
contra tumores. Embora tenha sido desenhado para ser metabolizado nas células
alvo tumorais liberando Nor-mostarda de nitrogénio, foi verificado que tal droga
necessitava ser parcialmente metabolizada por microssomos de hepatécitos para
se tornar ativa (FOLEY et al, 1961). De fato, a Ciclofosfamida no estado primario
nao apresenta atividade téxica sobre células tumorais ou linfécitos quando
incubados in vitro (CONNORS et al, 1970). Entretanto, o soro de animais que
foram recentemente injetados com CY apresentavam altos niveis de toxicidade
quando acrescentados a cultura de tais células (BERENBAUM et al, 1973). Hoje
em dia sabe-se que a Ciclofosfamida é convertida a 4-hidroxiciclofosfamida, por
oxidases hepaticas, a qual existe em equilibrio com seu tautamero, a
Aldofosfamida. A Aldofosfamida é entdo convertida a carboxifosfamida, sem
atividade citotoxica relevante, através de sua oxidacdo pela enzima Aldeido
Dehidrogenase (ALDH). Entretanto, em tipos celulares com baixos niveis de
ALDH, a Aldofosfamida é dissociada espontaneamente a Fosforamida Mostarda (e
Acroleina), a qual possui, juntamente com seu derivado, o Nor-N-mostarda, uma

elevada atividade citotéxica (CONNORS et al, 1974; BROCK, 1996).
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A atividade citotéxica dos metabdlitos da Ciclofosfamida esta intimamente
relacionada ao radical-N-mostarda (-N(C2H4Cl)2) e € sobretudo acentuada no
composto Fosforamida mostarda. Ela € capaz de formar ligagdo cruzada entre as
cadeias de DNA, levando principalmente as células que ciclam rapidamente a
morte (BROCK, 1996). Esta propriedade de matar seletivamente células com
baixos niveis de ALDH e/ou que ciclam rapidamente da a Ciclofosfamida um
enorme potencial clinico, podendo ser utilizada com seguranga no tratamento
quimioterapico de linfomas e também na imunossupressdo. Pode ser entao,
utilizado como alternativa a irradiagdo, tanto para induzir tolerancia (evitando a
rejeicdo de transplantes), quanto no combate a desordens auto-imunes como o
lupus eritematoso sistémico e anemia hemolitica auto-imune, por exemplo (revisdo
em BRODSKY, 2002). De fato, pulsoterapia com Ciclofosfamida (muitas vezes
associado a outras drogas, como corticosterdides) é o tratamento padrio para o
lupus eritematoso - embora o reagente “micofelonato mofetil” tenha mostrado
vantagens consideraveis sobre este, apresentando maior taxa de cura e efeitos

colaterais mais brandos (ADAMS et al, 2006; GINZLER et al, 2005).

Os efeitos colaterais da Ciclofosfamida sdo normalmente relacionados a dosagem
utilizada e ao periodo de tratamento, sendo decorrentes da citotoxicidade da
Ciclofosfamida sobre outros tipos celulares ou da imunossupressdo que provoca
no paciente, deixando-o susceptivel a infeccbes (OPASTIRAKUL &
CHARTAPISAK, 2005) ou agravando doencas infecciosas cronicas (PRYON et al,
1996; HOUGH & ROBINSON, 1975). A multiplicagdo parasitaria no hospedeiro

pode acontecer, no caso de doencas cronicas como a Doenga de Chagas, apos o
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tratamento dos individuos com reagentes imunosupressores (ALTCLAS et al,
2005; DICTAR et al, 1998). Outros efeitos colaterais s&o a deplegdo da medula
ossea, alopecia, cistite hemorragica e faléncia de ovario (KATSIFIS & TZIOUFAS,
2004). Embora o mecanismo pelo qual a Ciclofosfamida seja eficaz no tratamento
do lupus eritematoso nao esteja bem definido, este agente pode ser capaz de
resolver a deposigdo de complexos imunes nos rins e a nefrite. Isto pode ser em
funcéo da reducgédo da produgéo de anticorpos, inclusive os anti-DNA, e modulagéo
de quimiocinas nos sitios de inflamagdo, o que seria a principal causa do
agravamento do quadro da doenga, resultando em O6bito dos individuos
acometidos por esta desordem auto-imune (SCHIFFER et al, 2003).
Curiosamente, a Ciclofosfamida, em doses proximas a utilizada no tratamento do
lupus eritematoso sistémico (200-350mg/kg) € capaz de induzir diabetes auto-
imune em camundongos NOD, acelerando o aparecimento da doenga (HARADA &

MAKINO, 1984).

A diabetes auto-imune é claramente uma doenga de origem genética (WICKER et
al, 1992). Deste modo, a administracdo de Ciclofosfamida s6 é capaz de induzir
diabetes em camundongos NOD, sendo ineficaz na indugdo da doenca em outras
linhagens (HARADA & MAKINO, 1984). Entretanto, em um outro modelo
experimental de diabetes mellitus, a de ratos BB tratados com 60-175 mg/kg da
droga, a Ciclofosfamida foi capaz de inibir o desenvolvimento da doenga. Neste

caso reduziu também os niveis de IL-2, IL-12, IFNy, IL-1beta e TNFo, além de
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aumentar as quantidades de IL-4 produzidos por esplenocitos (SOBEL et al,

2000).

Ensaios bioldégicos com a Ciclofosfamida tém mostrado, contudo, que sua
atividade imunossupressora estd intimamente relacionada a dose em que é
utilizada, normalmente por volta de 200 mg/kg de massa corporal. Assim, por
exemplo, o tratamento de camundongos com 250 mg/kg em uma unica dose antes
da infeccdo com Toxoplasma gondii € capaz de induzir um atraso no aparecimento
de anticorpos, aumentando a mortalidade dos animais em 70% (HAFIZI &
MODABBER, 1978). Doses mais baixas, entretanto, ndo demonstram tal
propriedade imunosupressora generalizada; de fato parecem ser mais seletivas
para determinados tipos celulares, embora nao estejam ainda claramente

descritas quais as células de maior ou menor susceptibilidade.

Em 1975, ASKENASE et al demonstraram que a Ciclofosfamida na dose de 20-30
mg/kg, a qual € ineficaz em suprimir a sintese de anticorpos, poderia aumentar
dramaticamente a reacdo de hipersensibilidade do tipo tardio (DTH) quando a
droga era administrada antes da sensibilizacdo antigénica. Em um outro estudo
utilizando o tratamento de Ciclofosfamida, seguido de inoculagdo de LPS foi
verificado que clones autorreativos de linfécitos T podiam ser detectados
transitoriamente (LAGE-STEHR & DIAMANTSTEIN, 1978). Por outro lado,
tratando de modelos experimentais de infeccdo, ANDRADE et al (1987)
verificaram que cdes cronicamente infectados pelo 7. cruzi exibiam uma

miocardite aumentada quando tratados com Ciclofosfamida (50 mg/kg) durante 3



30

semanas. Aparentemente néo foi encontrada alguma imunodepresséo especifica
contra o T. cruzi, sendo que os titulos de anticorpos continuaram elevados e nao
havia evidencias de exagerada multiplicacdo parasitaria. Em um interessante
modelo que associa a infecgao cronica pelo T. cruzi com uma atenuacgéo da artrite
induzida por adjuvante completo de Freud em ratos, REVELLI et al (1992)
mostraram que o tratamento com Ciclofosfamida (40mg/kg) 48 horas antes da
indugao era capaz de restabelecer a artrite nos animais infectados e exacerba-la

nos ratos nao infectados.

Em todos os estudos acima citados e em muito outros realizados até antes do
presente estudo, a agdo inibitéria especifica da Ciclofosfamida (em doses
inferiores a 50mg/kg) sob populagdes linfocitarias supressoras foi apontada como
um possivel fator responsavel pela exacerbagdo da resposta imune a despeito do

tratamento com uma droga tida até entdo como imunossupressora.
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2. JUSTIFICATIVA

Dados da literatura apontam para um efeito pré-inflamatério da Ciclofosfamida em
baixas doses. Embora muitas especulagées indicaram existir uma alteragdo
populacional e/ou funcional de linfécitos “supressores” como fator responsavel
pelo aumento da inflamagdo observado em animais infectados e tratados com
Ciclofosfamida em tais doses, nenhum estudo havia sido feito analisando
diretamente a participagdo destas células na exacerbagdo da inflamagéo
provocada pelo tratamento. Isso deveu-se, em parte, a inexisténcia de um
marcador confiavel para identificar populagdes linfocitarias com capacidades
regulatérias. Contudo, com o recente estabelecimento de marcadores que
reconhecem populagdes altamente enriquecidas de células com capacidade
regulatérias, € possivel investigar as alteragbes populacionais que tais células
possam estar sofrendo com o tratamento. Ademais, € vantajoso conhecer as
propriedades imunomodulatérias de drogas tdo bem conhecidas e ja utilizadas
com seguranga na clinica, como a Ciclofosfamida, tendo em vista, em longo prazo,
a expansao de sua aplicagdo com fins terapéuticos. Cumpre ressaltar que sera
utilizada neste estudo a dose de 30mg/kg, visto que determinadas populactes
celulares possam estar diminuidas ou aumentadas mediante o tratamento

descrito.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar as possiveis alteragdes da resposta imune ao T. cruzi provocadas pelo
tratamento com Ciclofosfamida na dose de 30mg/kg. Estas alteragdes incluem o
estudo detalhado de populagbes esplénicas e dos infiltrados inflamatérios,
marcadores de células de memoéria e efetora, células regulatérias e perfil de

citocinas proé e anti-inflamatérias.

