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R E S U M O

AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE EM ANIMAIS CRONICAMENTE INFECTADOS 
PELO T. CRUZr. ESTUDO DE CÉLULAS REGULATÓRIAS APÓS 
ADMINISTRAÇÃO DE CICLOFOSFAMIDA. DANIEL HUBER PESSINA. Introdução: 
Durante a infecção pelo Trypanosoma cruzi, várias subpopulações de linfócitos T 
estão envolvidos na resposta inflamatória encontrado em muitos tecidos. Estudos 
prévios de nosso laboratório têm mostrado que o tratamento de camundongos com 
baixas doses de Ciclofosfamida (CY) pode interferir nos mecanismos 
imunomodulatórios durante a infecção pelo T. cruzi. O padrão de ativação de 
linfócitos T, a presença de células T regulatórias naturais (nTregs) e de citocinas 
produzidas em camundongos C57B1/6 e Balb/c tratados com CY foram analisados 
durante a infecção. Métodos e resultados: Camundongos Balb/c e C57BI/6 foram 
infectados pelas cepas Colombiana e Tulahuen do T. cruzi, respectivamente. 
Durante a fase crônica da infecção, os camundongos foram tratados por um mês 
com CY (30 mg/kg). Os resultados foram obtidos em dois pontos de análise: 
uma/duas semanas e quatro meses pós-término do tratamento. No primeiro ponto, 
células T efetoras/memória estavam diminuídas no baço de animais C57BI/6 
cronicamente infectados e tratados, quando comparados aos controles infectados. 
Quatro meses após o tratamento, o número destas células retornou aos mesmos 
valores encontrados nos animais não tratados. Foi verificado aumento do número de 
células nTreg (CD4+CD25+CD103+) no baço e nos infiltrados inflamatórios do 
músculo esquelético de animais tratados com CY, enquanto a população de células 
NK T (identificadas peio marcador NK1.1) estava aumentada principalmente no 
baço. Quanto ao perfil de citocinas, foi encontrado um aumento na produção de IL-
10 e uma diminuição na produção de IFNy, no sobrenadante de cultura de 
esplenócitos. O tratamento também induziu uma diminuição dos níveis de IL-12 no 
soro, 1-2 semanas após o fim da administração de CY. O estudo dos animais Balb/c 
mostrou alterações mais discretas sobre sua celularidade, estando presente o 
mesmo perfil de aumento de nTregs e diminuição de ativação/memória, sobretudo 
quando verificados os números relativos destas populações celulares. Nestes 
animais, a análise histopatológica mostrou uma tendência no aumento da inflamação 
no miocárdio e músculo esquelético após 1-2 semanas do término do tratamento. 
Surpreendentemente, a IL-17 mostrou-se aumentada neste período, diminuindo 
passados quatro meses. Conclusões: Após o tratamento com CY, o aumento do 
número de nTregs no baço e nos infiltrados do músculo esquelético correlacionam- 
se ao aumento da produção de IL-10 e á diminuição da produção de IFNy por células 
espiênicas, além de uma diminuição nas populações de células efetoras/memória no 
baço. Estas alterações podem estar ocorrendo como um mecanismo regulatório para 
minimizar a inflamação e o dano tecidual, na cinética aqui observada após o 
tratamento.

Suporte Financeiro: CNPq (Bolsa e Projeto)

Palavras chave: Ciclofosfamida, Células regulatórias, Trypanosoma cruzi, 
Imunorregulação.
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A B S T R A C T

EVALUATION OF INFLAMMATORY RESPONSE IN T. CRUZI INFECTED MICE; 
STUDY OF REGULATORY CELLS IN 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 C57B1/6 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 C57BI/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, IL-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, lL-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.



A Doença de Chagas, zoonose causada peio Trypanosoma cruzi, possui um 

enorme impacto na saúde pública nos diversos países da América Latina. Foi 

descoberta em 1909 pelo jovem médico Carlos Chagas, formado pela Faculdade 

de Medicina do Rio de Janeiro. Este, após ser solicitado para controlar um surto 

de malária que grassava operários da Estrada de Ferro Central do Brasil, no norte 

de Minas Gerais, teve conhecimento da existência de barbeiros (triatomíneos) na 

região, os quais passa a investigar como um possível transmissor de alguma 

zoonose humana. Examina os triatomíneos e encontra microorganismos 

flagelados no intestino posterior de alguns exemplares. Preocupado com a 

possibilidade de que estas formas parasitárias representassem estágios evolutivos 

do T. minasense que infectavam todos os sagüis da região, envia-os para 

Manguinhos para serem alimentados em Cailithrix livres de infecção. 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 gênero. Denomina-o 

Schizotrypanum cruzi (mais tarde denominado Trypanosoma cruzi), em 

homenagem ao seu mestre Oswaldo Cruz. Regressa então a Lassance para 

identificar o hospedeiro vertebrado, sendo que encontra um gato infectado após 

examinar inúmeros casos negativos em habitantes da região. Na ocasião, depara- 

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

1. INTRODUÇÃO

1.1 Histórico da Descoberta da Doença de Chagas



mesma residência em que se estava o gato, encontrando formas circulantes do T. 

cruzi, concluindo assim que ocorrera uma nova tripanossomíase humana (revisão 

em BRENER, 1989).

1.2 Caracterização do T. cruzi

O Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) é um protozoário hemoflagelado do Filo 

Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981), Classe Kinetoplastidea (Honigberg, 1963), 

Ordem Trypanosomatida (Kent, 1880) e família Trypanosomatidae.

Vários estudos feitos sobre a biologia do T cruzi indicam uma grande diversidade 

de comportamento. Esta diversidade estaria relacionada a uma adaptação das 

relações entre o parasita e seu hospedeiro, de maneiras a causar o mínimo de 

dano ao reservatório para não comprometer sua existência do parasita. Portanto, 

a depender de onde o isolado tenha vindo (ou seja, a situação ecológica ao qual 

tinha se adaptado, incluindo reservatórios, vetores, etc), este poderia apresentar 

comportamentos biológicos no homem (e outros animais exóctones, como 

camundongos de laboratório) diferentes de outros isolados. Entretanto, o 

comprometimento do organismo hospedeiro depende do padrão de resposta 

imunológica à invasão pelo parasito e das características biológicas do parasito. 

Assim, cada isolado feito em pacientes possuiria características biológicas 

próprias, sendo cada um identificado como “cepa”. Isto é possível porque o T. 

cruzi não se reproduz sexualmente (ou se o faz é muito raramente), sendo o fluxo 

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



variações biológicas e genéticas em T. cruzi são decorrentes do acúmulo de 

mutações de múltiplas linhas clonais.

Prosseguindo com o estudo das cepas, ANDRADE (1974), verificou, no modelo 

experimental do camundongo, que o comportamento biológico de alguns isolados 

(cepas) estudados apresentava padrões comuns, os quais compartilhariam 

aspectos histopatológicos, de virulência e patogenicidade semelhantes, 

enquadrando-os em 3 biodemas; biodema I, que se caracteriza pela rápida 

multiplicação parasitária com picos muito elevados entre 9 e 10 dias e acentuado 

reticulotropismo no início e mlotropismo com o avanço da infecção (cepa Peruana 

por exemplo); biodema II, possuem multiplicação lenta com piques irregulares 

entre 12 e 20 dias de infecção, com discreto reticulotropismo e lesões miocárdicas 

em todo o curso da infecção (exemplo a cepa 21 SF); biodema 111, que tem como 

característica a multiplicação parasitária muito lenta, atingindo picos parasitêmicos 

muito elevados entre 20 e 30 dias, e miotropismo em todo o curso da infecção 

(ANDRADE, 1974).



O ciclo do T. cruzi normalmente oscila entre um reservatório (numerosas espécies 

de mamíferos terrestres ou arborícola) e um vetor hematófogo (sempre 

íiemípteros da subfamília 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 reservatório, onde, no 

doméstico, é o homem e seus animais de estimação, como o cão e gato, e no 

silvestre, outros mamíferos, principalmente os marsupiais, os desdentados, os 

roedores, os Chiroptera, primatas e lagomorfos. Entretanto, em ambos os ciclos, a 

maior parte das infecções ocorre com a participação do vetor hemíptero (revisão 

em DIAS, 2000). Recentemente foram encontradas formas descritas para o ciclo 

doméstico em marsupiais e em indivíduos que adquiriram a infecção pela via de 

transmissão oral (ANDRADE, S.G, comunicação pessoal, 2006).

No hospedeiro vertebrado o T. cruzi é encontrado na corrente sanguínea na forma 

tripomastigota. Esta forma não tem a capacidade de replicação, mas a de 

infecção, podendo invadir virtualmente qualquer célula. Ao invadir a célula, esta 

passa por uma transformação para a forma amastigota, a qual se apresenta com 

um flagelo muito curto, muitas vezes dentro da própria bolsa flagelar, e um 

cinetoplasto em forma de bastão na extremidade oposta, Esta é a forma replicativa 

do T. cruzi e se divide binariamente. Estas se transformam em formas
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tripomastigotas novamente e, após a ruptura celular, caem na corrente sanguínea 

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

O ciclo do parasita no vetor começa quando este ingere sangue contaminado 

durante o repasto sanguíneo, adquirindo formas tripomastigotas sanguícolas. Ao 

chegar no estômago, a forma tripomastigota se transforma gradualmente na forma 

epimastigota. No intestino médio começa a fase de replicação das formas 

epimastigotas através de divisões binárias sucessivas, o que pode ser observado 

25 horas após o repasto sanguíneo (revisão em SOUZA, 2000). Já no intestino 

posterior ou reto, os epimastigotas evoluem para tripomastigotas metacíclicos, 

formas infectantes expulsas com as dejeções do inseto no momento em que este 

faz novo repasto sanguíneo. A duração do ciclo no transmissor é influenciada por 

múltiplos fatores, oscilando entre 6 e 15 dias (revisão em RASSl, 1987). Em 

contato com a mucosa ou pele lesionada, através de solução de continuidade, as 

formas tripomastigotas metacíclicas penetram nas células do hospedeiro 

mamífero, principalmente nas do tecido conjuntivo e em células do Sistema 

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

O T. cruzi pode ser transmitido também sem um vetor hemíptero. Isto ocorre no 

ciclo silvestre entre os carnívoros e os Chiroptera, que se alimentaram de algum 

mamífero infectado. No ciclo doméstico, ocorre através das vias congênita e 

transfusional principalmente.



Entre as espécies de triatomíneos vetores da doença, o Triatoma infestans se 

destaca, em especial, por sua extensa distribuição e pelo número de infecções 

que causa. Juntamente com o Panstrongylus megistus e Rhodnius proiixus, estes 

são os principais vetores da transmissão da tripanossomíase americana (Doença 

de Chagas) no Brasil (revisão em SHERLOCK, 2000). Estas são espécies 

domiciliares, isto é, se adaptam facilmente às construções, principalmente casas 

de barro e madeira, onde há abrigo contra a luminosidade. Esta domicialização é o 

fator que mais eleva o risco de transmissão do T. cruzi para o homem (revisão em 

WHO, 2002).

O Triatoma infestans é muito importante e está hoje em fase de erradicação de 

acordo com a Fundação Nacional de Saúde, apresentando focos na Bahia, Minas 

Gerais e Rio Grandes do Sul. No Brasil, a redução de infecção no grupo etário de 

0-7 anos foi de 95%, durante o período de 1980 a 1999. Esta redução acompanha 

os dados de infestação pelo T. infestans, onde o número de triatomíneos 

capturado em casas de áreas endêmicas pelos agentes do programa de controle 

caíram de 166.000 (em 1975) para 611 (em 1999), uma redução de 99,7%. Com 

isso, 8 dos 12 estados que compõem a área endêmica no Brasil (a qual cobre o

3,6 milhões de km2 do território nacional - 36% - distribuídos em 2493 municípios) 

foram certificados livres da transmissão em 2000 (revisão em WHO, 2002).

1.4 O Vetor



Com a redução da transmissão, a incidência da Doença 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) (revisão em WHO, 2002).

1.5 A Doença de Chagas

A doença de Chagas apresenta-se sob dois estágios básicos, que são 

temporalmente definidos: a fase aguda, a qual se estabelece no início da infecção 

e dura cerca de 6 a 8 semanas, e a fase crônica, que aparece logo em seguida 

(revisão em WHO, 2002).

A forma aguda ocorre a partir do início da infecção pelo T. cruzi e correlaciona-se 

com a fase de crescimento populacional do parasito no hospedeiro (revisão em 

ARAÚJO-JORGE, 2000). A porta de entrada, geralmente, apresenta-se 

edematosa, podendo apresentar um chagoma de inoculação e/ou um sinal de 

Romaria. Os sintomas que seguem a inoculação são febre, polilinfoadenopatia, 

hepatomegalia e esplenomegalia, podendo aparecer também vômitos, diarréia e 

anorexia. Eletrocardiogramas podem mostrar sinais de envolvimento cardíaco, 

como taquicardia sinusal, baixa voltagem QRS ou mudanças nas ondas T 

primárias. Entretanto, estas anormalidades cardíacas desaparecem 

espontaneamente, na maioria dos casos, em 4 a 8 semanas (revisão em WHO, 

2002).



A fase crônica aparece logo depois que o hospedeiro começa a montar uma 

defesa imune específica eficiente contra o T. cruzi, com a proliferação clonal de 

linfócitos e produção de imunoglobulinas. Assim, o controle parasitário se acentua, 

o que pode ser visto com a queda parasitêmica para níveis nâo detectáveis em 

sangue periférico. Estabelece-se, então, um equilíbrio 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 assintomáticos pelo resto da vida, sendo a 

infecção identificada pela persistente presença de IgG convencional contra T. cruzi 

e por exames parasitológicos, como xenodiagnóstico, reação de PCR e 

hemocultura. Esta caracteriza a forma indeterminada da doença (revisão em 

WHO, 2002).

Entretanto, anos depois do começo da forma crônica da doença, 10 a 40 % dos 

indivíduos, dependendo da área geográfica, irá desenvolver lesões em vários 

órgãos, principalmente no coração e no sistema digestivo. Esta condição é 

designada forma crônica cardíaca ou forma crônica digestiva da doença de 

Chagas (revisão em WHO, 2002) A cardiopatia chagásica é a conseqüência mais 

importante na infecção pelo T. cruzi. Esta se expressa em cerca de 30 % dos 

indivíduos crônicos, 5 a 30 anos após o fim da fase aguda (ANDRADE, 1983). As 

principais manifestações clínicas são falência e arritmia cardíaca, e 

tromboembolismo, levando freqüentemente a uma morte súbita. O coração 

apresenta lesões envolvendo ambos os ventrículos, produzindo edema e 

hepatomegalia congestiva. Insuficiência mitral e da válvula tricúspide, devido à sua 

dilatação, também estão presentes. Nestes corações são encontrados trombos



intraventriculares, os quais são a principal fonte de embolia pulmonar, cerebral, 

hepática e renal no paciente chagásico (revisão em WHO, 2002). A causa desta 

cardiopatia está nas lesões teciduais decorrentes da resposta imunológica do 

hospedeiro contra o parasita (por hipersensibilidade ao antígeno parasitário 

presente no tecido, como demonstrado por YOUNÈS-CHENNOUFI e 

colaboradores em 1988) ou ainda mecanismos auto-imunes (revisão em MENGEL 

& ROSSI, 1992). Já a forma digestiva acontece devido à destruição da inervação 

entérica autônoma, produzindo uma deficiência na mobilidade e conseqüente 

disfunção do sistema digestivo. As principais anormalidades que estão presentes 

são o megacólon e o megaesôfago, inicialmente descritas por KOEBERLE & 

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

1.6 Modelos Experimentais

O uso de espécies animais como modelos de experimentação na doença de 

Chagas têm sido feito desde sua descoberta (revisão em ANDRADE, 2000). Isto 

têm sido realizado por causa das restrições biológicas envolvidas nos estudos 

com seres humanos, onde seria difícil a obtenção de biópsias de chagásicos para 

o estudo da patologia. Assim, só no modelo animal pode-se analisar mais 

profundamente os processos patológicos envolvidos na evolução da doença.

Vários animais, envolvendo cães, cobaios, macacos, ratos, camundongos, coelhos 

e, mais recentemente, o roedor Calomys callosus têm sido utilizados. 

Normalmente, a escolha do modelo experimental é feita levando-se em conta o



problema a ser investigado e o conhecimento prévio das potencialidades de sua 

resposta. Contudo, tal escolha pode ser direcionada com o objetivo de esclarecer 

aspectos obscuros ainda não respondidos através do estudo de modelos 

clássicos. Neste caso, procura-se identificar as peculiaridades da resposta ao 

parasito na evolução da infecção em outras espécies animais (revisão em 

ANDRADE, 2000).

De todos os modelos, o camundongo é, sem dúvida, o mais utilizado. O estudo 

sistemático realizado em diferentes linhagens infectadas pelo T. cruzi demonstrou 

incidência de lesões crônicas, inflamatórias e degenerativas no músculo cardíaco, 

bem semelhantes àquelas da doença humana (ANDRADE & ANDRADE, 1985c). 

Além do mais, é um animal de rápida multiplicação, fácil manuseio, pequeno porte 

e relativo baixo custo de produção, além de ser um modelo já bem estabelecido e 

que conta com uma vasta gama de reagentes específicos disponíveis no mercado. 

Com isso, muitas linhagens de camundongos foram desenvolvidas com o objetivo 

de analisar mais profundamente a participação do hospedeiro na patogenia 

desenvolvida na infecção. Isto inclui animais isogênicos, transgênicos e knocl< out, 

para determinado gene. Existe também a possibilidade da utilização de vários 

reagentes específicos para camundongos que permitem identificar vários tipos 

celulares e suas moléculas de superfície ou intracelulares.

Nos estudos experimentais é importante estabelecer com acurácia a relação 

parasito-hospedeiro, a qual depende não só 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 doença, desde sua fase aguda até a fase crônica cardíaca 

e digestiva (revisão em ANDRADE, 2000).

Na fase aguda da doença, as características da cepa utilizada podem levar a 

evoluções diferentes. Esta característica 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 II e III 

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

7.7 Resposta Imune Experimental ao T. cruzi.

1.7.1 Imunidade Inata

A resposta imune inata ao T. cruzi, embora não consiga controlar sua 

multiplicação no hospedeiro é necessária para o estabelecimento de uma 

imunidade adquirida eficiente contra o parasita. De fato, a qualidade de uma 

resposta imune adquirida, se será direcionada para um padrão tipo Thl ou Th2, é 

fortemente influenciada por citocinas como IL-12, TGFp e, sobretudo, IL-4, 

liberadas durante a resposta imune a um determinado parasita (LE GROS et al., 

1990; SWAIM etal., 1990).

A ineficiência do controle parasitário pela resposta imune inata se deve em parte, 

á resistência que as formas infectivas tripomastigotas têm à ação lítica do
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complemento, mesmo sendo a via altemativa do complemento ativada por estes. 

Isto está relacionado com a expressão de proteínas na superfície do parasita 

(como a T-DAF e gp160), com propriedades semelhantes ao DAF humano (do 

inglês “decay-accelerating factor"’ ou CD55), uma proteína da membrana que 

desestabiliza a estrutura da C3-convertase depositada (TAMBOURGI et al, 1993; 

NORRIS et al, 1991).

A invasão de diversos tipos celulares pelo T. cruzi, em especial de macrófagos, 

inicia uma série de interações moleculares que mobilizam uma resposta inata 

contra o parasita (REED, 1995). Macrófagos, através do reconhecimento de 

padrões moleculares antigênicos 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 macrófago. Entre eles está a produção de moléculas 

reativas de oxigênios, como o NO, em decorrência da indução da síntese de iNOS 

após estimulação com IFNy (CARDILLO et al, 1996; ALIBERTI et al, 1996).

A ativação dos macrófagos e das células dendriticas durante a imunidade inata, 

através do reconhecimento de padrões moleculares não próprios do hospedeiro 

faz com que estas células migrem para os órgãos linfóides periféricos e passam a 

apresentar antígenos do parasita a linfócitos T, iniciando assim a imunidade 

adquirida.
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A necessidade da resposta imune adquirida para o controle da infecção pelo T. 

cruzi é inquestionável. De fato, animais nude ou SCID (animais desprovidos de 

linfócitos T CD4 e T CDS) não são capazes de controlar a infecção pelo T. cruzi e 

morrem precocemente devido a uma exagerada carga parasitária. ROTTENBERG 

et al (1990) demonstraram que a transferência de linfócitos esplênicos de animais 

cronicamente infectados pelo T. cruzi era capaz de aumentar a resistência de 

camundongos ao desafio com o parasita vivo. Mais ainda: demonstrou que o pré- 

tratamento de tais linfócitos com anticorpo anti-L3T4 (CD4) ou anti-Lyt2.2 (CDS) 

diminuiu parcialmente a resistência proporcionada com a transferência. Ao 

contrário, a injeção de timócitos in vivo aumenta a susceptibilidade de animais 

Balb/c nude transferidos com esplenócitos (CARDILLO et al, 199S).

Em um outro trabalho, utilizando-se de animais KO para CD4 ou CDS, 

ROTTENBERG et al (1993) confirmou a importância de tais células, visto que 

estes animais apresentavam uma susceptibilidade elevada à infecção pelo T. 

cruzi. De fato, ambas as células T CD4 e T CDS estão presentes nos infiltrados 

inflamatórios que ocorrem na Doença de Chagas controlando a replicação 

parasitária e, inevitavelmente, de forma direta ou não, induzindo destruição 

tecidual (SATO et al., 1992; RIBEIRO dos SANTOS et al., 1992). Tais infiltrados 

demonstraram ser predominantemente de linfócitos T CDS no rato (SATO et al,

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

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

A falta de células T CD4 se traduz, além de uma mudança nos padrões de citocina 

liberadas durante a infecção (ROTTENBERG et al 1993), em deficiência de 

geração de células plasmáticas e conseqüentemente, na diminuição da produção 

policlonal de anticorpos (MINOPRIO et al, 1987). Embora seja secundária em 

relação à importância da imunidade celular no controle da infecção pelo T. cruzi, a 

imunidade humoral é indispensável para uma resposta tardia eficaz e duradoura 

(KUMAR & TARLETON, 1998). Neste mesmo sentido, animais deficientes de 

células B sucumbem á infecção pelo parasita (NIHEI, 2005).

A importância das células T CD8+, embora esteja bem fundamentada, parece não 

ser devido á sua capacidade citolítica via perforina/granzimaB, visto que animais 

com defeitos neste mecanismo de citotoxicidade não apresentam significativa 

susceptibilidade ao T. cruzi (KUMAR & TARLETON, 1998). Tais células são 

mantidas na infecção como células de memória efetora e se expandem 

rapidamente sob estímulo, embora sua geração inicial de clones específicos 

contra o T. cruzi seja, aparentemente, lenta. A capacidade de produzir IFNy é, 

provavelmente, a mais importante função desta célula na manutenção do controle 

da infecção (revisão em MARTIN & TARLETON, 2004) e a manutenção da 

memória imunológica nesta população celular durante a fase crônica da infecção 

parece ser dependente de células T CD4+ de memória (NIHEI, 2005)
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O timo de um camundongo jovem envia diariamente para a periferia cerca de 1% 

de seus timócitos como células maduras, as quais se alojam nos órgãos linfóides 

periféricos, como o baço, linfonodos e placas de Peyer (SCOLLAY et al, 1980). 

Tais células, denominadas de “naïve”, por não terem sido ativadas por APCs 

(células apresentadoras de antígeno), apresentam certos marcadores de 

superfície que os permite identificar. Entre eles se encontram o CD62L (molécula 

que direciona o linfócito para linfonodo), o CD45RB, além de expressarem baixos 

níveis de certas moléculas, como o CD44 (SPRENT, 1993). Entretanto, quando tal 

célula é ativada, o que se dá pelo reconhecimento (através do TCR) do antígeno 

associado à moléculas de MHC apresentado por APCs (juntamente com um co- 

estímulo, especialmente 87.1 ou B7.2), esta modula várias de suas moléculas de 

superfície, que serão fundamentais para desempenharem sua função (SPRENT,

1993). Assim, o linfócito T recém ativado passa a expressar CD69 e CD25, a qual 

é necessária para formar o IL-2R de alta afinidade e assim, receber de forma 

autócrina ou parácrina, o estimulo da lL-2 necessário para sua multiplicação clonal 

(CERDAN ET AL, 1995; revisão em MINAMI 1993). O linfócito, após ativação, 

começa então a diminuir a expressão de certas moléculas, como a CD45RB, 

enquanto aumenta a de outras, como a CD44, que é uma molécula importante 

para a função do linfócito T, já que o direciona para o sítio inflamatório. Outra 

molécula, como o CD62L tem geralmente sua expressão diminuída em muitas 

células ativadas, para formar o grupo de células de memória efetora, a qual está 

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

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

De um modo geral, a resposta imune adquirida a um determinado patógeno se 

caracteriza pela ativação e expansão clonal de linfócitos T e B específicos para 

determinantes antigênicos expressos pelo patógeno (FEARON & LOCKSLEY, 

1996). Na infecção pelo T. cruzi, entretanto, ocorre uma intensa ativação policlonal 

linfocitária (MINOPRIO et al, 1986), como mostrado em estudos de repertório de 

receptores antigênicos expressos por células T (TCR) que confirmam a natureza 

policlonal da expansão de células T CD4, mas uma maior restrição a 

determinadas cadeias Vp por parte dos linfócitos T CD8 (LEITE-DE-MORAES et 

al, 1994). Além disso, há uma produção de uma vasta gama de anticorpos de 

variadas especificidades (IgGl, lgG2a, lgG2b, IgM) (ANDRADE et al, 1985b), 

sendo, os da classe lgG2b 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 infecção não são 

específicos para antígenos do T. cruzi (MINOPRIO & COUTINHO, 1988).

A intensa ativação policlonal que acontece durante a fase aguda da infecção pelo 

T. cruzi é seguida de uma maciça apoptose de linfócitos T e B (LOPES & DOS 

REIS, 2000). A elevada quantidade de NO produzida durante a fase aguda parece 

ser um dos fatores responsáveis por tal apoptose, e conseqüente 

imunossupressão (MARTINS et al, 1998). Por outro lado, DE MEIS et al (2006)
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mostraram que Fas-L está envolvido na apoptose de linfócitos T CD4 e B, 

enquanto o TNFR1 esta relacionado à apoptose de linfócitos T CD4 e CD8, 

resultando na atrofia de linfonodos mesentéricos nos animais infectados pelo T. 

cruzi.

1.7.4 Citocinas na Infecção pelo T. cruzi.

As citocinas desempenham um papel fundamental na transmissão de estímulos à 

distância e estão envolvidas, sobretudo, na comunicação entre diversos tipos 

celulares na montagem de uma resposta imune adequada. Na infecção pelo T. 

cruzi, diversas citocinas são produzidas e suas qualidades e quantidades são 

dependentes de vários fatores, incluindo a virulência da cepa do parasita, o tipo de 

hospedeiro e a presença ou não de reinfecções (SAMUDIO et al, 1998; REVELLl 

et al, 1999). Algumas citocinas são expressas preferencialmente durante a fase 

aguda da infecção, enquanto outras predominam durante a fase crônica. O TNFa, 

citocina associada à promoção da inflamação tecidual é encontrada no soro de 

animais Balb/c infectados com T. cruzi já a partir do quinto dia pós infecção, 

enquanto IFNy só foi verificado no soro a partir do 15° dia (REVELLl et al, 1999). 

Entretanto, ZHANG et al (1996) e CARDILLO et al (1996) verificaram que o IFNy já 

começa a ser produzido no baço a partir da primeira semana, permanecendo 

durante a fase crônica da infecção. Por outro lado, a lL-10 começa a ser 

detectável no baço a partir da segunda semana, e no soro, a partir da terceira 

semana pós-infecção. Interessantemente, esta citocina permanece elevada
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mesmo o IFN estando presente em altos níveis (REVELLl 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), não é mais encontrada a partir da terceira semana (ZHANG et al, 1996), 

mostrando ser detectável somente durante o período de intensa ativação 

linfocitária. Neste mesmo trabalho, os autores descrevem que em animais 

resistentes à infecção, esplenócitos positivos para lL-4 começam a aparecer a 

partir da terceira semana (assim que a IL-2 diminui), mostrando uma possível 

alteração no padrão de resposta no sentido de linfócitos T com diferenciação 

funcional para Th2 (ZHANG et al, 1996). Por esse motivo, apesar de o padrão 

Th1/Th2 não ser evidente, esta é uma indicação de que o desenvolvimento de 

células que produzam IL-4 na fase onde haja baixa produção de IL-2 possa 

também haver indução de resistência prolongada à infecção experimental pelo T. 

cruzi. De maneira curiosa, animais susceptíveis apresentam baixa produção de IL-

2 tardia, quando comparados a animais resistentes, além de não ter sido 

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

1.8.1 Histórico

Desde que foi proposto, por GERSHON E KONDO, em 1970, iinfócitos 

regulatórios sempre formaram uma classe distinta, ao menos no que se refere ao 

aspecto funcional destes linfócitos. De origem antiga, e um tanto especulativa, não 

apresentavam evidências diretas da real existência de linfócitos supressores. 

Entretanto, a necessidade de explicar a regressão da resposta inflamatória 

mononuclear levou imunologistas a criarem o termo “linfócitos supressores”. Este 

grupo de linfócitos abrangeria aqueles com capacidade de suprimir a atividade de 

outros linfócitos T, como os “helper” e os citotóxicos. Entretanto, a falta de 

marcadores moleculares bem como de evidências diretas da existência de um 

grupo especial de linfócitos T, biologicamente e funcionalmente diferentes dos 

demais grupos de linfócitos T, e que apresentariam função supressora, levaram ao 

descrédito cientifico de que estas células pudessem existir. A regulação da 

inflamação seria, assim, fruto de qualquer outro meio, que não exigiria, 

necessariamente, a ação de linfócitos T específicos para tal função.

Recentemente, a descoberta de que os marcadores CD4+CD25+ reconhecem 

uma população linfóide enriquecida por células que possuem a habilidade de 

limitar a resposta imune contra antígenos próprios ou externos (SAKAGUCHI et al, 

1995), reacendeu a idéia da existência de uma população de células com 

capacidades supressoras. É importante colocar que a responsabilidade da
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imunorregulação parece não ser apenas de um tipo celular. De fato, outras 

populações de linfócitos têm demonstrado semelhante capacidade regulatória. 