3.2  Objetivos Especificos

- Verificar os efeitos pré-inflamatorios do tratamento com Ciclofosfamida (30mg/kg)
no modelo de infeccdo cronica pelo T. cruzi, através da andlise de parametros

como necrose tissular, infiltrado inflamatario e fibrose;

- Analisar, através da citometria de fluxo (FACS), os perfis de meméria e ativacao
dos esplendcitos de animais cronicamente infectados pelo T. cruzi e possiveis
alteragbes com o tratamento. Serdo utilizados marcadores para linfocitos T CD4
ou CD8 positivos, cada um deles conjugados a fluoresceina, sendo estas
populagdes alternativamente marcadas para CD45RB, CD62L e CD44 conjugados

a outros fluorocromos.
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- Estudar os perfis de citocinas e as possiveis alteragbes que sucedem o
tratamento, sendo este estudo realizado tanto em cultura de esplendcitos, quanto
no soro de animais infectados. Serdo dosadas citocinas como a IL-10, IFNy, IL-17,

iL-23 e IL-12;

- Verificar as alteragbes populacionais de células com capacidades regulatorias
e/ou imuno-modulatérias, como as nTregs (linfocitos T CD4+CD25+CD103+) e as
células NK T naturais (NKT, marcadas pelo anticorpo monoclonal NK1.1 em
conjunto com o anti-receptor de células T of3), tanto no bago como nos infiltrados

do musculo esquelético.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Animais

Camundongos da linhagem C57Bl/6 e Balb/c com 4 a 6 semanas de vida, usados
nos experimentos, foram fornecidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz, Fundagao Osvaldo Cruz. Todos os protocolos usados neste estudo foram

aprovados pelo comité de ética no uso de animal (CEUA, CPqGM-Fiocruz).

4.2 Parasitas

Para os experimentos foram utilizadas duas cepas do Trypanosoma cruzi. cepa
Colombiana e a cepa Tulahuen. As cepas utilizadas tém sido mantidas no
Laboratério de Doenga de Chagas, Autoimunidade e Imunidade Celular (LACEI-
CPqGM-Fiocruz) através de sucessivas passagens em camundongos. Para
efetuar a infecgdo dos grupos experimentais, o sangue de animais previamente
infectados foi retirado, os parasitas contados segundo método descrito por MELO
& BRENER (1978) e a concentragdo de parasitas foi ajustada para 1000 formas
tripomastigotas/0,1ml, utilizando como diluente PBS (solugédo salina tamponada

com fosfato). Cada animal recebeu entdo 0,1 ml da solugdo contendo os parasitas.



35

4.3 Parasitemia

Os niveis parasitémicos foram avaliados pela contagem, em microscopio Optico,
dos parasitas presentes em 50 campos microscopicos (magnitude de 400x) em
uma lamina contendo Sul de sangue periférico obtido da cauda do animal e
coberta com uma laminula 22x22 mm, segundo o método descrito por MELO &

BRENER em 1978.

4.4  Tratamento com Ciclofosfamida

Os camundongos foram tratados (via intraperitoneal) com 30 mg/kg de
Ciclofosfamida (Genuxal, Asta Médica Ltda) durante um més, trés vezes por
semana. A droga era diluida no dia do tratamento, em concentragdo tal que cada
camundongo recebesse 0,1ml da solugdo. Para o célculo da concentragéo foi
utiizado a média de peso dos animais a serem tratados. O inicio do tratamento se
deu apos o completo estabelecimento da fase cronica da doenca, cerca de 4
meses apés a infecgdo. Os animais controles foram tratados com o mesmo
diluente usado como veiculo para a Ciclofosfamida, geralmente PBS ou solucéo

salina 0,9%, em condicdes de esterilidade.
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4.5  Protocolo Experimental

Como mostrado na Figura 1, dois modelos experimentais foram usados:
camundongos C57Bl/6 infectados com a cepa Tulahuen, e animais Balb/c
infectados com a cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi. O inéculo utilizado em
ambos os casos foi de 1000 formas tripomastigotas por animal. Apds 4-5 meses
de infecgdo, os animais foram tratados por um més com Ciclofosfamida, conforme
descrito acima. Dois pontos de analise foram utilizados no experimento: 7-15 dias
e 4 meses apos o término do tratamento. Nestes pontos, os animais foram
sacrificados e coletados tecidos (musculo cardiaco em formol 10% tamponado)
para analise histopatolégica, células esplénicas e células mononucleares
infiltrando musculo esquelético (MnIME) para anadlise por citometria de fluxo. A
dosagem de citocinas se deu pela técnica de ELISA, tanto no soro dos animais

quanto no sobrenadante de cultura de células esplénicas por 48 horas.
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) Cepa Colombiana Cepa Tulahuen 2

Animais Balb/c Animais C57Bl/6

Apos estabelecimento
da fase cronica

(4 meses)
\ Tratamento com CY
3 por 1 més
(30mg/kg)
1-2 semanas
- Tecido p/ laminas q
histopatologicas
- Soro 1° Ponto de
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- Citometria de fluxo ) 4 meses
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histopatolégicas
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- Cultura de células

[ - Citometria de fluxo

Figura 1- Desenho experimental esquematico: modelo utilizado para a
investigagao sobre o efeito do tratamento com Ciclofosfamida (CY) em baixas

doses em animais crénicos infectados.
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4.6 Marcacgdo Fluorescente e Analise por Citometria de Fluxo

Para a analise das populagées linfocitarias periféricas definidas pela expresséo de
marcadores de superficie, células esplénicas e células mononucleares que
infiltram o musculo esquelético (n =2 3 animais) foram lavadas em PBS gelado (trés
vezes) e contadas em Camara de Neubauer (para tanto foi utilizado 10 pl das
células em Liquido de Turk, para coloragdo dos mononucleares e lise das
hemacias). Dois milhdes de células eram separadas e encubadas por 30 minutos
com anticorpos monoclonais conjugados com Ficoeritrina (PE), Fluoresceina
(FITC) ou Biotina (BIO - este dultimo era posteriormente conjugado com
Streptoavidina-Cy-Chrome™) especificos para a molécula de superficie a ser
estudada. As células foram entdo fixadas apés marcagdo com 1% de
paraformaldeido em PBS e analisadas um dia depois, no FACSort (Becton and
Dickinson, San Jose, CA), sendo as aquisicdes programadas para 10,000 a
30,000 céluias. Os seguintes anticorpos monoclonais foram obtidos da
Pharmingen (San Diego, CA) e utilizados nos experimentos: FITC-rato anti-
camundongo CD4 (clone GK15), PE-rato anti-camundongo CD8 (clone 53-6.7),
PE-rato anti-NK1.1 (PK136), FITC-rato anti-camundongo CD62L (MEL-14), PE-
rato anti-camundongo CD45RB (clone 16.A), PE-rato anti-camundongo CD25 e
PE-rato anti-camundongo CD44 (Pgp-1). Além disso foram utilizados os anticorpos
monoclonais BlO-rato anti-camundongo CD103 (clone 2E7, Southern Biotech,
Birmingham, AL) e o anticorpo purificado FITC-hamster anti-camundongo TCR af8

(Caltag, Burlingame, CA).
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Para analise dos dados obtidos com a leitura no FACSort, foi utilizado o software
Cell Quest (Becton Dickinson). Os dados “gated” em linfécitos (granulosidade-SSC
por tamanho-FSC) eram entéo distribuidos segundo os fluorocromos utilizados e
as populagdes relativas de cada quadrante eram calculadas como percentagem
do tipo celular que apresentava o marcador CD4+ ou CD8+, conforme o caso
(Figura 2.1 e 2.2). Para calculo das populagdes em niumero absoluto, o total
numeérico de cada quadrante foi multiplicado pela celularidade do bago de cada

animal, e sua média apresentada em grafico.
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Figura 2.1. Esquema do protocolo experimental para analise dos dados
obtidos do Citdometro de fluxo. De modo ilustrativo, o grafico A mostra os
esplendcitos diferenciados por granulosidade (SSC) e tamanho (FSC). A regido
R1 no gréafico A representa uma area com alta densidade de linfécitos, a qual foi
utilizada nas analises. O grafico B mostra a populagdo de R1 analisada para a
presenca de marcadores FL1 (CD4+ ou CD8+) e FL2 (para todos os outros
marcadores aqui verificados). Como exemplo, acima esta descrito CD62L, sendo a
proporgdo de cada populagdo determinada através da colocagdo de barreiras,

separando os varios quadrantes: UL (upper-left), UR (upper-right), LL (low-left) e
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LR (low-right). No grafico C esta evidenciado a % de expressdo dos marcadores
em cada quadrante. O grafico D foi obtido através da demarcagéao de populagdes
celulares positivos para o marcador FL1 no grafico C. O grafico E mostra o
resultado da analise de uma determinada populagdo (no exemplo, UR)
considerando os eventos positivos para FL1 (D) como 100%. (modificado de

NIHEL, 2005).
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Figura 2.2. Esquema do protocolo experimental para analise das populagdes
de nTreg (CD4+CD25+CD103+). Uma regido enriquecida em linfécitos (R1 no
grafico A") através dos parametros de granulosidade por tamanho celular &
selecionada e analisada para a presenga dos marcadores CD4 e CD25
(respectivamente FL1 e FL2 no grafico B"). A regido positiva para CD25 e CD4

(R2 no gréfico B') € entdo selecionada e analisada para a presenga do marcador
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CD103 (FL3 no grafico C'). Apds a colocagdo de barreiras para determinar a
populagdo que expressa o CD103 (quadrante “c’ no grafico C'), os numeros
relativos da populagdo CD4 que apresenta os marcadores CD25 e CD103 é
calculado através da féormula mostrada em D’, e os resultados expressos em

graficos (E’).