Assim, no modelo experimental de infecção pelo T. cruzi, foi descrito que linfócitos 

T esplênicos que apresentam o receptor yô pode ter atividade supressora em 

cultura mista de linfócitos durante a fase aguda. Este poderia ser um mecanismo 

pelo qual linfócitos autorreativos estariam presentes em maior intensidade em 

animais velhos do que novos -  onde nesses últimos existe atividade supressora 

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

1.8.2 Fenótipo

O CD25, também conhecido como a cadeia alfa do receptor da IL-2, é 

classicamente referido como um marcador de ativação celular recente. Ele é 

expresso após ativação do linfócito naïve pela célula apresentadora de antígeno 

(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 necessária para 

a ativação e replicação linfocitária e age de forma autócrina e parácrina. Em 1995, 

foi identificado por SAKAGUCHI et al, que o isolamento de células CD4CD25 era 

enriquecida de linfócitos T regulatórios (Tregs). Tal população, denominada 

posteriormente de células T regulatórias naturais (do inglês naturally occurring 

Tregs - nTregs) é praticamente em sua totalidade de origem tímica e possui como 

característica principal a capacidade de suprimir a proliferação de linfócitos T 

estimulados via TCR. Diferentemente das células T convencionais, que diminuem
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a expressão de tal marcador após ativação, as Tregs apresentam 

constitutivamente o marcador CD25 (HORI et al, 2003). A importância de tal 

molécula para as Tregs, entretanto, não está bem esclarecida. Várias linhas de 

evidencia indicam que esta é indispensável para a manutenção da população de 

Tregs. De fato, animais deficientes em lL-2, CD25 (IL-2aR) ou CD122 (IL-2pR) 

desenvolvem uma doença inflamatória letal, denominada síndrome da deficiência 

de IL-2, a qual pode ser prevenida pela inoculação 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 diminuição das Tregs e o aparecimento de doença autoimune. 

Curiosamente, a IL-2 necessária para a manutenção destas células parece ser 

proveniente de células não-regulatórias recém ativadas, CD4+CD25‘̂ ”̂'°, as quais 

incluem células auto-reativas (SETOGUCHl et al, 2005). Isto porque Tregs, além 

de serem anérgicas, proliferando pouco após estímulo do TCR, são incapazes de 

produzir IL-2, ao menos sobre estímulos convencionais utilizados em ensaios in 

vitro, tais como anti-CD3, concavalina A (ConA) ou células apresentadoras de 

antígeno (APC) espiênicas (FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004). Além da 

manutenção, a lL-2 parece ser também necessária para ativar a função 

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 superfície, mas comumente 

relacionados às células ativadas e/ou de memória, entre eles o CD45RBIow,
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CD62L, CD103, CTLA-4 (do inglês cytotoxic T lymphocyte antigen-4, CD152) e 

GITR (do inglês glucocorticoid-induced TNF receptor family-related gene) 

(FEHÉRVARI & SAKAGUCHI. 2004), O CD103 (integrina aE(î7). em especial, em 

adição ao CD25, torna-se um importante marcador para Tregs, Enquanto apenas 

4% das células CD4+ provenientes de órgãos linfóides são positivas para o 

CD103, esta proporção aumenta para 25% quando se analisa as células 

CD4+CD25+, Além disso, os linfócitos CD4+CD25+aEp7+ possuem uma elevada 

atividade supressora, podendo exercer sua atividade regulatória mesmo estando 

em baixíssimas proporções (taxas de 1:19). Diferentemente, sua contraparte 

aEp7- necessita de proporções muito maiores para exercer sua função 

supressora, assim também como linfócitos negativos para CD25 (CD25-) e que 

são CD4+ e aEp7+ (LEHMANN et al, 2002).

Nenhum dos marcadores de superfície citados até então identifica unicamente as 

Tregs, sendo estes expressos também em outros tipos celulares. Em 2003, 

entretanto, analisando animais “Scurfy”, os quais desenvolvem uma doença 

linfoproliferativa semelhante a IPEX (do inglês “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 possuírem uma forma defeituosa do gene Foxp3. De 

fato, a expressão retroviral deste gene em células naive é capaz de convertê-las 

em células com fenótipo regulatório, 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 característica única das células T 

regulatórias, pelo menos no camundongo, não sendo expresso por nenhuma 

outras linhagens de linfócitos (FONTENOT et al, 2003). Ainda que exista uma 

pequena população de células Foxp3+CD25-, é importante ressaltar que tais 

linfócitos ainda mantêm sua atividade supressora, embora sejam negativos para 

CD25 (FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004).

Uma outra molécula, o GITR, está associada às células CD4+CD25+ com 

capacidades regulatórias. Como a maioria dos marcadores utilizados para 

identificar as nTregs, este também tem sua expressão aumentada em linfócitos T 

CD4+ ativados (McHUGH et al, 2002). Além disso, seu bloqueio com anticorpo 

neutralizante DTA-1 (anti-camundongo GITR) é capaz de impedir a supressão in 

vitro por parte das células CD4+CD25+, bem como leva à indução de 

autoimunidade através do aumento da proliferação de células CD4+CD25- 

(SHIMIZU et al, 2002; KANAMARU et al, 2004). Contudo, é provável que a ligação 

do DTA-1 às células T CD4+CD25- ativadas, e não às nTregs, induz sua 

resistência à supressão. Seu ligante, o GITRL é expresso em APCs, sendo esta 

diminuída com a maturação (TONE et al, 2003).
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Apesar da caracterização fenotípica das células Tregs estar bastante avançada e, 

sua função supressora estar sendo estabelecida, os mecanismos que estas 

células utilizam para exercer tal função é um tema bastante controverso. 

Entretanto, parece que a função imunossupressora deste tipo celular é 

dependente de contato com a célula alvo. Tais células são incapazes de exercer 

supressão in vitro quando estas são separadas das células alvo através de 

membranas permeáveis a moléculas mas não à células. Assim, um forte candidato 

seria o CTLA-4, visto que animais knockout para tal molécula de superfície 

desenvolvem doença linfoproliferativa fatal devido a uma falha na indução de 

apoptose em linfócitos e, conseqüentemente, uma sobrevida elevada destes 

(WATERHOUSE et al, 1995). Embora alguns estudos apontem o CTLA-4 como 

molécula alvo das Tregs, outros excluem a possibilidade desta estar envolvida na 

supressão linfocitária. De fato, linfócitos de animais CTLA-4 -/- são prontamente 

suprimidos por células CD4+CD25+ de animais normais, da mesma forma que 

linfócitos de animais intactos. Não obstante, é importante que os linfócitos Tregs 

possuam o CTLA-4 para exercerem sua função, visto que linfócitos CD4+CD25+ 

provenientes de animais CTLA-4 -/- são 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 87.2 

das APCs) não são funcionalmente modificadas, apontando para a idéia de que o 

CTLA-4, mas não o CD-28, é necessário para a ativação das Tregs (TAKAHASHI 

et al, 2000).
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Estudos têm mostrado que a lL-10 é importante para a atividade supressora de 

Tregs. Se por um lado, as células CD4CD25+ são incapazes de suprimir células 

CD4CD25- sem que haja contato, modelos experimentias de IBD (do inglês 

“inflammatory bowel disease”) mostram que, ao menos in vivo, a atividade da 

CD4CD25+ parece ser dependente da IL-10, visto que nTregs provenientes de 

animais lL-10 KO são incapazes de atividade supressora, como descrito pela 

equipe de BANDEIRA (ANNACKER et al, 2001). Aparentemente, a nTreg após 

estímulo do TCR aumenta sua expressão de IL-2R, diminuindo assim a 

quantidade de IL-2 do microambiente, ao mesmo tempo que passa a produzir IL- 

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

Uma outra molécula que parece estar associada à ação das células nTregs é o 

TGFpl. Embora alguns trabalhos tenham apontado para o TGF|3 de membrana 

como meio pelo qual a nTreg induz supressão, células CD4CD25+ de animais 

TGFp KO possuem atividade funcional inalterada. Entretanto, tais células 

regulatórias são incapazes de suprimir linfócitos CD4+CD45RB®'*° provenientes de 

animais dnTBRIl (do inglês dominant negative TGF-fi receptor type II), mostrando 

que uma fonte externa de TGFp pode ser necessária, juntamente com a nTreg, 

para induzir supressão no modelo experimental de colite auto-imune (FAHLÉN et 

al, 2005). Contudo, outros trabalhos mostram que o TGFp é completamente 

dispensável para a ação supressora das nTregs, ao menos in vitro (PICCIRILLO et 

al, 2002).
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1.9 A Ciclofosfamida e Seu Efeito Sobre a Infecção Crônica pelo T. cruzi.

A Ciclofosfamida (CY), um dos vários compostos derivado da mostarda de 

nitrogênio, foi sintetizado em 1958 por ARNOLD et al e, em 1967 foi confirmado 

por BROCK & HOHORST ser uma excelente substância para uso terapêutico 

contra tumores. Embora tenha sido desenhado para ser metabolizado nas células 

alvo tumorais liberando Nor-mostarda de nitrogênio, foi verificado que tal droga 

necessitava ser parcialmente metabolizada por microssomos de hepatócitos para 

se tornar ativa (FOLEY et al, 1961). De fato, a Ciclofosfamida no estado primário 

não apresenta atividade tóxica sobre células tumorais ou linfócitos quando 

incubados in vitro (CONNORS et al, 1970). Entretanto, o soro de animais que 

foram recentemente injetados com CY apresentavam altos níveis de toxicidade 

quando acrescentados à cultura de tais células (BERENBAUM et al, 1973). Hoje 

em dia sabe-se que a Ciclofosfamida é convertida a 4-hidroxiciclofosfamida, por 

oxidases hepáticas, a qual existe em equilíbrio com seu tautámero, a 

Aldofosfamida. A Aldofosfamida é então convertida à carboxifosfamida, sem 

atividade citotóxica relevante, através de sua oxidação pela enzima Aldeído 

Dehidrogenase (ALDH). Entretanto, em tipos celulares com baixos níveis 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 citotóxica (CONNORS et al, 1974; BROCK, 1996).



A atividade citotóxica dos metabólitos da Ciclofosfamida está intimamente 

relacionada ao radical-N-mostarda (-N(C2H4CI)2) e é sobretudo acentuada no 

composto Fosforamida mostarda. Ela é capaz de formar ligação cruzada entre as 

cadeias de DNA, levando principalmente as células que ciclam rapidamente à 

morte (BROCK, 1996). Esta propriedade de matar seletivamente células com 

baixos niveis de ALDH e/ou que ciclam rapidamente dá à Ciclofosfamida um 

enorme potencial clínico, podendo ser utilizada com segurança no tratamento 

quimioterápico de linfomas e também na imunossupressão. Pode ser então, 

utilizado como alternativa à irradiação, tanto para induzir tolerância (evitando a 

rejeição de transplantes), quanto no combate a desordens auto-imunes como o 

lupus eritematoso sistêmico e anemia hemolítica auto-imune, por exemplo (revisão 

em BRODSKY, 2002). De fato, pulsoterapia com Ciclofosfamida (muitas vezes 

associado a outras drogas, como corticosteróides) é o tratamento padrão para o 

lupus eritematoso - embora o reagente “micofelonato mofetil” tenha mostrado 

vantagens consideráveis 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 são normalmente relacionados á dosagem 

utilizada e ao período de tratamento, sendo decorrentes da citotoxicidade da 

Ciclofosfamida sobre outros tipos celulares ou da imunossupressão que provoca 

no paciente, deixando-o susceptível a infecções (OPASTIRAKUL & 

CHARTAPISAK, 2005) ou agravando doenças infecciosas crônicas (PRYON et al, 

1996; HOUGH & ROBINSON, 1975). A multiplicação parasitária no hospedeiro 

pode acontecer, no caso de doenças crônicas como a Doença de Chagas, apos o

27



tratamento dos indivíduos com reagentes imunosupressores (ALTCLAS et al, 

2005; DICTAR et al, 1998), Outros efeitos colaterais são a depleção da medula 

óssea, alopecia, cistite hemorrágica e falência de ovário (KATSIFIS & TZIOUFAS, 

2004), Embora o mecanismo pelo qual a Ciclofosfamida seja eficaz no tratamento 

do lupus eritematoso não esteja bem definido, este agente pode ser capaz de 

resolver a deposição de complexos imunes nos rins e a nefrite. Isto pode ser em 

função da redução da produção de anticorpos, inclusive os anti-DNA, e modulação 

de quimiocinas nos sítios de inflamação, o que seria a principal causa do 

agravamento do quadro da doença, resultando em óbito dos indivíduos 

acometidos por esta desordem auto-imune (SCHIFFER et al, 2003). 

Curiosamente, a Ciclofosfamida, em doses próximas à utilizada no tratamento do 

lupus eritematoso sistêmico (200-350mg/kg) é capaz de induzir diabetes auto­

imune em camundongos NOD, acelerando o aparecimento da doença (HARADA & 

MAKINO, 1984).

A diabetes auto-imune é claramente uma doença de origem genética (WICKER et 

al, 1992). Deste modo, a administração de Ciclofosfamida só é capaz de induzir 

diabetes em camundongos NOD, sendo ineficaz na indução da doença em outras 

linhagens (HARADA & MAKINO, 1984). Entretanto, em um outro modelo 

experimental de diabetes meilitus, a de ratos BB tratados com 60-175 mg/kg da 

droga, a Ciclofosfamida foi capaz de inibir o desenvolvimento da doença. Neste 

caso reduziu também os níveis de IL-2, lL-12, IFNy, IL-1 beta e TNFa, além de
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aumentar as quantidades de IL-4 produzidos por esplenócitos (SOBEL et al, 

2000).

Ensaios biológicos com a Ciclofosfamida têm mostrado, contudo, que sua 

atividade imunossupressora está intimamente relacionada à 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 única dose antes 

da infecção com Toxoplasma gondii é capaz de induzir um atraso no aparecimento 

de anticorpos, aumentando a mortalidade dos animais em 70% (HAFIZI & 

MODABBER, 1978). Doses mais baixas, entretanto, não demonstram tal 

propriedade imunosupressora generalizada; de fato parecem ser mais seletivas 

para determinados tipos celulares, embora não 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 é ineficaz em suprimir a síntese de anticorpos, poderia aumentar 

dramaticamente a reação de hipersensibilidade do tipo tardio (DTH) quando a 

droga era administrada antes da sensibilização antigênica. Em um outro estudo 

utilizando o tratamento de Ciclofosfamida, seguido de inoculação de LPS foi 

verificado que clones autorreativos de linfócitos T podiam ser detectados 

transitoriamente (L’AGE-STEHR & DIAMANTSTEIN, 1978). Por outro lado, 

tratando de modelos experimentais de infecção, ANDRADE et al (1987) 

verificaram que cães cronicamente infectados pelo T cruzi exibiam uma 

miocardite aumentada quando tratados com Ciclofosfamida (50 mg/kg) durante 3
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semanas. Aparentemente não foi encontrada alguma imunodepressão específica 

contra o T. cruzi, sendo que os títulos de anticorpos continuaram elevados e não 

havia evidencias de exagerada multiplicação parasitária. Em um interessante 

modelo que associa a infecção crônica pelo T. cruzi com uma atenuação da artrite 

induzida por adjuvante completo de Freud em ratos, REVELLl et al (1992) 

mostraram que o tratamento com Ciclofosfamida (40mg/kg) 48 horas antes da 

indução era capaz de restabelecer a artrite nos animais infectados e exacerbá-la 

nos ratos não infectados.