4.7  Obtengéo de Mononucleares que Infiltram o Musculo Esquelético (MnIME)

Fragmentos de musculo esquelético foram retirados dos animais e digeridos com
colagenase (Type IV, Sigma-Aldrich), 1,5 mg/ml diluido em meio RPMI incompleto
(Gibco), por 60 minutos a 37 °C. As células foram centrifugadas a 1200 rpm por 15
minutos, ressuspendidas em PBS gelado e as MnIME isoladas através de
centrigugagdo em gradiente de Percoll (Pharmacia, Uppsala, Sweden) 40-80%
(detalhadamente descrito em POSTOL, 1999). As MnIME foram entéo lavadas em
PBS suplementado com 10% de soro bovino fetal e marcadas para analise por

citometria de fiuxo, conforme descrito acima.

4.8  Cultura de Células e Dosagem de Citocinas

Esplenocitos foram obtidos em condigdes assépticas, lavados em PBS gelado e

cultivados (5 x 10° células/ml) em meio RPMI (suplementado com FSC 10%)

completo por 48 horas, sob estimulo com antigeno de 7. cruzi (100ug/mi), IL-2
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(200ng/mt) e/ou ndo estimulados. A produgéo de interleucina (IL)-10, IL-17, IL-23,
IL-12 e IFNy pelos esplendcitos foi avaliada no sobrenadante de cultura através do
ensaio de ELISA “duplo-sandwich”, utilizando para captura, os seguintes
anticorpos monoclonais: rato anti-camundongo INF-y (clone 37801.11, 37875.11),
anti-camundongo IL-10 (clone JES052A5), anti-camundongo IL-12/IL-23 (clone
30517, anti-p40), anti-camundongo IL-17 (clone 50101.11), obtidos da R&D
Systems (Minneapolis-USA), e rato anti-camundongo IL-12 (clone C15.1, anti-
p40/p70), adquirido da Pharmingen (San Diego, CA-USA). Os seguintes
anticorpos purificados foram utilizadas para a detecgdo da citocina especifica: BIO
anti-camundongo IFNy, BIO anti-camundongo IL-12, BIO anti-camundongo [L-17,
BIO anti-camundongo IL-10, coelho anti-camundongo IL-23 p19 e cabra anti-
coelho Peroxidase (R&D Systems, Minneapolis-USA). A quantificagdo de cada
citocina foi realizada comparando-se a densidade optica (DO) de cada amostra
com a DO de uma curva padrdo, feita com a citocina purificada obtida
comercialmente da Pharmingen: riL (interleucina recombinante)-10, riL17, riFN-y,

rlL-23 e rIL-12 (Pharmingen, San Diego, CA).

A dosagem de citocinas foi realizada também no soro dos animais. Para esta

dosagem os mesmos anticorpos acima descritos foram utilizados.
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4.9 Ensaio de ELISA

Em geral, a primeira fase do ensaio imunoenzimatico (ELISA) é a preparacado da
superficie dos pocos de placas de 96 pogos (Maxisorp-Nunc), através da adigédo
de anticorpos monoclonais purificados anti-citocina especifica (previamente
citados), que aderem na superficie dos pogos. Sdo adicionados entado cerca de 50
uL da solugdo de anticorpo monoclonal, diluido em PBS, a cada pogo, e incubado
a 4°C durante a noite. Foi posteriormente adicionado a cada pogo 150uL de PBS
contendo 5% (p/v) de proteinas (caseina) do leite desnatado (Molico-Nestlé) e
incubado por 1 hora a 4°C. Este passo tem como objetivo o blogueio de ligagdes
inespecificas, através da agdo da caseina presente no leite. Apos a incubacao, a
placa foi lavada por 4 vezes com PBS acrescido de 0,05% (v/v) Tween 20 e as
amostras aplicadas em volume de 50 ulL por pogo. A curva da citocina
recombinante foi realizada através de diluigdes seriadas, a partir de 50 ng/ml. A
citocina recombinante foi diluida em PBS contendo 0,1% (p/v) de BSA (Albumina
bovina - Sigma). Apos esses passos, a placa foi entdo incubada por no minimo 12
horas a temperatura de 4°C. Na fase final do procedimento, a placa foi lavada por
4 vezes com PBS acrescido de 0,05% (v/v) Tween 20. Adicionou-se em seguida
50ul de anticorpo anti-citocina especifica biotinilado (no caso especifico da IL-23
foi utilizado um anticorpo anti-IL23 produzido em coelho), diluido em PBS-0,05%
Tween 20, seguindo-se de incubagdo por 1 hora a temperatura ambiente. Apds as
lavagens, foi adicionado 50 ul/pogo de Streptoavidina conjugada a Peroxidase na

diluicao de 1:4000 (no caso da IL-23 foi utilizado anticorpo anti-coelho produzido
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em cabra e conjugado a Peroxidase), diluida em PBS e incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente. No final do processo, a reacéo foi revelada com 50uL/pogo
de solugéo reveladora contendo 10ml de tampéo citrato 0,1M (pH 5.0), 3uL de
H202 (0,3% v/v) e 5§ mg de OPD, no volume de 50 ul por pogo. O bloqueio da
reacdo foi realizado através da adigdo de 50ul/pogo de acido Sulfurico (H2S04) na
concentragao de 4N. Em seguida, a placa foi submetida a quantificacdo através do

leitor de ELISA, com o comprimento de onda de 490 nm.

4.10 Analise Histopatoldgica

Fragmentos de coracdo dos animais foram fixados em solugdo de PBS contendo
10% (v/v) de formaldeido (Merck), emblocada em parafina e os cortes histolégicos
foram corados por H.E. (Hematoxilina e Eosina). As secgbes histopatoldgicas de
tecido muscular esquelético e cardiaco foram analisados por estudo duplo-cego e
o infiltrado quantificado morfologicamente com a ajuda do software Motic Images
Plus 2.0. Para tanto, foram selecionados aleatoriamente 5 campos microscopicos
(400x) de cada caso e as células mononucleares infiltrantes contadas, sendo sua

densidade expressa em células infiltrantes/mm2 de tecido.

O tecido cardiaco foi corado também com picrossirius, para determinagio da
fibrose. A quantificacdo da fibrose foi realizada através de analise morfométrica,

selecionando-se 5 campos microscopicos aleatérios (400x) e identificando-se a
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area de fibrose, sendo os resultados expressos pela porcentagem do tecido

positivo para fibrose.

4.11 Andalise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como médias. A significancia das diferengas
observadas € avaliada através do teste estatistico de Mann-Whitney, entre o grupo
teste e seu grupo controle. Valores de p abaixo de 0,05 sdo considerados

significante (assinalados por *).
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5. RESULTADOS

51 Parasitemia e Mortalidade

Dados parasitémicos e a taxa de mortalidade foram analisados durante a fase
aguda da infecgdo para verificar como se comportam as duas diferentes linhagens
de animais infectados durante este periodo. Como verificados na Figura 3, embora
os animais C57BI/6 infectados com a cepa Tulahuen apresentem um crescimento
dos niveis parasitémicos no mesmo periodo que os animais Balb/c infectados com
a cepa Colombiana do T. cruzi, os mesmos mostram reducdo na capacidade de
controlar a replicagdo parasitaria quando comparado aos animais C57BI/6. Isto
pode ser verificado através do pico parasitémico mais elevado e da “eliminagéo”
mais tardia dos parasitas circulantes, até a passagem para a fase sub-patente da
infeccdo (Figura 3a). Este fato pode estar relacionado a uma maior mortalidade
verificada nos animais C57BI/6, entre o 51° dia ao 57° pés-infecgdo, quando

comparados aos animais Balb/c (Figura 3b).
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Figura 3 — Parasitemia (a) e mortalidade (b) dos animais Balb/c e C56BIl/6
infectados com a cepa Colombiana e Tulahuen do T. cruzi respectivamente.

Dados obtidos durante a fase aguda da infecgdo. n = 5.
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A parasitemia foi também realizada semanalmente durante o tratamento com
Ciclofosfamida (j4 na fase crénica da infec¢do) e, esporadicamente, apdés o
mesmo, até o sacrificio dos animais. A analise parasitémica do sangue nao
apresentou alteragbes com o tratamento, permanecendo ambos 0S grupos
infectados (tratados ou ndo) com parasitemias subpatentes, ou até mesmo,
negativas (Figura 4). Este resultado foi o mesmo tanto para as linhagens Balb/c,

quanto para os animais C57BI/6.

—— Balb/c
— - — Balb/c Tratado
Meédia/50c —a— C57BI/6
- --@--- C57BV/6 Tratado
50
40
30
20
10 -
0 - —~—u 0 —f—a-—=9
‘ ; ‘ ‘ Semanas apés o
1 2 3 4 5[ 6 | 10| 17 22 inicio do
l tratamento
Durante o Apds o Tratamento
tratamento

Figura 4 — Médias parasitémicas durante e apés o tratamento. Animais Balb/c
e C57BI/6 infectados com as cepas Colombiana e Tulahuen do T. cruzi

respectivamente, tratados ou ndo com Ciclofosfamida (n=5).
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A mortalidade dos animais também néo foi afetada significativamente com o
tratamento com Ciclofosfamida. De fato, como mostra a Figura 5, os grupos de
animais infectados e tratados apresentaram taxas de mortalidade semelhantes

aos animais que receberam apenas PBS.