Em todos os estudos acima citados e em muito outros realizados até antes do 

presente estudo, a ação inibitória especifica da Ciclofosfamida (em doses 

inferiores a 50mg/kg) sob populações linfocitárias supressoras foi apontada como 

um possível fator responsável pela exacerbação da resposta imune a despeito do 

tratamento com uma droga tida até então como imunossupressora.
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Dados da literatura apontam para um efeito pró-inflamatório da Ciclofosfamida em 

baixas doses. Embora muitas especulações indicaram existir uma alteração 

populacional e/ou funcional de linfócitos “supressores” como fator responsável 

pelo aumento da inflamação observado em animais infectados e tratados com 

Ciclofosfamida em tais doses, nenhum estudo havia sido feito analisando 

diretamente a participação destas células na exacerbação da inflamação 

provocada pelo tratamento. Isso deveu-se, em parte, à inexistência de um 

marcador confiável para identificar populações linfocitárias com capacidades 

regulatórias. Contudo, com o recente estabelecimento de marcadores que 

reconhecem populações altamente enriquecidas de células com capacidade 

regulatórias, é possível investigar as alterações populacionais que tais células 

possam estar sofrendo com o tratamento. Ademais, é vantajoso conhecer as 

propriedades imunomodulatórias de drogas tão bem conhecidas e já utilizadas 

com segurança na clínica, como a Ciclofosfamida, tendo em vista, em longo prazo, 

a expansão de sua aplicação com fins terapêuticos. Cumpre ressaltar que será 

utilizada neste estudo a dose de 30mg/kg, visto que determinadas populações 

celulares possam estar diminuídas ou aumentadas mediante o tratamento 

descrito.
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3.1 Objetivo Geral

Investigar as possíveis alterações da resposta imune ao T. cruzi provocadas pelo 

tratamento com Ciclofosfamida na dose de 30mg/kg. Estas alterações incluem o 

estudo detalhado de populações espiênicas e dos infiltrados inflamatórios, 

marcadores de células de memória e efetora, células regulatórias e perfil de 

citocinas pró e anti-inflamatórias.

3.2 Objetivos Especifícos

- Verificar os efeitos pró-inflamatórios do tratamento com Ciclofosfamida (30mg/kg) 

no modelo de infecção crônica pelo T. cruzi, através da análise de parâmetros 

como necrose tissular, infiltrado inflamatório e fibrose;

- Analisar, através da citometria de fluxo (FACS), os perfis de memória e ativação 

dos esplenócitos de animais cronicamente infectados pelo T. cruzi e possíveis 

alterações com o tratamento. Serão utilizados marcadores para linfócitos T CD4 

ou CD8 positivos, cada um deles conjugados à fluoresceína, sendo estas 

populações alternativamente marcadas para CD45RB, CD62L e CD44 conjugados 

à outros fluorocromos.
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- Estudar os perfis de citocinas e as possíveis alterações que sucedem o 

tratamento, sendo este estudo realizado tanto em cultura de esplenócitos, quanto 

no soro de animais infectados. Serão dosadas citocinas como a IL-10, IFNy, lL-17, 

IL-23 e IL-12;

- Verificar as alterações populacionais de células com capacidades regulatórias 

e/ou imuno-modulatórias, como as nTregs (linfócitos 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 aP), tanto no baço como nos infiltrados 

do músculo esquelético.
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4.1 Animais

Camundongos da linhagem C57BI/6 e Balb/c com 4 a 6 semanas de vida, usados 

nos experimentos, foram fornecidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo 

Moniz, Fundação Osvaldo Cruz. Todos os protocolos usados neste estudo foram 

aprovados pelo comitê 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 têm sido mantidas no 

Laboratório de Doença de Chagas, Autoimunidade e Imunidade Celular (LACEI- 

CPqGM-Fiocruz) através de sucessivas passagens em camundongos. Para 

efetuar a infecção dos grupos experimentais, o sangue de animais previamente 

infectados foi retirado, os parasitas contados segundo método descrito por MELO

& BRENER (1978) e a concentração de parasitas foi ajustada para 1000 formas 

tripomastigotas/0,1ml, utilizando como diluente PBS (solução salina tamponada 

com fosfato). Cada animal recebeu então 0,1 ml da solução contendo os parasitas.
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4.3 Parasitemia

Os níveis parasitêmicos foram avaliados pela contagem, em microscópio óptico, 

dos parasitas presentes em 50 campos microscópicos (magnitude de 400x) em 

uma lâmina contendo 5̂ 1 de sangue periférico obtido da cauda do animal e 

coberta com uma lamínula 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 mês, três vezes por 

semana. A droga era diluída no dia do tratamento, em concentração tal que cada 

camundongo recebesse 0,1 ml da solução. Para o cálculo da concentração foi 

utilizado a média de peso dos animais a serem tratados. O início do tratamento se 

deu após o completo estabelecimento da fase crônica da doença, cerca de 4 

meses após a infecção. Os animais controles foram tratados com o mesmo 

diluente usado como veículo para a Ciclofosfamida, geralmente PBS ou solução 

salina 0,9%, em condições de esterilidade.
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Como mostrado na Figura 1, dois modelos experimentais foram usados; 

camundongos C57B1/6 infectados com a cepa Tulahuen, e animais Balb/c 

infectados com a cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi. O inóculo utilizado em 

ambos os casos foi de 1000 formas tripomastigotas por animal. Após 4-5 meses 

de infecção, os animais foram tratados por um mês com Ciclofosfamida, conforme 

descrito acima. Dois pontos de análise foram utilizados no experimento: 7-15 dias 

e 4 meses após o término do tratamento. Nestes pontos, os animais foram 

sacrificados e coletados tecidos (músculo cardíaco em formol 10% tamponado) 

para análise histopatológica, células espiênicas e células mononucleares 

infiltrando músculo esquelético (MnIME) para análise 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 espiênicas por 48 horas.
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4.5 Protocolo Experimental



3 7

Animais Balb/c Animais C57BI/6

Após estabelecimento 
da fase crônica 

(4 meses)

Tratamento com CY 
por 1 mês 
(30mg/kg)

- Tecido p/ lâminas 
histopatológicas
- Soro
- Cultura de células
- Citometria de fluxo

1-2 semanas

1° Ponto de 
Sacrifício

4 meses

2° Ponto de 
Sacrifício

- Tecido p/ lâminas 
histopatológicas
- Soro
- Cultura de células
- Citometria de fluxo

Figura 1- Desenho experimental esquemático: modelo utilizado para a 

investigação sobre o efeito do tratamento com Ciclofosfamida (CY) em baixas 

doses em animais crônicos infectados.



Para a análise das populações linfocitárias periféricas definidas pela expressão de 

marcadores de superfície, células espiênicas e células mononucleares que 

infiltram o músculo esquelético (n > 3 animais) foram lavadas em PBS gelado (três 

vezes) e contadas em Câmara de Neubauer (para tanto foi utilizado 10 |il das 

células em Líquido de Turk, para coloração dos mononucleares e lise das 

hemácias). Dois milhões de células eram separadas e encubadas por 30 minutos 

com anticorpos monoclonais conjugados com Ficoeritrina (PE), Fluoresceína 

(FITC) ou Biotina (BIO - este último era posteriormente conjugado com 

Streptoavidina-Cy-Chrome™) específicos para a molécula de superfície a ser 

estudada. As células foram então fixadas após marcação com 1% de 

paraformaldeído em PBS e analisadas um dia depois, no FACSort (Becton and 

Dickinson, San Jose, CA), sendo as aquisições programadas para 10,000 a 

30,000 células. 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 ap 

(Caltag, Burlingame, CA).
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4.6 Marcação Fluorescente e Análise por Citometria de Fluxo
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Para análise dos dados obtidos com a leitura no FACSort, foi utilizado o software 

Cell Quest (Becton Dickinson). Os dados “gated” em linfócitos (granulosidade-SSC 

por tamanho-FSC) eram então distribuídos segundo os fluorocromos utilizados e 

as populações 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 cálculo das populações em número absoluto, o total 

numérico de cada quadrante foi multiplicado pela celularidade do baço de cada 

animal, e sua média apresentada em gráfico.
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Figura 2.1. Esquema do protocolo experimental para análise dos dados 

obtidos do Citômetro de fluxo. D e m o d o  ilu s tra tivo , o g rá fico  A  m o s tra  os 

e s p le n ó c ito s  d ife re n c ia d o s  p o r g ra n u lo s id a d e  (S S C ) e  ta m a n h o  (F S C ). A  re g iã o  

R l  no  g rá fic o  A  re p re s e n ta  um a  á re a  com  a lta  d e n s id a d e  d e  lin fóc itos , a q u a l fo i 

u tiliz a d a  n a s  a n á lise s . O  g rá fic o  B m o s tra  a p o p u la çã o  d e  R1 a n a lisa d a  p a ra  a 

p re s e n ç a  d e  m a rc a d o re s  FL1 (C D 4 +  ou  C D 8 + ) e  F L2  (p a ra  to d o s  o s  o u tro s  

m a rc a d o re s  a q u i ve r if ic a d o s ). C o m o  e xe m p lo , a c im a  e s tá  d e s c rito  C D 6 2 L , s e n d o  a 

p ro p o rç ã o  d e  ca d a  p o p u la ç ã o  d e te rm in a d a  a tra v é s  da  co lo c a ç ã o  d e  ba rre iras , 

s e p a ra n d o  o s  v á r io s  q u a d ra n te s : U L  {upper-left), U R  {upper-right), LL  {low-left) e



LR  {low-ríght). N o  g rá fic o  C e s tá  e v id e n c ia d o  a %  d e  e x p re s s ã o  d o s  m a rca d o re s  

e m  ca d a  q u a d ra n te . O  g rá fic o  D fo i o b tid o  a tra vé s  da  d e m a rc a ç ã o  de  p o p u la çõ e s  

c e lu la re s  p o s it iv o s  p a ra  o m a rc a d o r FL1 no  g rá fico  C. O  g rá fico  E m o s tra  o 

re s u lta d o  d a  a n á lis e  d e  um a  d e te rm in a d a  p o p u la çã o  (no  e xe m p lo , U R ) 

c o n s id e ra n d o  os  e v e n to s  p o s itivo s  p a ra  FL1 (D ) co m o  100% . (m o d ifica d o  de  

N IH E I, 2005 ).
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Figura 2.2. Esquema do protocolo experimental para análise das populações 

de nTreg (CD4+CD25+CD103+). U m a re g iã o  e n riq u e c id a  e m  lin fó c ito s  (R1 no 

g rá fic o  A ')  a tra v é s  d o s  p a râ m e tro s  d e  g ra n u lo s id a d e  p o r ta m a n h o  c e lu la r é  

s e le c io n a d a  e  a n a lis a d a  p a ra  a p re se n ça  d o s  m a rca d o re s  C D 4  e  C D 25  

(re s p e c tiv a m e n te  FL1 e  F L2  no  g rá fico  B ') . A  re g iã o  p o s itiva  pa ra  C D 2 5  e C D 4  

(R 2  no  g rá fic o  B ')  é  e n tã o  s e le c io n a d a  e  a n a lisa d a  p a ra  a p re se n ça  d o  m a rca d o r



C D 1 0 3  (F L 3  no  g rá fic o  C ’ ). A p ó s  a co lo c a ç ã o  de  b a rre ira s  p a ra  d e te rm in a r a 

p o p u la ç ã o  q u e  e x p re s s a  o C D 1 0 3  (q u a d ra n te  “c ” no g rá fic o  C ') .  os  n ú m eros  

re la tiv o s  da  p o p u la ç ã o  C D 4  q u e  a p re s e n ta  os  m a rca d o re s  C D 2 5  e G D I 03  é 

c a lc u la d o  a tra v é s  da  fó rm u la  m o s tra d a  e m  D ', e  o s  re s u lta d o s  e x p re s s o s  em  

g rá fic o s  (E ’).
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4 .7  Obtenção de Mononucleares que Infiltram o Músculo Esquelético (MnIME)

F ra g m e n to s  d e  m ú scu lo  e s q u e lé tic o  fo ra m  re tira d o s  d o s  a n im a is  e  d ig e rid o s  co m  

c o la g e n a s e  (T yp e  IV, S ig m a -A ld r ich ), 1,5 m g /m l d ilu íd o  e m  m e io  R P M I in co m p le to  

(G ib co ), p o r 6 0  m in u to s  a 37  °C. A s  c é lu la s  fo ra m  c e n tr ifu g a d a s  a 1200  rpm  p o r 15 

m in u to s , re s s u s p e n d id a s  em  P B S  g e la d o  e  as  M n IM E  iso la d a s  a tra v é s  de  

c e n tr ig u g a ç ã o  em  g ra d ie n te  de  P e rco ll (P h a rm a c ia , U ppsa la , S w e d e n ) 4 0 -8 0 %  

(d e ta lh a d a m e n te  d e s c rito  em  P O S T O L , 1999). A s  M n IM E  fo ra m  e n tã o  la va d a s  em  

P B S  s u p le m e n ta d o  co m  10%  d e  so ro  b o v in o  fe ta l e  m a rca d a s  pa ra  a n á lise  p o r 

c ito m e tr ia  d e  flu xo , c o n fo rm e  d e s c r ito  ac im a ,

4.8 Cultura de Células e Dosagem de Citocinas

E s p le n ó c ito s  fo ra m  o b tid o s  e m  c o n d iç õ e s  a ssé p tica s , la v a d o s  em  P B S  g e la d o  e 

c u lt iv a d o s  (5  X 10® c é lu la s /m l)  em  m e io  R P M I (su p le m e n ta d o  co m  FS C  10% ) 

c o m p le to  p o r 4 8  ho ras , s o b  e s tím u lo  co m  a n tíg e n o  d e  T, cruzi (1 0 0 iig /m l) , IL-2



(2 0 0 n g /m l)  e /o u  não  e s tim u la d o s . A  p ro d u ç ã o  d e  in te r le u c in a  (IL )-10 , IL -17, IL-23, 

IL -12  e IFN y p e lo s  e s p le n ó c ito s  fo i a v a lia d a  no  so b re n a d a n te  d e  cu ltu ra  a tra vé s  do  

e n s a io  d e  E L IS A  “d u p lo -sa n d w ich ", u tiliz a n d o  para  cap tu ra , os  se g u in te s  

a n tic o rp o s  m o n o c lo n a is : ra to  a n ti-c a m u n d o n g o  IN F -y (c lo n e  3 7 8 0 1 .1 1 , 3 7 875 .11 ), 

a n ti-c a m u n d o n g o  IL -1 0  (c lo n e  JE S 0 5 2 A 5 ), a n ti-c a m u n d o n g o  1L-12/IL-23 (c lo n e  

30517 , a n ti-p 4 0 ), a n ti-c a m u n d o n g o  lL -1 7  (c lo n e  5 0 1 0 1 .1 1 ), o b tid o s  da  R & D  

S y s te m s  (M in n e a p o lis -U S A ), e  ra to  a n ti-c a m u n d o n g o  lL -1 2  (c lo n e  C 15 .1 , a n ti-  

p 4 0 /p 7 0 ), a d q u ir id o  da  P h a rm in g e n  (S an  D iego , C A -U S A ). O s  se g u in te s  

a n tic o rp o s  p u rif ic a d o s  fo ra m  u tiliza d o s  p a ra  a d e te c ç ã o  da  c ito c in a  e sp e c ífica : B IO  

a n ti-c a m u n d o n g o  IFNy, B IO  a n ti-c a m u n d o n g o  IL -12 , B IO  a n ti-c a m u n d o n g o  IL -1 7, 

B IO  a n ti-c a m u n d o n g o  lL -10 , co e lh o  a n ti-c a m u n d o n g o  IL -23  p19  e  ca b ra  a n ti­

c o e lh o  P e ro x id a s e  (R & D  S ys te m s , M in n e a p o lis -U S A ). A  q u a n tific a ç ã o  d e  ca d a  

c ito c in a  fo i re a liza d a  c o m p a ra n d o -s e  a d e n s id a d e  ó p tica  (D O ) de  ca d a  a m o s tra  

co m  a D O  d e  u m a  cu rva  pad rão , fe ita  co m  a c ito c in a  p u rifica d a  o b tid a  

c o m e rc ia lm e n te  da  P h a rm in g e n : rIL  ( in te r le u c in a  re co m b in a n te )-1 0 , r lL 1 7 , rIFN -y, 

r lL -2 3  e r lL -1 2  (P h a rm in g e n , S a n  D iego , C A ).

A  d o s a g e m  d e  c ito c in a s  fo i re a liza d a  ta m b é m  no  s o ro  d o s  a n im a is . P a ra  es ta  

d o s a g e m  o s  m e s m o s  a n tic o rp o s  a c im a  d e s c rito s  fo ra m  u tilizados .
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Em  ge ra l, a p rim e ira  fa s e  do  e n s a io  im u n o e n z im á tic o  (E L IS A ) é  a p re p a ra çã o  da 

s u p e rfíc ie  d o s  p o ço s  d e  p la ca s  de  96  p o ço s  (M a x iso rp -N u n c ), a tra vé s  da  a d içã o  

d e  a n tic o rp o s  m o n o c lo n a is  p u rific a d o s  a n ti-c ito c in a  e s p e c ífic a  (p re v ia m e n te  

c ita d o s ), q u e  a d e re m  na  s u p e rfíc ie  d o s  poços . S ão  a d ic io n a d o s  e n tã o  ce rca  d e  50 

|uL da  s o lu ç ã o  de  a n tic o rp o  m o n o c lo n a l, d ilu íd o  em  P B S , a ca d a  poço . e  in cu b a d o  

a 4°C d u ra n te  a no ite , Fo i p o s te r io rm e n te  a d ic io n a d o  a ca d a  p o ço  150|liL d e  P B S  

c o n te n d o  5%  (p /v ) d e  p ro te ín a s  (c a s e ín a ) do  le ite  d e s n a ta d o  (M o lic o -N e s tié ) e 

in c u b a d o  p o r 1 h o ra  a 4®C, E s te  p a sso  te m  co m o  o b je tivo  o b lo q u e io  de  lig a çõ e s  

in e sp e c ífica s , a tra v é s  da  a çã o  da  ca s e ín a  p re se n te  no  le ite . A p ó s  a in cu b a çã o , a 

p la ca  fo i la va d a  p o r 4  ve z e s  co m  P B S  a c re s c id o  de  0 ,0 5 %  (v /v ) T w e e n  2 0  e  as 

a m o s tra s  a p lic a d a s  e m  v o lu m e  de  50  |.iL p o r poço. A  cu rva  da  c ito c in a  

re c o m b in a n te  fo i re a liza d a  a tra v é s  de  d ilu iç õ e s  se ria d a s , a p a rtir  d e  50  ng /m l. A  

c ito c in a  re c o m b in a n te  fo i d ilu íd a  em  P B S  c o n te n d o  0 ,1%  (p /v ) de  B S A  (A lb u m in a  

b o v in a  - S ig m a ). A p ó s  e s s e s  passos , a p laca  fo i e n tã o  in cu b a d a  p o r no  m ín im o  12 

h o ra s  a te m p e ra tu ra  d e  4°C , N a fa s e  fin a l do  p ro ce d im e n to , a p la ca  fo i la va d a  p o r 

4  v e z e s  co m  P B S  a c re s c id o  de  0 ,0 5 %  (v /v ) T w e e n  20. A d ic io n o u -s e  em  s e g u id a  

50|^l d e  a n tic o rp o  a n ti-c ito c in a  e s p e c ífic a  b io tin ila d o  (no  ca so  e s p e c ífic o  da  IL -23  

fo i u tiliz a d o  um  a n tic o rp o  a n ti- IL 2 3  p ro d u z id o  em  co e lh o ), d ilu íd o  em  P B S -0 ,0 5 %  

T w e e n  20, s e g u in d o -s e  d e  in c u b a ç ã o  p o r 1 ho ra  a te m p e ra tu ra  a m b ie n te . A p ó s  as 

la va g e n s , fo i a d ic io n a d o  50  jaL /poço  de  S tre p to a v id in a  c o n ju g a d a  a P e ro x id a se  na 

d ilu iç ã o  de  1 :4 0 0 0  (no  ca so  da  IL -23  fo i u tiliza d o  a n tic o rp o  a n ti-c o e lh o  p ro d u z id o
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4.9 Ensaio de ELISA



e m  c a b ra  e c o n ju g a d o  a P e ro x id a se ), d ilu íd a  em  P B S  e  in cu b a d a  p o r 30  m in u to s  à 

te m p e ra tu ra  a m b ie n te . N o fin a l d o  p ro ce sso , a re a çã o  fo i re ve la d a  com  SO pL/poço 

d e  s o lu ç ã o  re v e la d o ra  c o n te n d o  10m l d e  ta m p ã o  c itra to  0 ,1M  (pH  5.0), 3 |iL  de  

H 2 0 2  (0 ,3 %  v /v ) e  5 m g de  O P D , no  v o lu m e  de  50  |al p o r poço . O  b lo q u e io  da 

re a çã o  fo i re a liza d o  a tra v é s  d a  a d içã o  d e  5 0 |il/p o ç o  d e  á c id o  S u lfú r ico  (H 2 S 0 4 )  na 

c o n c e n tra ç ã o  d e  4N . E m  se g u id a , a p la ca  fo i s u b m e tid a  à q u a n tif ic a ç ã o  a tra v é s  do 

le ito r  d e  E L IS A , co m  o c o m p rim e n to  d e  o n d a  de  4 9 0  nm .

4.10 Análise Histopatológica

F ra g m e n to s  d e  c o ra ç ã o  d o s  a n im a is  fo ra m  fix a d o s  em  so lu ç ã o  d e  P B S  c o n te n d o  

10%  (v /v ) d e  fo rm a ld e íd o  (M e rck ), e m b lo c a d a  e m  p a ra fin a  e o s  co rte s  h is to ló g ico s  

fo ra m  c o ra d o s  p o r H .E . (H e m a to x ilin a  e E os ina ). A s  se c ç õ e s  h is to p a to ló g ica s  de  

te c id o  m u s c u la r e s q u e lé tic o  e  ca rd ía c o  fo ra m  a n a lisa d o s  p o r e s tu d o  d u p lo -c e g o  e 

o  in filtra d o  q u a n tif ic a d o  m o rfo lo g ic a m e n te  co m  a a ju d a  do  s o ftw a re  M o tic  Im ages  

P lu s  2 .0 . P a ra  ta n to , fo ra m  s e le c io n a d o s  a le a to r ia m e n te  5 ca m p o s  m ic ro scó p ico s  

(4 0 0 x ) d e  ca d a  ca s o  e  a s  c é lu la s  m o n o n u c le a re s  in filtra n te s  co n ta d a s , s e n d o  sua  

d e n s id a d e  e x p re s s a  em  c é lu la s  in filtra n te s /m m 2  de  tec ido .

O  te c id o  c a rd ía c o  fo i c o ra d o  ta m b é m  co m  p ic ro ss ír iu s , p a ra  d e te rm in a ç ã o  da 

fib ro se . A  q u a n tif ic a ç ã o  da  fib ro s e  fo i re a liza d a  a tra vé s  d e  a n á lise  m o rfo m é trica , 

s e le c io n a n d o -s e  5 c a m p o s  m ic ro s c ó p ic o s  a le a tó r io s  (4 0 0 x ) e  id e n tif ica n d o -se  a
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á re a  de  fib ro se , s e n d o  os  re s u lta d o s  e x p re s s o s  pe la  p o rce n ta g e m  do  te c id o  

p o s itiv o  p a ra  fib ro se .

4.11 Análise Estatística

O s  re s u lta d o s  sã o  a p re s e n ta d o s  co m o  m éd ias . A  s ig n ific â n c ia  d a s  d ife re n ça s  

o b s e rv a d a s  é a v a lia d a  a tra vé s  do  te s te  e s ta tís tic o  de  M a n n -W h itn e y , e n tre  o g ru p o  

te s te  e se u  g ru p o  co n tro le . V a lo re s  d e  p a b a ixo  de  0 ,0 5  são  co n s id e ra d o s  

s ig n if ic a n te  (a s s in a la d o s  p o r *).

47



5 .1 Parasitemia e l\/Jortalidade

D a d o s  p a ra s itê m ic o s  e a ta x a  de  m o rta lid a d e  fo ra m  a n a lisa d o s  d u ra n te  a fa s e  

a g u d a  d a  in fe c ç ã o  p a ra  v e r if ic a r  co m o  se  co m p o rta m  as d u a s  d ife re n te s  lin h a g e n s  

de  a n im a is  in fe c ta d o s  d u ra n te  e s te  pe ríodo . C o m o  v e rific a d o s  na F ig u ra  3, e m b o ra  

o s  a n im a is  C 5 7 B I/6  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  T u la h u e n  a p re se n te m  um  c re s c im e n to  

d o s  n íve is  p a ra s itê m ic o s  no m e sm o  p e río d o  q u e  os  a n im a is  B a lb /c  in fe c ta d o s  co m  

a ce p a  C o lo m b ia n a  do  T. cruzi, o s  m e s m o s  m o s tra m  re d u çã o  na  ca p a c id a d e  de  

c o n tro la r  a re p lic a ç ã o  p a ra s itá r ia  q u a n d o  c o m p a ra d o  a o s  a n im a is  C 57B I/6 . Is to  

p o d e  s e r v e rif ic a d o  a tra v é s  do  p ico  p a ra s itê m ic o  m a is  e le v a d o  e  da  “e lim in a çã o " 

m a is  ta rd ia  d o s  p a ra s ita s  c ircu la n te s , a té  a p a ssa g e m  pa ra  a fa s e  s u b -p a te n te  da 

in fe c ç ã o  (F ig u ra  3a). E s te  fa to  p o d e  e s ta r  re la c io n a d o  a um a m a io r m o rta lid a d e  

ve rif ic a d a  nos  a n im a is  C 57 B I/6 , e n tre  o 5 1 “  d ia  ao  5 7 ° p ó s -in fe cçã o , q u a n d o  

c o m p a ra d o s  a o s  a n im a is  B a lb /c  (F ig u ra  3b).
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Figura 3 -  Parasitemia (a) e mortalidade (b) dos animais Balb/c e C56BI/6 

infectados com a cepa Colombiana e Tulahuen do T. cruzi respectivamente.

D a d o s  o b tid o s  d u ra n te  a fa s e  a g u d a  da  in fe cçã o , n > 5.



A  p a ra s ite m ia  fo i ta m b é m  re a liza d a  s e m a n a lm e n te  d u ra n te  o tra ta m e n to  com  

C ic lo fo s fa m id a  (já  na  fa s e  c rô n ica  da  in fe cçã o ) e, e s p o ra d ica m e n te , a p ó s  o 

m e sm o , a té  o s a c r ifíc io  d o s  a n im a is . A  a n á lis e  p a ra s itê m ica  do  sa n g u e  não 

a p re s e n to u  a lte ra ç õ e s  co m  o tra ta m e n to , p e rm a n e ce n d o  a m b o s  os  g ru p o s  

in fe c ta d o s  ( tra ta d o s  ou  n ã o ) c o m  p a ra s ite m ia s  su b p a te n te s , ou  a té  m esm o , 

n e g a tiv a s  (F ig u ra  4 ). E s te  re su lta d o  fo i o  m e sm o  ta n to  p a ra  as  lin h a g e n s  B a lb /c , 

q u a n to  p a ra  o s  a n im a is  C 57B I/6 .
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F ig u ra  4  -  M é d ia s  p a ra s itê m ic a s  d u ra n te  e  a p ó s  o  t ra ta m e n to .  A n im a is  B a lb /c  

e  C 5 7 B I/6  in fe c ta d o s  co m  a s  c e p a s  C o lo m b ia n a  e  T u la h u e n  do  T. cruzi, 

re s p e c tiv a m e n te , tra ta d o s  ou  não  co m  C ic lo fo s fa m id a  (n=5).



A  m o rta lid a d e  d o s  a n im a is  ta m b é m  n ã o  fo i a fe ta d a  s ig n if ic a tiv a m e n te  co m  o 

tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a . D e  fa to , co m o  m o s tra  a F ig u ra  5, os  g ru p o s  de  

a n im a is  in fe c ta d o s  e tra ta d o s  a p re s e n ta ra m  ta x a s  d e  m o rta lid a d e  s e m e lh a n te s  

a o s  a n im a is  q u e  re c e b e ra m  a p e n a s  PBS .
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F ig u ra  5 .-  T a x a  d e  s o b re v id a  d o s  a n im a is  in fe c ta d o s  a  p a r t i r  d o  in íc io  d o  

t r a ta m e n to  (d ia  0 ) a té  o  ú l t im o  d ia  d e  a c o m p a n h a m e n to  d o  g ru p o ,  4  m e s e s  

a p ó s  o  té r m in o  d o  t r a ta m e n to .  Inf. =  a n im a is  in fe c ta d o s  co m  T. cruzi, T ra t. = 

a n im a is  tra ta d o s  co m  C ic lo fo s fa m id a  (n ^1 5 ).



O s re s u lta d o s  da  co n ta g e m  d a s  cé lu la s  m o n o n u c le a re s  d o  b aço  sã o  m o s tra d o s  na 

F ig u ra  6. C o m o  p o d e -s e  o b se rva r, o  tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  a u m e n to u  a 

c e lu la r id a d e  d o  b a ço  d o s  a n im a is  B a lb /c  (m a s  não  d o s  a n im a is  C 5 7 B I/6 ) q u a n d o  

a n a lis a d o  1-2 s e m a n a s  p ó s  tra ta m e n to . E n tre ta n to , a ce lu la r id a d e  do  b a ço  do s  

a n im a is  tra ta d o s  vo lta  ao  m e sm o  p a ta m a r d o s  a n im a is  a p e n a s  in fe c ta d o s , a p ó s  4 

m e se s .
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5.2 Celularidade dos Órgãos Linfóides

Figura 6 -  Contagem das células mononucleares do baço. C a m u n d o n g o s  

B a lb /c  in fe c ta d o s  co m  a c e p a  C o lo m b ia n a  e d e  c a m u n d o n g o s  C 5 7 B I/6  in fe c ta d o s  

co m  a ce p a  T u la h u e n  do  T. cruzi. *p < 0 ,0 5  (n > 3 ) M a n n -W h itn e y .