O Balb/c Inf.
® Balb/c Inf. Trat.
Sobrevida 0 C57BI6 Inf.
® C57BU6 Inf. Trat.
100% -
80%
60%
40%
20%
0% - I [ [ Semanas apos o
T | 2 S| & | & 6 | 10| 17 | 22 | inicio do
tratamento
Durante o | Apés o Tratamento
tratamento

Figura 5.- Taxa de sobrevida dos animais infectados a partir do inicio do
tratamento (dia 0) até o ultimo dia de acompanhamento do grupo, 4 meses
apés o término do tratamento. Inf. = animais infectados com T. cruzi; Trat. =

animais tratados com Ciclofosfamida (n215).
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5.2 Celularidade dos Orgédos Linféides

Os resultados da contagem das células mononucleares do bago sdo mostrados na
Figura 6. Como pode-se observar, o tratamento com Ciclofosfamida aumentou a
celularidade do bago dos animais Balb/c (mas ndo dos animais C57BI/6) quando
analisado 1-2 semanas pos tratamento. Entretanto, a celularidade do bago dos
animais tratados volta ao mesmo patamar dos animais apenas infectados, apds 4

meses.
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do Tratamento
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C57BI/6 Balb/c

Figura 6 — Contagem das células mononucleares do bago. Camundongos
Balb/c infectados com a cepa Colombiana e de camundongos C57BI/6 infectados

com a cepa Tulahuen do T. cruzi . *p<0,05 (n 2 3) Mann-Whitney.
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5.3 Analise Fenotipica das Células T

A analise fenotipica dos linfocitos T foi realizada tanto nas células do bago quanto

nas células que infiltraram o musculo esquelético.

5.3.1 Bago

No bago foram analisadas as proporgdes celulares que sdo indicativas para
ativacdo e memoria imunolégica, segundo a baixa expressdo, auséncia ou alta
intensidade dos marcadores CD45RB™", CD62L"¢ e CD44°". Nestas populagdes
celulares foram ainda evidenciados os marcadores de linfécitos T CD4 e CD8 e,
adicionalmente, a frequéncia de linfocitos nTregs (aqui consideradas as células
CD4+CD25+CD103+). Nos camundongos C57BI/6 foram analisadas também as
proporgdes de linfécitos NKT (aff+NK1.1+), por se tratar de uma linhagem que
apresenta o marcador NK1.1 (KOO & PEPPARD, 1984) sobre algumas das

populagdes de linfocitos T e de células NK (“natural killer”).

5.3.1.1 - Ativagdo e Memoria

A analise fenotipica para marcadores de ativacdo e meméria mostrou variagao
com o tempo que sucedeu o término do tratamento. Como verificado na Figura 7 e
8, ha uma diminuigdo significativa, na linhagem C57BI/6, do nimero absoluto das

populagdes CD45RB***° e CD62L"9 (respectivamente Figura 7C e Figura 8C),
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logo apods o tratamento, principalmente para a populagdo de células T CD8.
Contudo, com o cessar do tratamento, e decorridos 4 meses, os camundongos
tratados retomam as mesmas propor¢des encontradas no animal infectado apenas
(Figuras 7A,C e 8A,C). Estes resultados foram observados no que se refere a
infeccdo com a cepa Tulahuen em camundongos C57BI6 Colombiana, sendo que
nos animais Balb/c as populacdes absolutas ndo se alteram, embora os nimeros

relativos indiguem uma tendéncia a redugdo com o tratamento apds 1-2 semanas.
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Figura 7. Nameros relativos e absolutos dos esplendcitos CD4+ ou CD8+ que

expressam baixos niveis de CD45RB. (A) e (B) numeros relativos; (C) e (D),

numero absoluto de células. Animais C57BI/6 infectados com a cepa Tulahuen (A,

C) e animais Balb/c infectados com a cepa Colombiana (B, D) do T. cruzi. O

Camundongos infectados; B Camundongos infectados e tratados. Analises feitas

com 1-2 semanas ou 4 meses apo6s o término do tratamento com Ciclofosfamida
(*Mann-Whitney p<0,05; n = 3).
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sdo negativos para o CD62L. (A) e (B) numeros relativos; (C) e (D), niumero

absoluto de células. Animais C57BI/6 infectados com a cepa Tulahuen (A, C) e

animais Balb/c infectados com a cepa Colombiana (B, D) do 7. cruzi O

Camundongos infectados; B Camundongos infectados e tratados. Analises feitas

com 1-2 semanas ou 4 meses apos o término do tratamento com Ciclofosfamida

(*Mann-Whitney p<0,05; n = 3).
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Também para as populacdes de células T que expressam o marcador CD44%®, o
tratamento determinou uma diminuicdo dos nimeros relativos e absolutos, nos
animais C57BI/6 (Figura 9A,C). Tal diferenga sé pode ser observada 1-2 semanas
apos o tratamento, visto que com 4 meses o nimero de células T com CD442"°
dos animais tratados volta a se igualar aquela dos animais apenas infectados.
Novamente as células T CD8 mostram ser mais afetadas pela administracéo de
Ciclofosfamida na dose utilizada. De fato, a linhagem C57BI/6 tendeu a apresentar
os mesmos resultados observados para CD45RB™" e CD62L™9 (Figuras 7 e 8). A
linhagem Balb/c, no entanto, apresentou apenas um pequeno aumento da

populagédo CD8+CD44alto, 1-2 semanas apés o tratamento (Figura 9D).
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Figura 9. Nameros relativos e absolutos dos esplenécitos CD4+ ou CD8+ que
apresentam altos niveis de CD44 na superficie celular. (A) e (B) numeros
relativos; (C) e (D), nUmero absoluto de células. Animais C57Bl/6 infectados com a

cepa Tulahuen (A, C) e animais Balb/c infectados com a cepa Colombiana (B, D)
do T. cruzi. O Camundongos infectados; M Camundongos infectados e tratados.

Analises feitas com 1-2 semanas ou 4 meses apos o término do tratamento com
Ciclofosfamida (*Mann-Whitney p<0,05; n 2 3).
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5.3.1.2 - Células Regulatdrias e Células NKT

Para quantificar as células nTregs (células regulatérias naturais) foram utilizados
simultaneamente a coloragdo para os marcadores CD4, CD25 e CD103. Foram
analisados a freqliéncia e os numeros absolutos de células positivas para
CD25+CD103+ dentro da populagdo duplo-positiva CD4+CD25+, conforme
descrito em materiais € métodos (Figura 2.2). Este procedimento leva ao
enriquecimento de células CD103 positivas somente na populagdo duplamente
marcada com CD4+ e CD25+ conjuntamente, j4 desde a aquisicdo de células

marcadas positivamente.

Verifica-se na Figura 10 que o tratamento induziu um aumento dos numeros
absolutos e relativos tanto de células triplamente marcadas (CD4+CD25+CD103+)
como na populagdo de CD4+CD25+. E interessante notar que a freqiéncia de
células TCD4+CD25+CD103+ é reduzida com o envelhecimento do animal no
modelo de infeccdo crénica (Figura 10), isto é, mediante provavel e constante
estimulagdo antigénica, em ambas as linhagens. Concomitante a isso ha uma
importante involugdo timica em animais maduros ou velhos, o que provavelmente
modifica os niveis de ativagdo dos linfocitos periféricos, pela menor saida de

celulas naive timicas.
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Figura 10- Nuimeros relativos e absolutos dos esplendcitos CD4+ que sao
CD25+ e dos que sao CD25+CD103+. (A) e (B) numeros relativos; (C) e (D),

numero absoluto de células. Animais C57BI/6 infectados com a cepa Tulahuen (A,

C) e animais Balb/c infectados com a cepa Colombiana (B, D) do T. cruzi. O

Camundongos infectados; B Camundongos infectados e tratados. Analises feitas

com 1-2 semanas ou 4 meses apos o término do tratamento com Ciclofosfamida
(*Mann-Whitney p<0,05; n = 3).
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Diferentemente das células T CD4CD25+ que apresentaram discreto aumento
com o tratamento (Figura 10), as células ap+NKT1.1 apresentaram um enorme
aumento com o tratamento. Essa alteragdo se manteve mesmo passados os 4
meses do término do tratamento, embora em proporgcdes menores que a

encontrada anteriormente (Figura 11).
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Figura 11. Nameros relativos (A) e absoluto (B) dos esplendcitos TCRap+

que apresentam o marcador de superficie NK 1.1. J Camundongos infectados;

B Camundongos infectados e tratados. Animais C57BI/6 infectados com a cepa do

T. cruzi. Andlises feitas com 1-2 semanas ou 4 meses apdés o término do

tratamento com Ciclofosfamida (*Mann-Whitney p<0,05; n 2 3).