A  a n á lis e  fe n o típ ic a  d o s  lin fó c ito s  T  fo i re a liza d a  ta n to  nas  cé lu la s  do  b aço  q u a n to  

na s  c é lu la s  q u e  in filtra ra m  o m ú scu lo  e sq u e lé tico .

5.3.1 Baço

N o b a ço  fo ra m  a n a lis a d a s  as  p ro p o rç õ e s  c e lu la re s  q u e  sã o  in d ica tiva s  para  

a tiv a ç ã o  e  m e m ó ria  im u n o ló g ica , se g u n d o  a ba ixa  e xp re ssã o , a u sê n c ia  ou  a lta  

in te n s id a d e  d o s  m a rc a d o re s  C D 45R B '°'^, CD62L"®^ e  C D 44^ '‘°. N e s ta s  p o p u la çõ e s  

c e lu la re s  fo ra m  a in d a  e v id e n c ia d o s  o s  m a rca d o re s  d e  lin fó c ito s  T  C D 4  e  C D 8  e, 

a d ic io n a lm e n te , a  fre q ü ê n c ia  d e  lin fó c ito s  n T re g s  (aqu i co n s id e ra d a s  a s  cé lu la s  

C D 4 + C D 2 5 + C D 1 0 3 + ). N os  c a m u n d o n g o s  C 5 7 B I/6  fo ra m  a n a lisa d a s  ta m b é m  as 

p ro p o rç õ e s  d e  lin fó c ito s  N K T  (a p + N K 1 .1 + ), p o r se  tra ta r  de  um a lin h a g e m  q u e  

a p re s e n ta  o m a rc a d o r N K1.1 (K O O  &  P E P P A R D , 1984) so b re  a lg u m a s  da s  

p o p u la ç õ e s  d e  lin fó c ito s  T  e  d e  cé lu la s  N K  {“natural killer'').

5.3.1.1 - Ativação e Memória

A  a n á lis e  fe n o típ ic a  pa ra  m a rc a d o re s  d e  a tiva çã o  e m e m ó ria  m o s tro u  va ria çã o  

co m  o te m p o  q u e  s u c e d e u  o té rm in o  do  tra ta m e n to . C o m o  v e rific a d o  na F ig u ra  7 e 

8. há  u m a  d im in u iç ã o  s ig n ifica tiva , na lin h a g e m  C 57B I/6 , do  n ú m e ro  a b so lu to  das  

p o p u la ç õ e s  C D 4 5 R B ‘̂ ®'’" ’ e  CD62L'^®^ (re s p e c tiv a m e n te  F ig u ra  7C  e F ig u ra  8C ),
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lo g o  a p ó s  o tra ta m e n to , p r in c ip a lm e n te  pa ra  a p o p u la çã o  de  cé lu la s  T  C D 8. 

C o n tu d o , co m  o c e s s a r do  tra ta m e n to , e  d e c o rr id o s  4  m eses , os  c a m u n d o n g o s  

tra ta d o s  re to m a m  às m e s m a s  p ro p o rçõ e s  e n c o n tra d a s  no  a n im a l in fe c ta d o  a p e n a s  

(F ig u ra s  7 A ,C  e 8 A ,C ). E s te s  re s u lta d o s  fo ra m  o b s e rv a d o s  no  q u e  se  re fe re  à 

in fe c ç ã o  co m  a ce p a  T u la h u e n  em  c a m u n d o n g o s  C 5 7 B I6  C o lo m b ia n a , se n d o  que  

no s  a n im a is  B a lb /c  as  p o p u la çõ e s  a b s o lu ta s  não  se  a lte ra m , e m b o ra  o s  n ú m e ro s  

re la tiv o s  in d iq u e m  u m a  te n d ê n c ia  à re d u çã o  co m  o tra ta m e n to  a p ó s  1-2 se m a n a s .
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Figura 7. Números relativos e absolutos dos esplenócitos CD4+ ou CD8+ que 

expressam baixos níveis de CD45RB. (A ) e  (B ) n ú m e ro s  re la tivos ; (C ) e  (D), 

n ú m e ro  a b s o lu to  de  cé lu la s . A n im a is  C 5 7 B I/6  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  T u la h u e n  (A,

C ) e  a n im a is  B a lb /c  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  C o lo m b ia n a  (B, D ) do  T. cruzi. □

C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s ; ■  C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s  e tra ta d o s . A n á lis e s  fe ita s

co m  1-2 s e m a n a s  ou  4 m e s e s  a p ó s  o té rm in o  do  tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  

(*M a n n -W h itn e y  p < 0 ,0 5 ; n > 3).



Figura 8. Números relativos e absolutos dos esplenócitos CD4+ ou CD8+ que 

são negativos para o CD62L. (A ) e  (B ) n ú m e ro s  re la tivos ; (C ) e  (D ), n ú m e ro  

a b s o lu to  de  cé lu la s . A n im a is  C 5 7 B I/6  in fe c ta d o s  com  a ce p a  T u la h u e n  (A, C ) e

a n im a is  B a lb /c  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  C o lo m b ia n a  (B, D ) do  T. cruzi. □

C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s ; ■  C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s  e  tra ta d o s . A n á lis e s  fe ita s

co m  1-2 s e m a n a s  ou  4  m e s e s  a p ó s  o té rm in o  do  tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  

(*M a n n -W h itn e y  p< 0 ,05 ; n ^  3).



T a m b é m  p a ra  a s  p o p u la ç õ e s  d e  c é lu la s  T  q u e  e x p re s s a m  o m a rca d o r CD44®'*°, o 

tra ta m e n to  d e te rm in o u  u m a  d im in u iç ã o  d o s  n ú m e ro s  re la tivo s  e  ab so lu to s , nos 

a n im a is  C 5 7 B I/6  (F ig u ra  9A ,C ). T a l d ife re n ç a  só  p o d e  s e r o b se rv a d a  1-2 se m a n a s  

a p ó s  o tra ta m e n to , v is to  q u e  co m  4  m e se s  o n ú m e ro  de  cé lu la s  T  co m  CD44®'*° 

d o s  a n im a is  tra ta d o s  vo lta  a se  ig u a la r à q u e la  d o s  a n im a is  a p e n a s  in fe c ta d o s . 

N o v a m e n te  a s  c é lu la s  T  C D 8  m o s tra m  s e r m a is  a fe ta d a s  pe la  a d m in is tra çã o  de  

C ic lo fo s fa m id a  na  d o s e  u tiliza d a . D e  fa to , a lin h a g e m  C 5 7 B I/6  te n d e u  a a p re se n ta r 

o s  m e s m o s  re s u lta d o s  o b s e rv a d o s  p a ra  C D 45R B '° '^  e  CD62L"®^ (F ig u ra s  7 e 8). A  

lin h a g e m  B a lb /c , no  e n ta n to , a p re s e n to u  a p e n a s  um  p e q u e n o  a u m e n to  da  

p o p u la ç ã o  C D 8 + C D 4 4 a lto , 1-2 s e m a n a s  a p ó s  o tra ta m e n to  (F igu ra  9D ).
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Figura 9. Números relativos e absolutos dos esplenócitos CD4+ ou CD8+ que 

apresentam altos níveis de CD44 na superfície celular. (A ) e  (B ) n ú m e ro s  

re la tivo s ; (C ) e  (D ), n ú m e ro  a b s o lu to  d e  cé lu la s . A n im a is  C57B1/6 in fe c ta d o s  co m  a 

ce p a  T u la h u e n  (A, C ) e  a n im a is  B a lb /c  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  C o lo m b ia n a  (B, D )

d o  T. cruzi. □  C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s ; ■  C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s  e tra ta d o s .

A n á lis e s  fe ita s  co m  1-2 s e m a n a s  ou 4  m e se s  a p ó s  o té rm in o  do  tra ta m e n to  com  

C ic lo fo s fa m id a  (*M a n n -W h itn e y  p< 0 ,05 ; n > 3).



P a ra  q u a n tif ic a r as  c é lu la s  n T re g s  (c é lu la s  re g u la tó r ia s  n a tu ra is ) fo ra m  u tiliza d o s  

s im u lta n e a m e n te  a c o lo ra ç ã o  pa ra  os  m a rc a d o re s  C D 4, C D 2 5  e  C D 103 . F o ram  

a n a lis a d o s  a fre q ü ê n c ia  e os  n ú m e ro s  a b so lu to s  d e  c é lu la s  p o s itiva s  pa ra  

C D 2 5 + C D 1 0 3 +  d e n tro  da  p o p u la çã o  d u p lo -p o s itiv a  C D 4 + C D 2 5 + , c o n fo rm e  

d e s c r ito  e m  m a te ria is  e  m é to d o s  (F ig u ra  2 .2 ). E s te  p ro c e d im e n to  leva  ao  

e n r iq u e c im e n to  d e  cé lu la s  C D 1 0 3  p o s it iv a s  s o m e n te  na p o p u la çã o  d u p la m e n te  

m a rc a d a  co m  C D 4 +  e  C D 2 5 +  co n ju n ta m e n te , já  d e sd e  a a q u is içã o  de  cé lu la s  

m a rc a d a s  p o s itiva m e n te .

V e r if ic a -s e  na  F ig u ra  10 q u e  o tra ta m e n to  in d u z iu  um  a u m e n to  d o s  n ú m e ro s  

a b s o lu to s  e  re la tivo s  ta n to  d e  cé lu la s  tr ip la m e n te  m a rca d a s  (C D 4 + C D 2 5 + C D 1 0 3 + ) 

c o m o  na  p o p u la ç ã o  d e  C D 4 + C D 2 5 + . É  in te re s s a n te  n o ta r q u e  a fre q ü ê n c ia  de  

c é lu la s  T C D 4 + C D 2 5 + C D 1 0 3 +  é  re d u z id a  co m  o e n v e lh e c im e n to  d o  a n im a l no 

m o d e lo  d e  in fe cçã o  c rô n ica  (F ig u ra  10), is to  é. m e d ia n te  p ro vá ve l e  c o n s ta n te  

e s tim u la ç ã o  a n tig ê n ica , em  a m b a s  a s  linhage ns . C o n c o m ita n te  a isso  há um a 

im p o rta n te  in v o lu ç ã o  tím ic a  em  a n im a is  m a d u ro s  ou ve lh o s , o  q u e  p ro v a v e lm e n te  

m o d ifica  o s  n íve is  d e  a tiv a ç ã o  d o s  lin fó c ito s  p e rifé rico s , pe la  m e n o r sa íd a  de  

c é lu la s  naïve tím ica s .
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5.3.1.2- Células Regulatórias e Células NKT



Figura 10- Números relativos e absolutos cios esplenócitos CD4+ que são 

CD25+ e dos que são CD25+CD103+, (A ) e  (B ) n ú m e ro s  re la tivos ; (C ) e  (D ), 

n ú m e ro  a b s o lu to  de  cé lu la s . A n im a is  C 5 7 B I/6  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  T u la h u e n  (A,

C ) e  a n im a is  B a lb /c  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  C o lo m b ia n a  (B, D ) d o  T. cruzi. □

C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s ; ■  C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s  e tra ta d o s . A n á lis e s  fe ita s

co m  1-2 s e m a n a s  ou  4  m e s e s  a p ó s  o té rm in o  d o  tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  

(*M a n n -W h itn e y  p< 0 ,05 ; n > 3).



D ife re n te m e n te  d a s  cé lu la s  T  C D 4 C D 2 5 +  q u e  a p re s e n ta ra m  d isc re to  a u m e n to  

co m  0 tra ta m e n to  (F ig u ra  10), as  cé lu la s  a p + N K T 1 .1  a p re s e n ta ra m  um  e n o rm e  

a u m e n to  co m  o tra ta m e n to . E ssa  a lte ra ç ã o  se  m a n te ve  m e sm o  p a ssa d o s  os  4 

m e s e s  d o  té rm in o  d o  tra ta m e n to , e m b o ra  e m  p ro p o rçõ e s  m e n o re s  q u e  a 

e n c o n tra d a  a n te r io rm e n te  (F ig u ra  11 ).
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Figura 11. Números relativos (A) e absoluto (B) dos esplenócitos TCRap+ 

que apresentam o marcador de superfície NK 1.1. □  C a m u n d o n g o s  in fec tado s ;

C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s  e tra ta d o s . A n im a is  C 57 B I/6  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  do

T. cruzi. A n á lis e s  fe ita s  co m  1-2 s e m a n a s  ou  4  m e se s  a p ó s  0 té rm in o  do  

tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  (*M a n n -W h itn e y  p< 0 ,05 ; n > 3).



D o m e s m o  m o d o  q u e  a c o n te c e  no  baço , a a n á lis e  d o s  lin fó c ito s  q u e  in filtra m  o 

m ú s c u lo  e s q u e lé tic o  o tra ta m e n to  in d u z  c o n s id e rá ve l a u m e n to  da  p ro p o rçã o  de  

c é lu la s  C D 4  q u e  e x p re s s a m  os m a rc a d o re s  C D 2 5  e a m b o s  o s  m a rca d o re s  C D 25  

e  C D 1 0 3  (F ig u ra  12), in d ic a n d o  q u e  ta is  cé lu la s  e s tã o  m ig ra n d o  p a ra  o s ítio  de  

in fla m a çã o , p ro p o rc io n a lm e n te  a seu  n ú m e ro  re la tivo  n o s  ó rg ã o s  lin fó id e s  

s e cu n d á rio s . O  a u m e n to  in d ica d o  fo i d e  a té  100%  em  a n im a is  C57B1/6 tra ta d o s , 

e m  re la ç ã o  ao  se u  c o n tro le  in fe c ta d o , 1-2 s e m a n a s  a p ó s  o  tra ta m e n to .
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5.3.2 Músculo Esquelético

Figura 12- Números relativos e dos linfócitos MnIME CD4 que são

CD25+CD103+. □  C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s ; ■  C a m u n d o n g o s  in fe c ta d o s  e

tra ta d o s . A n im a is  C 5 7 B I/6  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  T u la h u e n  e a n im a is  B a lb /c  

in fe c ta d o s  co m  a ce p a  C o lo m b ia n a  do  T. cruzi. A n á lis e s  fe ita s  com  1-2 se m a n a s  

ou  4  m e se s  a p ó s  o té rm in o  do  tra ta m e n to  c o m  C ic lo fo s fa m id a .
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D ife re n te m e n te  d o  q u e  o c o rre  co m  a C D 4 + C D 2 5 + , as  cé lu la s  N K T  não  se g u e m  a 

p ro p o rç ã o  e n c o n tra d a  no  baço . D e  fa to , co m o  m o s tra d o  na F igu ra  13, o  

tra ta m e n to  não  c o n s e g u e  in d u z ir  um a a lte ra ç ã o  im p o rta n te  d e s ta  p o p u la çã o  no 

in filtra d o  d o  m ú scu lo  e sq u e lé tico .

0
1-2 semanas 4 meses

Tempo pós tém iino do tratamento

Figura 13- Números relativos dos linfócitos MnIME ap que são NK 1.1+, 

infiltrando o músculo esquelético, 7 a 15 dias e 4 meses após o término do 

tratamento com Ciclofosfamida (30mg/kg), A n im a is  C 5 7 b l/6  in fe c ta d o s  com  a 

ce p a  T u la h u e n  do  T. cruzi.



F o ra m  re a liz a d a s  d o s a g e n s  de  d ife re n te s  c ito c in a s , ta n to  no so b re n a d a n te  de  

e s p le n ó c ito s , q u a n to  no  s o ro  d o s  d ife re n te s  g ru p o s  e x p e rim e n ta is . O s  re su lta d o s  

e n c o n tra d o s  e s tã o  d e s c r ito s  aba ixo .

5.4.1 Dosagem de Citocinas no Sobrenadante de Cultura de Esplenócitos

C ito c in a s  co m o  IL -10  ou  c ito c in a s  p ró - in fla m a tó r ia s  co m o  IFNy, IL -12 , IL -23 , e  IL - 

17 fo ra m  d o s a d a s  no  s o b re n a d a n te  d e  cu ltu ra  de  e s p le n ó c ito s  d o s  d ife re n te s  

g ru p o s  e x p e rim e n ta is .

C o m o  v e r if ic a d o  na F ig u ra  14, a p ó s  o tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  h o u ve  um a 

d im in u iç ã o  d o s  n íve is  d e  IFNy, s e n d o  es ta  m a is  e x p re s s iv a  na lin h a g e m  C 57B I/6  

in fe c ta d o  co m  a ce p a  T u la h u e n  d o  T. cruzi. E ssa  d im in u içã o , v e r if ic a d a  já  7 -15  

d ia s  a p ó s  té rm in o  do  tra ta m e n to , se  m a n te ve  c o n s ta n te  a p ó s  4  m e se s  do  

tra ta m e n to .
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Figura 14- Níveis de IFNy encontrados no sobrenadante de cultura de 

esplenócitos. C u ltu ra  d e  4 8 h  co m  5 x10® cé lu la s /m l, e s tím u lo s  com  IL-2  e 

a n tíg e n o  d o  T. cruzi. ( *M a n n -W h itn e y  p< 0 ,05 ; n > 3).

C o m  re la ç ã o  à c ito c in a  a n tiin fla m a tó ria  IL -10 , h o u ve  um  p eque no , p o rém  

s ig n if ic a tiv o  a u m e n to  na  su a  p ro d u çã o  p o r p a rte  d o s  e sp le n ó c ito s . E s ta  fo i 

v e r if ic a d a  7 -1 5  d ia s  a p ó s  o té rm in o  do  tra ta m e n to  e  ta m b é m  se  m a n te ve  m e sm o  

a p ó s  4  m e se s  (F ig u ra  15).
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Figura 15- Níveis de IL-10 encontrados no sobrenadante de cultura de 

esplenócitos. C u ltu ra  d e  4 8 h  co m  5 x10® cé lu la s /m l, e s tím u lo s  com  IL-2  e 

a n tíg e n o  d o  T. cruzi. ( *M a n n -W h itn e y  p<0 ,05 ; n > 3).

Q u a n to  à s  c ito c in a s  p ró - in fla m a tó ria s , IL -12  e IL -23 , e s ta s  não  fo ra m  e n c o n tra d a s  

no  s o b re n a d a n te  ( re s u lta d o s  n ã o  m o s tra d o s ). P o r o u tro  lado , no  g ru p o  

e x p e r im e n ta l B a lb /c  in fe c ta d o  co m  a ce p a  C o lo m b ia n a , fo i e n co n tra d o  IL -1 7, a 

q u a l a p re s e n to u -s e  a u m e n ta d o  a p ó s  o tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a . E sse  

a u m e n to , e n c o n tra d o  7 -1 5  d ia s  a p ó s  o  tra ta m e n to  não  se  m a n te ve , vo lta n d o  aos 

v a lo re s  d o  g ru p o  in fe c ta d o  p a s s a d o s  4  m e se s  (F ig u ra  16).
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1-2 semanas 4 meses 

Balb/c

Figura 16 -Níveis de ÍL-17 encontrados no sobrenadante de cultura de 

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

cruzi. C u ltu ra  d e  4 8 h  co m  5 x10® c é lu la s /m l, e s tím u lo s  co m  IL -2  e  a n tíg e n o  d o  T. 

cruzi. (*M a n n -W h itn e y  p < 0 ,0 5 ; n > 3).

5.4.2 Avaliação das Citocinas Detectadas no Soro de Animais Infectados e 

Tratados ou Não com Ciclofosfamida.

A  d o s a g e m  d e  d iv e rs a s  c ito c in a s  fo i re a liza d a  ta m b é m  e m  a m o s tra s  de  so ro  d o s  

a n im a is  in fe c ta d o s , s u b m e tid o s  ao  tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  ou não. F o ram  

re a liz a d a s  d o s a g e n s  p a ra  IL -12 , T N F  e IL -1 7. A  p a rtir  d a s  c ito c in a s  c ita d a s , fo i 

d ifíc il a d e te c ç ã o  no  so ro , p ro v a v e lm e n te  p o r e s ta re m  a u s e n te s  ou  em  n íve is  

a b a ix o  do  lim ite  d e  d e te c ç ã o  pe lo  E L IS A .



C la ra m e n te , a s  q u a n tid a d e s  d e  IL -12  e s tã o  d im in u íd a s  no  so ro  de  a n im a is  B a lb /c  

in fe c ta d o s  e tra ta d o s  c o m  C ic lo fo s fa m id a , a p ó s  1-2 s e m a n a s  do  té rm in o  do 

m e s m o  (F ig u ra  17). E s te  p a d rã o  de  a lte ra ç ã o  se  c o rre la c io n a  co m  o do  IFNy no 

s o b re n a d a n te  de  cu ltu ra  d e  e sp le n ó c ito s , q u e  ta m b é m  d im in u i nas p rim e ira s  

s e m a n a s  p ó s -tra ta m e n to  (F ig u ra  14). E n tre tan to , p a ssa d o s  4  m eses , as 

q u a n tid a d e s  d e  lL -1 2  no  s o ro  se  ig u a la m  à d o s  a n im a is  a p e n a s  in fe c ta d o s  (F igu ra  

17).
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Figura 17 -  Níveis de IL-12 no soro de camundongos Balb/c após 7-15 dias e 

4 meses pós-termino do tratamento. A n im a is  B a lb /c  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  

C o lo m b ia n a  do  T. cruzi. (*M a n n -W h itn e y  p< 0 ,05 ; n > 3).



U m  re s u m o  s im p lif ic a d o  d a s  a lte ra ç õ e s  o b s e rv a d a s  nos  p e rfis  d e  c ito c in a s , ta n to  

d e  c u ltu ra  d e  e s p le n ó c ito s  q u a n to  no  so ro  d o s  a n im a is , es tá  m o s tra d o  na T a b e la  

1 .
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5.4.3 Resumo dos Perfis de Citocinas

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

comparando-se animais Balb/c e C57BI/6 infectados e tratados 

(Ciclofosfamida) com os animais apenas infectados.

tFWy lL -1 0 IL -1 7 IL -1 2  f t - 2 3

C u ltu ra  d e  e s p le n ó c ito s  1-2 s e m a n a s i t t N D

4  m e se s ; t -

N o ta : C u ltu ra  de  e s p le n ó c ito s  re a liza d a  co m  e s tím u lo s  d e  a n tíg e n o  d e  T. cruzi 

(1 0 0 n g /m l)  e  IL -2  (2 0 0 n g /m l). D o sa g e m  re a liza d a  a tra v é s  d e  E L IS A  p o r 2  ou  3 

ve ze s , d e  m a n e ira  in d e p e n d e n te . S ím b o lo s  u tiliza d o s : ( t )  a u m e n ta  com  o 

tra ta m e n to ; (>l) d im in u í co m  o tra ta m e n to ; (-) c ito c in a  a u s e n te  ou  a b a ixo  d o s  n íve is  

d e  d e te c ç ã o  da  cu rva ; (N D ) e n s a io  não  rea lizado .



O m ú s c u lo  c a rd ía c o  e e s q u e lé tic o  fo i re tira d o  do s  a n im a is , fixa d o  em  fo rm o l 

M illo n in g  10%  (ta m p o n a d o  em  pH  7.4). p ro c e s s a d o  e  c o ra d o  co m  H e m a to x ilin a  e 

E o s in a  (n o s  ca s o s  co m  7 -1 5  d ia s  e 4  m e se s  p ó s -tra ta m e n to ), p a ra  q u a n tifica çã o  

d o  in filtra d o  in fla m a tó rio , e  p ic ro s s ír iu s  (n o s  c a s o s  com  4  m e se s  p ó s -tra ta m e n to ), 

pa ra  a v a lia ç ã o  da  fib ro se .

A  a n á lis e  h is to p a to ló g ic a  m o s tro u  q u e  a in fe cçã o  c rô n ica  pe lo  T. cruzi d e te rm in a  

um a  m io c a rd ite  d e  d ife re n te s  in te n s id a d e s , va r ia n d o  de  leve  a in te n sa , co m p o s ta  

q u a s e  a b s o lu ta m e n te  d e  m o n o n u c le a re s . O  tip o  d e  in filtra d o  va ria  de  fo ca l a 

d ifu so , em  a m b o s  os  ca so s  a s s o c ia d o s  às  á re a s  de  n e c ro se  co m  ca rd io m ió c ito s  

d e s tru íd o s . O  in filtra d o  e, c o n s e q ü e n te m e n te  a n e c ro se  tissu la r, sã o  m a is  

in te n so s , n o rm a lm e n te , n o s  á trio s , se g u id o  pe lo  v e n tr íc u lo  d ire ito . Q u a s e  se m p re  

o s  in filtra d o s  n ã o  e s tã o  a s s o c ia d o s  à p re se n ça  d o  p a ra s ita , ao  m e n o s  s o b  a n á lise  

a o  m ic ro s c ó p io  ó p tic o  d e  c o rte s  c o ra d o s  co m  H E. D e  fa to , no  g ru p o  de  a n im a is  

in fe c ta d o s  fo ra m  e n c o n tra d o s  a p e n a s  2 ca so s  p o s itivo s  de  27  a n a lisa d o s , 

e n q u a n to  q u e  no  g ru p o  tra ta d o  a p e n a s  3 ca so s  de  26  a p re s e n ta v a m  v e s tíg io s  de  

p a ra s ita  (F ig u ra  18).
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Figura 18 -  Tecido cardíaco de camundongos Balb/c após 1-2 semanas do 

fim do tratamento com Ciclofosfamida (30mg/kg). a- a n im a l in ta c to  (400x); b- 

a n im a l n o rm a l tra ta d o  (400x ); c - ca m p o  re p re se n ta tivo  do  g ru p o  in fe c ta d o  a p e n a s  

(400x ); d -  c a m p o  re p re s e n ta tiv o  do  g ru p o  in fe c ta d o  e  tra ta d o  (400x); e - fo c o  de



d e s tru iç ã o  te c id u a l e  p o s s ív e is  re s to s  d e  p a ra s ita s  p re se n te s  (lOOOx); f- 

c a rd io m ió c ito  in fe c ta d o  s e n d o  d e s tru íd o  p o r cé lu la s  m o n o n u c le a re s  in fla m a tó ria s  

(1 0 0 0 x). S e ta s  in d ic a m  fo rm a s  a m a s tig o ta s  in tra c e lu la re s  do  T. cruzi. C o lo ra çã o  

HE.

A  a n á lis e  m o rfo m é tr ic a  pa ra  in filtra d o  in fla m a tó rio  em  a n im a is  B a lb /c  in fe c ta d o s  

m o s tra  que , e m b o ra  o tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a , na d o s e  u tiliza d a  não  induz  

a um  a u m e n to  s ig n if ic a tiv o  do  in filtra d o , e s te  m ostra  um a  te n d ê n c ia  a in te n s ific a r 

e n tre  a p rim e ira  e  se g u n d a  se m a n a , ta n to  no  c o ra çã o  (F ig u ra  19a -b ) q u a n to  no 

m ú scu lo  e s q u e lé tic o  (F ig u ra  19c). A  a u s ê n c ia  de  um a s ig n ificâ n c ia  e s ta tís tica  

p o d e  e s ta r re la c io n a d a  a u m a  a lta  v a ria ç ã o  no  g rau  d e  in filtrado , d e n tro  do  g ru p o  

tra ta d o . A  a n á lis e  h is to p a to ló g ic a  do  m io c á rd io  a p ó s  4  m e se s  m o s tra  q u e  es ta  

te n d ê n c ia  não  se  m a n tê m  co m  o p a s s a r d o  te m p o  (F ig u ra  19 a-b).
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a b

Figura 19 -  Quantificação do infiltrado inflamatório em fragmentos de tecido 

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

A n á lis e  do  te c id o  c a rd ía c o  re a liz a d a  no s  ca s o s  co m  7 -1 5  d ia s  (a ) ou  co m  4  m e se s  

(b ) p ó s -te rm in o  d o  tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a . (M a n n -W h itn e y  p> 0 ,05 ; n ^  3). 

N o  d e ta lh e  (c), q u a n tif ic a ç ã o  do  in filtra d o  in fla m a tó rio  no  m ú scu lo  e s q u e lé tic o  de  

a n im a is  B a lb /c  in fe c ta d o s  co m  a ce p a  C o lo m b ia n a  do  T. cruzi: a n á lise  re a liza d a  no 

m ú s c u lo  e s q u e lé tic o  e n tre  7 a 15 d ia s  p ó s -te rm in o  d o  tra ta m e n to  com  

C ic lo fo s fa m id a . (M a n n -W h itn e y  p> 0 ,05 ; n =7, re p re se n ta tivo  de  2 e x p e rim e n to s  

in d e p e n d e n te s ).
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A  a n á lis e  h is to p a to ló g ic a  da  fib ro s e  e m  co rte s  h is to ló g ic o s  d e  m io cá rd io  dos  

a n im a is  B a lb /c  e  C 5 7 B I/6  c o ra d o s  com  p ic ro s s ír iu s  m o s tro u  q u e  a in fe cçã o  c rô n ica  

pe lo  T. cruzi d e te rm in a  a d e p o s iç ã o  d e  c o lá g e n o  nas  á re a s  n e c ro sa d a s , em  

s u b s titu iç ã o  à s  f ib ra s  m u s c u la re s  d e s tru íd a s . T a l fib ro s e  p o d e  s e r in te rs tic ia l ou 

p e riva scu la r, va ria n d o , em  a m b o s  os  g ru p o s , de  le ve  a in te n so  (F ig u ra  20).
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Figura 20 -  Coloração com picrossírius realizado no miocárdio de 

camundongos Balb/c passados 4 meses pós término do tratamento com 

Ciclofosfamida. a, b, d -  v e n tr íc u lo  d ire ito ; c  - á tr io  d ire ito , (a ) a n im a l in tac to ; (b ) 

a n im a l n o rm a l tra ta d o ; (c ) a n im a l in fe c ta d o  p e lo  T. cruzi, (d ) a n im a l in fe c ta d o  e 

tra ta d o . A u m e n to  = 200x .
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A  a n á lis e  m o rfo m é tr ica , p a ra  v e r if ic a r  se  o tra ta m e n to  in flu e n c ia  de  m o d o  d ire to  ou 

in d ire to  na d e p o s iç ã o  de  co lá g e n o , não  m o s tro u  a lte ra ç ã o  s ig n ific a n te  e n tre  os 

g ru p o s . D e  fa to , c o m o  m o s tra  na F ig u ra  21 , a á re a  p o s itiva  p a ra  d e p o s içã o  de  

c o lá g e n o  nos  a n im a is  in fe c ta d o s  é  b a s ta n te  s e m e lh a n te  à q u e la  d o s  a n im a is  

in fe c ta d o s  e  tra ta d o s .