62

5.3.2 Musculo Esquelético

Do mesmo modo que acontece no bago, a analise dos linfécitos que infiltram o
musculo esquelético o tratamento induz consideravel aumento da proporcdo de
células CD4 que expressam os marcadores CD25 e ambos os marcadores CD25
e CD103 (Figura 12), indicando que tais células estdo migrando para o sitio de
inflamagao, proporcionalmente a seu numero relativo nos orgaos linféides
secundarios. O aumento indicado foi de até 100% em animais C57BI/6 tratados,

em relagdo ao seu controle infectado, 1-2 semanas apos o tratamento.
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Figura 12- Nuameros relativos e dos linfécitos MnIME CD4 que séo
CD25+CD103+. O Camundongos infectados; B Camundongos infectados e

tratados. Animais C57BI/6 infectados com a cepa Tulahuen e animais Balb/c
infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi. Andlises feitas com 1-2 semanas

ou 4 meses apods o término do tratamento com Ciclofosfamida.
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Diferentemente do que ocorre com a CD4+CD25+, as células NKT ndo seguem a
propor¢éo encontrada no baco. De fato, como mostrado na Figura 13, o
tratamento ndo consegue induzir uma alteragdao importante desta populagédo no

infiltrado do musculo esquelético.

I Néo Tratado
M Tratado
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- N O;,
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% Células abTCR+NK1.1+
(gated abTCR+)
o

1-2 semanas 4 meses
Tempo pos término do tratamento

Figura 13- Nimeros relativos dos linfocitos MnIME af que sdao NK 1.1+,
infiltrando o musculo esquelético, 7 a 15 dias e 4 meses apds o término do
tratamento com Ciclofosfamida (30mg/kg). Animais C57bl/6 infectados com a

cepa Tulahuen do T. cruzi.
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5.4  Anélise dos Perfis de Citocinas

Foram realizadas dosagens de diferentes citocinas, tanto no sobrenadante de
esplendcitos, quanto no soro dos diferentes grupos experimentais. Os resultados

encontrados estdo descritos abaixo.

5.4.1 Dosagem de Citocinas no Sobrenadante de Cultura de Esplenécitos

Citocinas como IL-10 ou citocinas pré-inflamatérias como IFNy, IL-12, iL-23, e IL-
17 foram dosadas no sobrenadante de cultura de esplendcitos dos diferentes

grupos experimentais.

Como verificado na Figura 14, apos o tratamento com Ciclofosfamida houve uma
diminuigdo dos niveis de IFNy, sendo esta mais expressiva na linhagem C57BI/6
infectado com a cepa Tulahuen do T. cruzi. Essa diminuigéo, verificada ja 7-15
dias apods término do tratamento, se manteve constante apés 4 meses do

tratamento.
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Figura 14- Niveis de IFNy encontrados no sobrenadante de cultura de
esplendcitos. Cultura de 48h com 5 x10° células/ml, estimulos com IL-2 e

antigeno do T. cruzi. (*Mann-Whitney p<0,05; n = 3).

Com relagdao a citocina antiinflamatéria IL-10, houve um pequeno, porém
significativo aumento na sua produgdo por parte dos esplendcitos. Esta foi
verificada 7-15 dias apés o término do tratamento e também se manteve mesmo

apos 4 meses (Figura 15).
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Figura 15- Niveis de IL-10 encontrados no sobrenadante de cultura de
esplenécitos. Cultura de 48h com 5 x10° células/ml, estimulos com IL-2 e

antigeno do T. cruzi. (*Mann-Whitney p<0,05; n = 3).

Quanto as citocinas pré-inflamatérias, IL-12 e IL-23, estas ndo foram encontradas
no sobrenadante (resultados ndo mostrados). Por outro lado, no grupo
experimental Balb/c infectado com a cepa Colombiana, foi encontrado IL-17, a
qual apresentou-se aumentado apéds o tratamento com Ciclofosfamida. Esse
aumento, encontrado 7-15 dias apés o tratamento ndo se manteve, voltando aos

valores do grupo infectado passados 4 meses (Figura 16).
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Figura 16 —Niveis de IL-17 encontrados no sobrenadante de cultura de
esplendcitos de animais Balb/c infectados com a cepa Colombiana do T.
cruzi. Cultura de 48h com 5 x10° células/ml, estimulos com IL-2 e antigeno do T.

cruzi. (*Mann-Whitney p<0,05; n = 3).

5.4.2 Avaliagdo das Citocinas Detectadas no Soro de Animais Infectados e

Tratados ou Ndo com Ciclofosfamida.

A dosagem de diversas citocinas foi realizada também em amostras de soro dos
animais infectados, submetidos ao tratamento com Ciclofosfamida ou ndo. Foram
realizadas dosagens para IL-12, TNF e IL-17. A partir das citocinas citadas, foi
dificil a deteccdo no soro, provavelmente por estarem ausentes ou em niveis

abaixo do limite de deteccgdo pelo ELISA.
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Claramente, as quantidades de IL-12 estdo diminuidas no soro de animais Balb/c
infectados e tratados com Ciclofosfamida, apds 1-2 semanas do término do
mesmo (Figura 17). Este padrdo de alteragdo se correlaciona com o do IFNy no
sobrenadante de cultura de esplenécitos, que também diminui nas primeiras
semanas pos-tratamento (Figura 14). Entretanto, passados 4 meses, as

quantidades de IL-12 no soro se igualam a dos animais apenas infectados (Figura

17).
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Figura 17 — Niveis de IL-12 no soro de camundongos Balb/c apés 7-15 dias e
4 meses pés-termino do tratamento. Animais Balb/c infectados com a cepa

Colombiana do T. cruzi. (*Mann-Whitney p<0,05; n = 3).
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5.4.3 Resumo dos Perfis de Citocinas

Um resumo simplificado das alteragées observadas nos perfis de citocinas, tanto

de cultura de esplendécitos quanto no soro dos animais, esta mostrado na Tabela

%

Tabela 1- Resumo dos perfis de citocinas analisados no presente trabalho,

comparando-se animais Balb/c e C57BlI/6 infectados e tratados

(Ciclofosfamida) com os animais apenas infectados.

Cultura de esplendcitos

Nota: Cultura de esplendcitos realizada com estimulos de antigeno de T. cruzi
(100pg/ml) e IL-2 (200ng/ml). Dosagem realizada através de ELISA por 2 ou 3
vezes, de maneira independente. Simbolos utilizados: (T) aumenta com o
tratamento; (1) diminui com o tratamento; (-) citocina ausente ou abaixo dos niveis

de deteccédo da curva; (ND) ensaio nédo realizado.
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5.5  Analise Histopatoldgica

O musculo cardiaco e esquelético foi retirado dos animais, fixado em formol
Milloning 10% (tamponado em pH 7.4), processado e corado com Hematoxilina e
Eosina (nos casos com 7-15 dias e 4 meses pos-tratamento), para quantificagéo
do infiltrado inflamatdrio, e picrossirius (nos casos com 4 meses poés-tratamento),

para avaliagao da fibrose.

A analise histopatolégica mostrou que a infecgao crénica pelo T. cruzi determina
uma miocardite de diferentes intensidades, variando de leve a intensa, composta
quase absolutamente de mononucleares. O tipo de infiltrado varia de focal a
difuso, em ambos os casos associados as areas de necrose com cardiomiocitos
destruidos. O infiltrado e, consequentemente a necrose tissular, sdo mais
intensos, normalmente, nos atrios, seguido pelo ventriculo direito. Quase sempre
os infiltrados n&o estédo associados a presenca do parasita, a0 menos sob analise
ao microscopio Optico de cortes corados com HE. De fato, no grupo de animais
infectados foram encontrados apenas 2 casos positivos de 27 analisados,
enquanto que no grupo tratado apenas 3 casos de 26 apresentavam vestigios de

parasita (Figura 18).



Figura 18 — Tecido cardiaco de camundongos Balb/c apdés 1-2 semanas do

fim do tratamento com Ciclofosfamida (30mg/kg). a- animal intacto (400x); b-
animal normal tratado (400x); c- campo representativo do grupo infectado apenas

(400x); d- campo representativo do grupo infectado e tratado (400x); e- foco de
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destruicao tecidual e possiveis restos de parasitas presentes (1000x);, f-
cardiomiécito infectado sendo destruido por células mononucleares inflamatérias
(1000x). Setas indicam formas amastigotas intracelulares do T. cruzi. Coloragéo

HE.

A analise morfométrica para infiltrado inflamatério em animais Balb/c infectados
mostra que, embora o tratamento com Ciclofosfamida, na dose utilizada ndo induz
a um aumento significativo do infiltrado, este mostra uma tendéncia a intensificar
entre a primeira e segunda semana, tanto no coragdo (Figura 19a-b) quanto no
musculo esquelético (Figura 19c). A auséncia de uma significancia estatistica
pode estar relacionada a uma alta variagdo no grau de infiltrado, dentro do grupo
tratado. A analise histopatolégica do miocardio apdés 4 meses mostra que esta

tendéncia ndo se mantém com o passar do tempo (Figura 19 a-b).
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Figura 19 — Quantificagdo do infiltrado inflamatério em fragmentos de tecido

muscular de animais Balb/c infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi.

Analise do tecido cardiaco realizada nos casos com 7-15 dias (a) ou com 4 meses

(b) pos-termino do tratamento com Ciclofosfamida. (Mann-Whitney p>0,05; n 2 3).

No detalhe (c), quantificagdo do infiltrado inflamatério no musculo esquelético de

animais Balb/c infectados com a cepa Colombiana do 7. cruzi: andlise realizada no

musculo esquelético entre 7 a 15 dias pos-termino do tratamento com

Ciclofosfamida.

independentes).

(Mann-Whitney p>0,05; n =7, representativo de 2 experimentos
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A analise histopatolégica da fibrose em cortes histolégicos de miocardio dos
animais Balb/c e C57BI/6 corados com picrossirius mostrou que a infecgéo cronica
pelo T. cruzi determina a deposicdo de coldgeno nas areas necrosadas, em
substituicdo as fibras musculares destruidas. Tal fibrose pode ser intersticial ou

perivascular, variando, em ambos os grupos, de leve a intenso (Figura 20).
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Figura 20 - Coloragdo com picrossirius realizado no miocardio de

camundongos Balb/c passados 4 meses pdés término do tratamento com
Ciclofosfamida. a, b, d - ventrIcqu}direito; C - atrio direito. (a) animal intacto; (b)
animal normal tratado; (c) animal infectado pelo T. cruzi; (d) animal infectado e

tratado. Aumento = 200x.
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A analise morfomeétrica, para verificar se o tratamento influencia de modo direto ou
indireto na deposi¢dao de colageno, nao mostrou alteragdo significante entre os
grupos. De fato, como mostra na Figura 21, a area positiva para deposi¢do de
colageno nos animais infectados é bastante semelhante aquela dos animais

infectados e tratados.
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Figura 21 - Quantificacao da fibrose em miocardio de animais C57BI/6 e
Balb/c infectados com a cepa Colombiana e Tulahuen do T. cruzi. Analise
realizada nos casos com 4 meses pos termino do tratamento com Ciclofosfamida.

(Mann-Whitney p>0,05; n 2 3).
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6. DISCUSSAO

O principal efeito patogénico na Doenca de Chagas reside na miocardite intensa
que leva a faléncia cardiaca progressiva em cerca de 30% dos portadores
cronicos do T. cruzi, em seres humanos (revisdo em WHO 2002). Embora o
modelo murino ndo represente claramente o que se descreve como fase
indeterminada da doenga, a qual caracteriza-se pela presenca de discretos focos
de infiltrado inflamatério no miocardio (sendo que as fungbes cardiacas estdo
inalteradas), este tem sido um bom modelo para o estudo da miocardite crénica
(ANDRADE, 1990; revisdo em ANDRADE, 2000). De fato, verificamos que, a
despeito da enorme variagdo que ocorre dentro do grupo experimental, (mesmo
utilizando-se linhagens isogénicas para o estudo), a infecgdo cronica de animais
Balb/c pela cepa Colombiana, e de C57Bl/6 pela cepa Tulahuen determina a
disposicdo de um infiltrado inflamatério no miocardio, variando esta de leve a
intenso. Como demonstrado no presente estudo, tal infiltrado determina a necrose
de cardiomidcitos visivelmente infectados ou, mais comumente, de cardiomidcitos
que nao apresentam evidéncias visiveis de parasitismo ao microscoépio optico
(Figura 18). A necrose provocada pelo infiltrado induz ao estabelecimento de
fibrose, com depositos de fibronectina, laminina e pré-colagenos tipo 1l e IV. Em
camundongos, esta fibrose sé regride com o tratamento quimioterapico especifico
contra o T. cruzi, como observado por ANDRADE et al (1991). Também
verificamos a presenca de fibrose no miocardio dos animais cronicamente

infectados, a qual teve intensidade variada dependendo do caso (Figura 20).
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A Ciclofosfamida, quando utilizada em altas doses (200-350 mg/kg), possui uma
atividade imunossupressora bem estabelecida (SHAND, 1978). Esta propriedade
tem sido explorada pela clinica que utiliza tal dosagem para o tratamento de
doencas auto-imunes, bem como em transplantes, para evitar a rejeicdo do érgao
pelo hospedeiro (revisdo em SHAND, 1979). E certo que tal caracteristica pode
ser bastante prejudicial em casos de infec¢do ativa, onde a imunossupressédo

favorece o estabelecimento e proliferagdo de microorganismos patogénicos.

No que se referem aos modelos experimentais para o estudo de diabetes tipo |,
animais NOD (do inglés, non-obese diabetes) vém sendo amplamente estudados.
Embora os animais NOD, a partir da quinta semana em diante de vida, venham a
apresentar insulite em praticamente todos os casos, apenas uma pequena
porcentagem destes animais evolui para o diabetes. A administracdo de
Ciclofosfamida induz uma diminuicdo inicial da insulite seguida de uma rapida
ressurgéncia do infiltrado, composto de linfécitos T, com consequente destruicdo
das ilhotas de células-beta. A deplegao, pela Ciclofosfamida, de células envolvidas
nos mecanismos que mantém a insulite sob controle, tem sido relatada como o
motivo que leva ao aparecimento do diabetes neste modelo experimental
(CHARLTON et al, 1989). De certa forma, tais mecanismos sido parcialmente
reestruturados pelo G-CSF (um fator hematopoiético da linhagem mieléide), visto
que o tratamento com esta citocina apos administragao de Ciclofosfamida é capaz
de inibir a indugéo da diabetes por esta droga, além de prevenir a perda de células
regulatorias CD4+CD25+ (HADAYA et al, 2005). Curiosamente a imunoregulacéo

da insulite ndo ocorre diretamente pela 1L-10 visto que animais deficientes desta
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citocina apresentam taxas semelhantes de diabetes, mesmo apos tratamento com
Ciclofosfamida (RAJAGOPALAN et al, 2006). Entretanto, diversas citocinas pro-
inflamatorias relacionadas a exacerbagéo da insulite e consequente apoptose das
células beta, entre elas o IFNy (ABLAMUNITS et al, 1999), TNFa, TNFB, IL-5

apresentaram niveis aumentados nos sitios inflamatérios (KORAVIK et al, 1997).

A imunossupressao que pode estar presente no tratamento in vivo com drogas
parece, entretanto, estar ausente quando se utiliza doses mais baixas de
Ciclofosfamida (abaixo de 50mg/kg). Na infeccdo crbnica pelo T. cruzi, como
observado aqui com duas cepas diferentes (Colombiana e Tulahuen), o tratamento
prolongado com Ciclofosfamida ndo determinou aumento no nimero de parasitas
circulantes no sangue periférico (Figura 4a), nem tdo pouco no tecido cardiaco.
Apesar disso, a inflamagdo no miocardio destes animais tendeu a aumentar
(embora n&o tenha sido estatisticamente significante), quando comparado aos
animais nao tratados (Figura 19a). Esses dados corroboram estudos prévios que
mostraram um aumento na intensidade da inflamagdo do miocardio apés o
tratamento com Ciclofosfamida (50mg/kg), em cées cronicamente infectados pelo
T. cruzi, sem contudo alterar os niveis de parasitas no hospedeiro (ANDRADE et

al, 1987).

Aléem do mais, em certos modelos livres de patdgenos, como por exemplo, na
imunizagdo de camundongos com baixas doses de hemacias de carneiro, o

tratamento com Ciclofosfamida em doses de 20 mg/kg induz a um aumento na
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reacdo de hipersensibilidade tardia, sem contudo afetar a produgao de anticorpos
(ASKENASE et al, 1975). Estes fatos indicam haver uma propriedade imuno-
moduladora da Ciclofosfamida quando utilizada em nestas doses mais baixas.
Muitos autores, durante a década de 70-80, apontaram para uma atividade
inibitéria/citotéxica especifica desta dosagem sobre os linfécitos denominados
entdo supressores (ASKENASE et al, 1975; SCHWARTZ et al, 1978; ANDRADE
et al, 1987). Atualmente estes vém sendo designados como linfocitos T
regulatérios, constituindo a deplegdao dos mesmos a explicagao mais provavel para
a exacerbagdo da inflamacao aqui observada (PESSINA et al, 2005). Em outras
palavras, uma possibilidade seria a de que os linfécitos regulatérios seriam
fisiologicamente mais susceptiveis a agdo da Ciclofosfamida que os linfécitos
inflamatorios. Esta diminuigédo seletiva de linfocitos regulatérios implicaria entdo
em uma deficiéncia no controle da inflamagdo, com exacerbagdo da mesma por

células inflamatorias.

Entretanto, nenhuma evidéncia direta que comprovasse a hipotese de
citotoxicidade especifica havia sido demonstrada nos anos que sucederam tais
investigacdes, em parte devido a auséncia de um marcador que claramente
identificasse os denominados linfocitos supressores. Embora ainda hoje ndo tenha
sido encontrado um marcador que seja Unico de tais células, varias moléculas tém
sido relacionadas a populagbes altamente enriquecidas de linfocitos T com
atividade regulatéria. Dentre elas, marcadores como CD25, CD103, GITR e mais
recentemente o fator de transcricdo FoxP3 tém sido fortemente associados a

populagcées com altas capacidades regulatorias (SAKAGUCHI et al, 1995;
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LEHMANN et al, 2002; McHUGH et al, 2002; HOR! et al, 2003), denominadas
atualmente como células regulatdrias naturais (nTregs). Isto tem mobilizado
diversos estudos acerca da imunorregulagdo, tendo como foco principal os

linfocitos T (revisdo em FEHERVARI & SAKAGUCHI , 2004).

Utilizando esta nova ferramenta, LUTSIAK et al (2005), tratando animais C57BI/6
normais com Ciclofosfamida a 2mg/kg (dose esta bem abaixo da utilizada em
nossos estudos), verificou que esta era capaz de reduzir a populagdo de células
CD4+CD25+, através da inducdo de apoptose em tais células, mas nido em
células CD4+CD25-. Os autores verificam que tal redugdo atinge o maximo 4 dias
apo6s a administragao da droga, sendo que com 7 dias o nimero de células nTreg
volta ao normal. Assim, os autores demonstraram ndo sé que as nTregs sdo mais
sensiveis aos efeitos da Ciclofosfamida, como também possuem uma alta
capacidade de renovacédo/reposi¢do. Entretanto o estudo é conduzido com uma

unica dose de 2mg/kg sobre um organismo em homeostasia imunolégica.

Semelhantemente ao trabalho anteriormente citado (LUTSIAK et al, 2005), o
tratamento com Ciclofosfamida, induziu uma diminuigdo da populagdo
CD4+CD25+CD103+ em nosso sistema experimental, apés 2 dias do tratamento
(resultados descritos no Anexo 1a-b, PESSINA & CARDILLO, 2006). Como
observado, o tratamento reduz nédo s6 a populagcdo CD4+CD25+, mas também a
proporgdo destas células que expressam o marcador CD103, que cai de 17% para

10,7% com o tratamento (Anexo 1b). Uma outra possibilidade é que tratamento
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prolongado com Ciclofosfamida aqui descrito possa também estar induzindo o

estabelecimento de populagdes CD4+CD25+ resistentes a esta droga.

O aumento da inflamacéo ocorrida apds 1-2 semanas do tratamento pode ser o
fator responsavel pela indugdo do aumento da populagcdo CD4+CD25+ aqui
encontrado (Figuras 10 e 12), através de uma tentativa geral do sistema em
compensar a intensificagdo do dano tecidual. A presenga do CD103 nestas células
(CD4+CD25+) indicam serem estas uma populagdo com alta capacidade
regulatéria (LEHMANN et al, 2002). Seu aumento, correlacionado a uma
diminuicao relativa dos marcadores de memoria e ativagédo (Figuras 7, 8 e 9)
parece ser uma tentativa de controle da inflamacgao, a qual mostra indicios de ter

sido exacerbada com o tratamento (Figura 19).

A diminuigdo da produgdo de IFNy com o tratamento, bem como o aumento na
produgédo de IL-10, por esplenécitos em cultura (sob estimulo de IL-2 e antigeno
do T. cruzi) mostra que o aumento relativo na populagdo das Tregs se traduz
também em um possivel aumento funcional de sua capacidade regulatéria. De
fato, a IL-10 mostrou ser fundamental em certos modelos experimentais de
doencga auto imune, como a IBD (“inflammatory bowel disease”), para a agéo in
vivo das ceélulas nTregs (ANNACKER et al, 2001). Esta citocina anti-inflamatoria,
além de diminuir a expressdo de moléculas co-estimulatérias como B7-1 e
secregdo de IL-12 (ou seja, diminuindo conseqientemente a

ativagéo/diferenciacéo de linfécitos Th1), inibe a fungdo microbicida e a produgao
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de NO por parte dos macréfagos (GAZZINELLI et al, 1992; revisdo em KAYE,
1995). Deste modo, sua produgdo aumentada poderia estar diminuindo o dano
tecidual decorrente da acéo de radicais reativos de oxigénio nos focos de infiltrado
inflamatério. O mesmo pode ser corroborado pela diminuicdo dos niveis de IL-12
no soro dos animais tratados, o que foi verificado apds 1-2 semanas apods o
tratamento (Figura 17). O IFNy, conhecida citocina pro-inflamatéria, esta
relacionada fortemente com a indugdo da iINOS em macréfagos, e
consequentemente, produgdo de NO (éxido nitrico) nos sitios inflamatérios. A
produgdo diminuida de IFNy certamente correlaciona-se com o aumento da {L-10,
visto que esta ultima parece possuir um efeito supressor da producdo de IFNy. Por
outro lado, quatro meses apds o término do tratamento, € possivel verificar um
retorno no numero de ceélulas Tregs no bago dos animais tratados para niveis
semelhantes a dos animais apenas infectados, o que coincide com o retorno nos
niveis de ativagao das células CD4+ e CD8+ (Figuras 7, 8 e 9), bem como da
produgado de iL-12 no soro (Figura 17), para um patamar semelhante aquele dos

animais apenas infectados.

E importante notar também que foi encontrado um aumento de IL-17 no
sobrenadante de cultura de esplenécitos de animais tratados com Ciclofosfamida
(Figura 16). Esta potente citocina pro-inflamatoéria € produzida predominantemente
por células de memoria, TCD4+CD45RO+ em humanos (FOSSIEZ et al, 1996), as
quais apresentam um perfil de citocinas diferentes da Th1 ou Th2, denominado

atualmente como Th17 (HARRINGTON et al, 2005). Sua expressao depende de
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ativacao via TCR (LIU et al, 2005) e é estimulada tanto por IL-2 quanto, sobretudo,
por IL-23 (HOEVE et al, 2006). Esta ultima citocina, juntamente com a IL-17, tem
sido fortemente associada a doengas auto-imunes como artrite reumatdide
(CHABAUD et al, 1999; revisdao em LUBBERTS et al, 2005), lupus eritematoso
sistétmico (WONG et al, 2000), encefalomielite autoimune experimental
(HOFSTETTER et al, 2005; revisdéo em McGEACHY, 2005) e sindrome do
intestino irritavel (revisao em McKENZIE et al, 2006). Contudo, em nossos
ensaios, nao foi possivel verificar a presenc¢a da IL-23 na cultura de esplendcitos.
Ainda assim nao se pode descartar um papel para esta citocina na patogénese
observada na infecgdo crénica pelo T. cruzi, tendo em vista que os estimulos
utilizados foram o IL-2 e antigenos de T. cruzi, e que, para que tal citocina seja
detectada em ensaios in vitro, possivelmente necessite de estimulos apropriados,

como por exemplo, o LPS (MA et al, 2004).

Quanto aos marcadores de memoéria e ativagédo € importante verificar que, apesar
do aumento na celularidade do bago e de uma tendéncia ao aumento do infiltrado
inflamatério, ha uma diminuicdo dos numeros relativos e absolutos de células
expressando marcadores de meméria e ativacdo em animais C57BI/6 (Figuras 7 a
9). Tais marcadores geralmente sdo modulados durante a ativagdo de uma célula
“naive” de modo que a expressao de CD62L. e CD45RB é diminuida, enquanto a
expressao de CD44 é aumentada. Tais células classicamente respondem muito
mais rapidamente a um desafio antigénico, além de responderem mais
eficientemente, liberando quantidades mais elevadas de citocinas (revisdo em

SPRENT, 1993).
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A diminuigao aqui relatada é verificada no periodo logo apés o tratamento, porem
nao se mantém com o passar do tempo. Na verdade, suas propor¢des retornam a
valores semelhantes aos animais infectados apenas, ao mesmo tempo em que a
celularidade do baco também se equipara a destes animais (Figuras 7 a 9). E
curioso observar que a diminuigdo relativa nas populagdes de linfocitos T de
memoria esteja associada a um aumento na celularidade do baco, que se trata de
um indicio de linfoproliferagao. Esse aumento pode ser decorrente de uma
expansao policlonal de linfécitos B, que poderia ser devido a um possivel aumento

da oferta de IL-4 por parte das células NKT que aqui se apresentaram em numero

elevado (Figura 11).

E interessante observar que o aumento de células CD4+CD25+CD103+ no baco
(Figura 10) se traduziu num aumento maior destas células no infiltrado do musculo
esquelético (Figura 12), indicando que estas, a despeito de sua atividade
supressora sobre a ativagdo nos 6rgaos linféides periféricos, estdo migrando para
os sitios de inflamagao. Apesar disso, a existéncia de um infiltrado aumentado
(Figura 19c), juntamente com um aumento de células nTregs neste infiltrado
sugerem que, ou o infitrado ndo é do tipo inflamatério, ou o aumento de tais
células ndo é o suficiente para contrapor os possiveis efeitos pré-inflamatérios da
Ciclofosfamida na dose utilizada. Para se ter uma visdo mais apurada acerca do
verdadeiro motivo deste contraste, sdo necessarios estudos aprofundados sobre
as Tregs no modelo experimental de infecgdo cronica pelo 7. cruzi, visto que

estudos desta natureza sdo bastante escassos. Dando seguimento a estes
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estudos, a cinética apos diferentes dias do tratamento com Ciclofosfamida esta em

andamento em nosso laboratorio.

Uma outra populagdo encontrada aumentada no bago dos animais infectados
tratados foi a dos linfocitos NKT (Figura 13). Tais células sao distintas dos
linfécitos T convencionais e expressam moléculas caracteristicas tanto de células
T convencionais (TCR afj+) quanto de células NK (NK1.1). Em contraste com as
células T convencionais, estas sdo estimuladas por glicolipidios, os quais sdo
apresentados associado a molécula CD1d (MHC tipo | ndo classico- revisdo em
GODFREY et al, 2000). Estudos tém demonstrado que, durante a fase crénica da
infeccao pelo T. cruzi, tais células parecem contribuir para a exacerbagdo da
inflamacao tecidual (DUTHIE et al, 2002). Funcionalmente, esta célula tem sido
relatada como grande produtora de IL-4 e IFNy. No presente trabalho, foi
verificado que a producgdo de IFNy no sobrenadante de cultura de esplendcitos
esta diminuida (Figura 14), a populagdo NK T pode estar produzindo
seletivamente |L-4, a qual seria uma fonte de estimulagdo primaria para
diferenciacdo em Th2 a nivel periférico (BENDELAC, 1992). Interessantemente,
tais células estdo aumentadas no baco e ndo nos infitrados do musculo
esquelético, indicando que estas células ndo migram ou que, diferentes
populagbes funcionais de células af+NK1.1+ estdo sendo distintamente

influenciadas (Figura 11 e Figura 13).
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Tomando em conjunto os dados da literatura e os resultados aqui verificados, o
tratamento com Ciclofosfamida (na dose de 30mg/kg) em animais cronicamente
infectados parece induzir uma imunomodulagao bastante dindmica, envolvendo as
células regulatorias naturais. Apesar dos efeitos deletérios da Ciclofosfamida
sobre este tipo celular, houve aumento desta populagdo ao se passarem 1-2
semanas do término do tratamento. Estes resultados mostram que, no modelo de
infecgao cronica pelo T. cruzi, tais células possuem uma alta taxa de reposigéo.
De fato, nossos estudos indicam que esta populagao celular pode ainda estar
diminuida mediante o tratamento in vivo com Ciclofosfamida, na dependéncia da

cinetica pés-tratamento (Anexo 1 e resultados em andamento).

Assim, em nosso sistema experimental descrevemos que, no caso especial do
aumento de células regulatérias (CD4+CD25+CD103+) apds o tratamento com
Ciclofosfamida (na cinética avaliada) pode estar acontecendo como resposta a
destruicdo tecidual intensificada pelo tratamento. Finalmente, propomos que o
aumento de células regulatorias associado ao aumento da produgéo de IL-17 pode
indicar que esta & uma resposta que acontece in vivo no sentido de minimizar os
efeitos deletérios de células T CD4 potencialmente patogénicas no microambiente
tecidual, como anteriormente proposto em outros modelos com enfoque em
linfocitos T CD4 autorreativos (Figura 22). Em consequéncia, poderiamos propor
que a diminuicdo de interleucina-17 e interferon-gama, tardiamente apés o
tratamento com Ciclofosfamida, seria decorrente da agdo de populagdes celulares

que serao futuramente avaliadas em nossos estudos.
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Figura 22 - Esquema mostrando a possivel dinamica imunolégica que ocorre

em decorréncia do tratamento com Ciclofosfamida em animais cronicamente

infectados pelo T. cruzi.
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7. CONCLUSOES

Com o presente trabalho pode-se concluir que o tratamento com Ciclofosfamida
na dose de 30mg/kg, em camundongos cronicamente infectados pelo T. cruzi,

induz:

- aumento de células CD4+CD25+CD103+ apés 1-2 semanas do término do
tratamento, aumento este que se mantém mesmo apdés 4 meses.
Concomitantemente, houve diminuicdo das populagées de linfocitos T que
apresentam marcadores de memoria e ativagdo, em camundongos C57Bl/6
infectados com a cepa Tulahuen, apés as primeiras semanas pos-tratamento.
Esses resultados, associados aos perfis de citocina encontrados, indicam que o
aumento de células regulatérias pode estar relacionado a diminuigdo da ativagéo

de linfocitos T observada 1-2 semanas apds o tratamento.

- aumento na produgado de IL-10 por esplenécitos e diminuicdo na produgéo de
IFNy apos 1-2 semanas, que permanece mesmo apos 4 meses pos-tratamento. O
aumento na producdo de IL-10 parece estar relacionado a maior atividade de
células T regulatérias. Nesta mesma situagdo, houve ainda diminuicdo nos niveis
de IL-12 no soro dos animais tratados apds 1-2 semanas. Apos 4 meses 0s niveis
de IL-12 retornam ao mesmo patamar dos animais infectados controle, estando

relacionado com 0s baixos niveis de IFNy encontrados ap6s o tratamento.
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- tendéncia ao aumento de infiltrado inflamatério em animais Balb/c infectados
com a cepa Colombiana do T. cruzi, apos 1-2 semanas do tratamento, periodo em
que se encontra aumento na producgéo de IL-17 por esplendcitos destes animais.
Aos 4 meses, a quantidade do infiltrado esta nitidamente semelhante a dos
animais infectados e ndo tratados, momento em que a produgdo de [L-17 pelos
esplendcitos encontra-se diminuida nos animais tratados. Esta diminuicdo de IL-
17 pode ser decorrente da acgao persistente de células regulatérias (aumentadas

desde 1-2 semanas apos o tratamento).

Concluimos finalmente que o sistema experimental avaliado podera contribuir para
elucidar os mecanismos envolvidos na atividade regulatoria dos linfécitos T aqui
descritos, no sentido de minimizar uma resposta inflamatéria na doenca de

Chagas.
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TREGS MAY BE ASSOCIATED TO IMMUNE ALTERATIONS INDUCED AFTER
CYCLOPHOSPHAMIDE TREATMENT IN CHRONICALLY TRYPANOSOMA
CRUZI-INFECTED MICE

D PESSINAI, F CARDILLO:

(1), Oswaldo Cruz Foundation; Gongalo Moniz Research Center, Cellular immunology, Autoimmunity and
Experimental Chagas” Disease Laboratory. R Valdemar Falcdo 121. Candeal, 40295-001, Salvador-BA. Supported
by FAPESP and CNPgq,, Brazil.

Preferred presentation format:

Poster

Abstract category 1
{mandatory): B25-Regulatory
T cells.

EF1S / ECH Grants (CIF
"Grants"): NO.

During Trypanosoma cruzi infection, many T cell-subpopulations are involved in the inflammatory
response found in many tissues. It has been described that mice treated with low doses of
Cyclophosfamide (CY) may have an imbalance of the immunoregulatory mechanisms, during 7 cruzi
infection. The pattern of T cell activation, the presence of Tregs and the cytokines that are produced in
both C57B1/6 and BALB/c mice after CY treatment were analyzed during infection. BALB/c and
C57B1/6 mice were infected respectively with the Colombian or the Tulahuen strain of 7. ¢ruzi. During
the chronic phase of infection, these mice were treated during one month with CY (30 mg/kg).
Thereafter, mice were analyzed in three different time-points: very early after CY treatment, one week
and three months after. In those two last time-points, memory/effector T cells were decreased in spleens
from C57Bl/6 CY-treated mice. Increased NK T cells and T regs were found in splenocytes and
mononuclear cells from skeletal muscle inflammatory infiltrates (MNSkM). Regarding cytokine
production, 1L-10 was found to be increased in peripheral mononuclear cells (PBMC) and in spleencells
supernatants while IFN-g was decreased when evaluated in the same compartments. Studies with
infected and CY-treated BALB/c mice have shown slightly differences of cell activation and cytokine
production. Surprisingly, IL-17 was profoundly increased one week after treatment being decreased
after 3 months in CY-treated BALB/c mice. After CY-treatment, increased Tregs in spleens and
MNSKM correlated with increased 1L-10 and decreased IFN-g produced in spleen-cell supernatants,
with a lower percentage of memory/effector splenic T cells. As a matter of fact, this may occur as a
compensatory regulatory mechanism in order to minimize inflammation or tissue damage, after
treatment. Studies are under way to evaluate the role of IL-17 in relation to potentially pathogenic T
cells in our experimental system.
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Memory/activated spleen T cells are decreased after CY administration in chronically infected mice.
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CD4+CD25+CD103+ and NK1.1+ splenic T cells numbers modify after CY-treatment.
CD4+CD25+CD103+ splenic T cells are decreased two days after treatment (Fig.2A), but increased numbers
of this cell-population were found 1-2 weeks thereafter (Fig.2B). As can be seen in figure 2 (2 days after
relative of CD4+CD25+CD103+ cells were found. 1-2 weeks later, this cell-
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Fig. 5 ~ IFN-gamma, IL-10 and IL-17 levels in supernatants from cultured spieen cells and IL-12 in sera
from CY-treated and chronically infected mice. Balb/c and C57BUS mice were infected with Colombian and
Tulahuen strains of T. cruzi, respectively. Mann-Whitney test, n 2 3, p< 0,05.
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Fig. 2 -Relative numbers of CD4+CD26+CD103+ in spleen-cells from chronically Baib/c ce, 2 days
(A) and 1-2 weeks (B) after CY-treatment. * Mann-Whitney test (p< 0,05) was applied below (Fig 3).
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Fig. 3 -Absolute numbers of CD4+CD25+CD103+ and of NK1.1 splenic T cells. Absolute numbers of
CD4+CD25+CD103+ were quantified in both Balb/c or C57BIS CY-treated and infected mice (A).
Also, NK1.1 aipha beta T cells were quantified in B. * Mann-Whitney test, n 2 3, p< 0,05.
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Fig. 6 ~Relative number of CD4+CD25+CD103+ and NKT cells (NK1.1+abTCR ) obtained from skeletal muscle of
chronically infected mice, after CY-treatment. n 2 3.

Inflammatory infiltrates are mildly increased in skeletal muscle and heart obtained from CY-treated
mice. Tissue fragments were obtained and quantified, as described in Methods. Although it was not statistically
significant, morphometric analysis have shown a mild increased inflammation observed after 2-3 weeks of CY
treatment.
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Our results indicate that after CY-treatment (30mg/kg) during chronic infection, there are:

1. Decreasing numbers of CD4+CD25+, CD4+CD25+high and CD4+CD25+CD103+ splenic T cells in the
first two days after CY-treatment.

2 of the and memory splenic ly y 1-2 weeks after CY-treatment. At
this same time-point, there was increased number of NKT and CD4+CD25+CD103+ splenocytes, with
similar increase of CD4+CD25+CD103+ in inflammatory infiltrates.

3. Cytokine produdlon is increased for IL-10 and IL-17, with a decreased IFN-gamma production in

i from CY-treated mice. It is noteworthy that IL-17 is

downmodulated afterwards.
4. The i y response was slightly i
mice.

in heart and skeletal muscle tissues from CY-treated
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