Figura 21 -  Quantificação da fibrose em miocárdio de animais C57BI/6 e 

Balb/c infectados com a cepa Colombiana e Tulahuen do T. cruzi. A n á lis e  

re a liza d a  n o s  ca s o s  co m  4 m e se s  p ó s  te rm in o  d o  tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a . 

(M a n n -W h itn e y  p> 0 ,05 ; n > 3).



O  p rin c ip a l e fe ito  p a to g ê n ic o  na D o e n ça  d e  C h a g a s  re s id e  na m io ca rd ite  in tensa  

q u e  leva  à fa lê n c ia  ca rd ía ca  p ro g re ss iva  em  ce rca  de  30%  d o s  p o rta d o re s  

c rô n ic o s  d o  T. cruzi, em  se re s  h u m a n o s  (re v isã o  em  W H O  2002 ). E m b o ra  o 

m o d e lo  m u rin o  n ã o  re p re s e n te  c la ra m e n te  o q u e  se  d e sc re ve  co m o  fa se  

in d e te rm in a d a  d a  d o e n ça , a q u a l c a ra c te r iz a -s e  pe la  p re se n ça  de  d is c re to s  fo c o s  

d e  in filtra d o  in fla m a tó rio  no  m io c á rd io  (s e n d o  q u e  as  fu n ç õ e s  c a rd ía c a s  e s tã o  

in a lte ra d a s ), e s te  te m  s id o  um  bom  m o d e lo  pa ra  o e s tu d o  da  m io ca rd ite  c rô n ica  

(A N D R A D E , 1990; re v isã o  em  A N D R A D E , 2 000 ). D e fa to , v e r if ic a m o s  que, a 

d e s p e ito  da  e n o rm e  v a r ia ç ã o  q u e  o co rre  d e n tro  do  g ru p o  e x p e rim e n ta l, (m e sm o  

u tiliz a n d o -s e  lin h a g e n s  iso g ê n ic a s  p a ra  o es tu d o ), a in fe cçã o  c rô n ica  de  a n im a is  

B a lb /c  pe la  ce p a  C o lo m b ia n a , e  d e  C57B1/6 pe la  ce p a  T u la h u e n  d e te rm in a  a 

d is p o s iç ã o  d e  um  in filtra d o  in fla m a tó rio  no  m io cá rd io , v a r ia n d o  es ta  d e  leve  a 

in te n so . C o m o  d e m o n s tra d o  no  p re s e n te  e s tu d o , ta l in filtra d o  d e te rm in a  a n e c ro se  

d e  c a rd io m ió c ito s  v is iv e lm e n te  in fe c ta d o s  ou, m a is  co m u m e n te , de  ca rd io m ió c ito s  

q u e  n ã o  a p re s e n ta m  e v id ê n c ia s  v is ív e is  d e  p a ra s itis m o  ao  m ic ro scó p io  ó p tico  

(F ig u ra  18). A  n e c ro se  p ro vo ca d a  p e lo  in filtra d o  in d u z  ao  e s ta b e le c im e n to  de  

fib ro s e , co m  d e p ó s ito s  d e  fíb ro n e c tin a , la m in in a  e  p ró -c o lá g e n o s  tip o  111 e IV. Em  

c a m u n d o n g o s , es ta  f ib ro s e  s ó  re g rid e  co m  o tra ta m e n to  q u im io te rá p ic o  e sp e c ífico  

c o n tra  o T. cruzi, c o m o  o b s e rv a d o  p o r A N D R A D E  e t al (1991 ). T a m b é m  

v e r if ic a m o s  a p re s e n ç a  de  fib ro s e  no  m io cá rd io  d o s  a n im a is  c ro n ica m e n te  

in fe c ta d o s , a q u a l te v e  in te n s id a d e  v a r ia d a  d e p e n d e n d o  do  ca so  (F ig u ra  20).
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A  C ic lo fo s fa m id a , q u a n d o  u tiliza d a  em  a lta s  d o se s  (2 0 0 -3 5 0  m g /kg ), p ossu i um a 

a tiv id a d e  im u n o s s u p re s s o ra  b e m  e s ta b e le c id a  (S H A N D , 1978). E s ta  p ro p rie d a d e  

te m  s id o  e x p lo ra d a  p e la  c lín ica  q u e  u tiliza  ta l d o sa g e m  pa ra  o tra ta m e n to  de  

d o e n ç a s  a u to - im u n e s , bem  co m o  em  tra n sp la n te s , pa ra  e v ita r  a re je içã o  do  ó rg ã o  

p e lo  h o s p e d e iro  (re v is ã o  em  S H A N D , 1979). É ce rto  q u e  ta l c a ra c te rís tica  pode  

s e r b a s ta n te  p re ju d ic ia l em  c a s o s  d e  in fe cçã o  a tiva , o n d e  a im u n o ssu p re ssã o  

fa v o re c e  o e s ta b e le c im e n to  e  p ro life ra ç ã o  d e  m ic ro o rg a n is m o s  p a to g ê n ico s .

N o  q u e  s e  re fe re m  a o s  m o d e lo s  e x p e r im e n ta is  pa ra  o e s tu d o  d e  d ia b e te s  tip o  I, 

a n im a is  N O D  (do  ing lês , non-obese diabetes) vêm  s e n d o  a m p la m e n te  e s tu d a d o s . 

E m b o ra  o s  a n im a is  N O D , a p a rtir  da  q u in ta  s e m a n a  em  d ia n te  de  v ida , ve n h a m  a 

a p re s e n ta r  in su lite  e m  p ra tic a m e n te  to d o s  os  ca so s , a p e n a s  um a  p e q u e n a  

p o rc e n ta g e m  d e s te s  a n im a is  e vo lu i p a ra  o d ia b e te s . A  a d m in is tra ç ã o  de  

C ic lo fo s fa m id a  in d u z  u m a  d im in u iç ã o  in ic ia l da  in su lite  s e g u id a  d e  u m a  ráp ida  

re s s u rg ê n c ia  do  in filtra d o , co m p o s to  d e  lin fó c ito s  T, co m  co n se q ü e n te  d e s tru içã o  

d a s  ilh o ta s  d e  cé lu la s -b e ta . A  d e p le çã o , pe la  C ic lo fo s fa m id a , d e  c é lu la s  e n vo lv id a s  

no s  m e c a n is m o s  q u e  m a n tê m  a in su lite  so b  co n tro le , te m  s id o  re la ta d a  c o m o  o 

m o tivo  q u e  leva  a o  a p a re c im e n to  d o  d ia b e te s  n es te  m o d e lo  e xp e rim e n ta l 

(C H A R L T O N  e t a l, 1989). D e  c e rta  fo rm a , ta is  m e c a n ism o s  sã o  p a rc ia lm e n te  

re e s tru tu ra d o s  pe lo  G -C S F  (um  fa to r  h e m a to p o ié tic o  da  lin h a g e m  m ie ló ide ), v is to  

q u e  o tra ta m e n to  co m  e s ta  c ito c in a  a p ó s  a d m in is tra ç ã o  de  C ic lo fo s fa m id a  é  ca p a z  

d e  in ib ir  a in d u ç ã o  da  d ia b e te s  p o r es ta  d roga , a lé m  de  p re v e n ir a p e rda  d e  cé lu la s  

re g u la tó r ia s  C D 4 + C D 2 5 +  (H A D A Y A  e t al, 2 005 ). C u rio s a m e n te  a im u n o re g u la çã o  

da  in s u lite  não  o co rre  d ire ta m e n te  p e la  IL -10  v is to  q u e  a n im a is  d e fic ie n te s  d es ta
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c ito c in a  a p re s e n ta m  ta x a s  se m e lh a n te s  d e  d iabe te s , m e sm o  a p ó s  tra ta m e n to  com  

C ic lo fo s fa m id a  (R A J A G O P A L A N  e t al, 2 0 0 6 ). E n tre ta n to , d ive rsa s  c ito c in a s  p ró - 

in fla m a tó r ia s  re la c io n a d a s  à e x a c e rb a ç ã o  da  in su lite  e  c o n s e q ü e n te  a p o p to se  das  

c é lu la s  be ta , e n tre  e la s  o IFN y (A B L A M U N IT S  e t al, 1999), T N F a , T N F p , IL -5  

a p re s e n ta ra m  n ív e is  a u m e n ta d o s  nos  s ítio s  in fla m a tó rio s  (K O R A V IK  e t al, 1997).

A  im u n o s s u p re s s ã o  q u e  p o d e  e s ta r p re se n te  no  tra ta m e n to  in vivo com  d ro g a s  

pa re ce , e n tre ta n to , e s ta r  a u s e n te  q u a n d o  se  u tiliza  d o s e s  m a is  b a ixa s  de  

C ic lo fo s fa m id a  (a b a ixo  d e  5 0 m g /kg ). N a  in fe cçã o  c rô n ica  pe lo  T. cruzi, co m o  

o b s e rv a d o  aq u i co m  d u a s  c e p a s  d ife re n te s  (C o lo m b ia n a  e T u la h u e n ), o tra ta m e n to  

p ro lo n g a d o  co m  C ic lo fo s fa m id a  não  d e te rm in o u  a u m e n to  no  n ú m e ro  d e  p a ra s ita s  

c irc u la n te s  no  s a n g u e  p e rifé r ic o  (F ig u ra  4a ), nem  tã o  p o u co  no  te c id o  ca rd ía co . 

A p e s a r d isso , a in fla m a ç ã o  no  m io cá rd io  d e s te s  a n im a is  te n d e u  a a u m e n ta r 

(e m b o ra  n ã o  te n h a  s id o  e s ta tis tic a m e n te  s ig n ifica n te ), q u a n d o  c o m p a ra d o  aos 

a n im a is  n ã o  tra ta d o s  (F ig u ra  19a). E sse s  d a d o s  c o rro b o ra m  e s tu d o s  p ré v io s  que  

m o s tra ra m  um  a u m e n to  na in te n s id a d e  da  in fla m a çã o  do  m io cá rd io  a p ó s  o 

tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  (5 0 m g /kg ), em  cã e s  c ro n ic a m e n te  in fe c ta d o s  pe lo  

T. cruzi, se m  c o n tu d o  a lte ra r os  n íve is  de  p a ra s ita s  no  h o sp e d e iro  (A N D R A D E  e t 

al, 1987).

A lé m  d o  m a is , em  c e rto s  m o d e lo s  liv re s  de  p a tó g e n o s , co m o  p o r e xem p lo , na 

im u n iz a ç ã o  d e  c a m u n d o n g o s  co m  b a ixa s  d o se s  d e  h e m á c ia s  d e  ca rne iro , o 

tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  e m  d o se s  de  2 0  m g /kg  in d u z  a um  a u m e n to  na
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re a ç ã o  d e  h ip e rs e n s ib ilid a d e  ta rd ia , se m  c o n tu d o  a fe ta r a p ro d u çã o  d e  a n tico rp o s  

(A S K E N A S E  e t al, 1975). E s te s  fa to s  in d ica m  h a v e r um a p ro p rie d a d e  im u n o ­

m o d u la d o ra  d a  C ic lo fo s fa m id a  q u a n d o  u tiliza d a  em  n e s ta s  d o s e s  m a is  ba ixas . 

M u ito s  a u to re s , d u ra n te  a d é ca d a  d e  70 -80 , a p o n ta ra m  p a ra  um a  a tiv id a d e  

in ib itó r ia /c ito tó x ic a  e s p e c ífic a  d es ta  d o s a g e m  so b re  o s  lin fó c ito s  d e n o m in a d o s  

e n tã o  s u p re s s o re s  (A S K E N A S E  e t al, 1975; S C H W A R T Z  e t al, 1978; A N D R A D E  

e t al, 1987). A tu a lm e n te  e s te s  vê m  s e n d o  d e s ig n a d o s  co m o  lin fó c ito s  T  

re g u la tó r io s , c o n s titu in d o  a d e p le ç ã o  d o s  m e sm o s  a e xp lic a ç ã o  m a is  p ro vá ve l para  

a e x a c e rb a ç ã o  da  in fla m a ç ã o  aq u i o b se rva d a  (P E S S IN A  e t al, 2 0 0 5 ). Em  o u tra s  

p a la v ra s , um a  p o s s ib ilid a d e  se ria  a de  q u e  os  lin fó c ito s  re g u la tó r io s  se riam  

f is io lo g ic a m e n te  m a is  s u s c e p tív e is  à a çã o  da  C ic lo fo s fa m id a  q u e  os  lin fó c ito s  

in fla m a tó rio s . E s ta  d im in u iç ã o  se le tiva  d e  lin fó c ito s  re g u la tó r io s  im p lica ria  e n tã o  

e m  um a  d e fic iê n c ia  no  c o n tro le  da  in fla m a çã o , co m  e x a c e rb a ç ã o  da  m e sm a  p o r 

c é lu la s  in fla m a tó ria s .

E n tre ta n to , n e n h u m a  e v id ê n c ia  d ire ta  q u e  co m p ro v a s s e  a h ip ó te se  de  

c ito to x ic id a d e  e s p e c ífic a  hav ia  s id o  d e m o n s tra d a  nos  a n o s  q u e  s u c e d e ra m  ta is  

in ve s tig a çõ e s , em  p a rte  d e v id o  à a u sê n c ia  de  um  m a rc a d o r q u e  c la ra m e n te  

id e n tific a s s e  o s  d e n o m in a d o s  lin fó c ito s  su p re sso re s . E m b o ra  a in d a  ho je  não  te n h a  

s id o  e n c o n tra d o  um  m a rc a d o r q u e  se ja  ú n ico  d e  ta is  cé lu las , v á r ia s  m o lé cu la s  tê m  

s id o  re la c io n a d a s  a p o p u la ç õ e s  a lta m e n te  e n riq u e c id a s  de  lin fó c ito s  T  com  

a tiv id a d e  re g u la tó ria . D e n tre  e las , m a rca d o re s  co m o  C D 25 , C D 103 , G IT R  e m a is  

re c e n te m e n te  o fa to r  d e  tra n s c r iç ã o  FoxP S  tê m  s id o  fo rte m e n te  a sso c ia d o s  a 

p o p u la ç õ e s  co m  a lta s  c a p a c id a d e s  re g u la tó r ia s  (S A K A G U C H I e t al, 1995;
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L E H M A N N  e t a l, 2 0 0 2 ; M cH U G H  e t al, 20 0 2 ; H O R I e t al, 2003 ), d e n o m in a d a s  

a tu a lm e n te  c o m o  c é lu la s  re g u la tó r ia s  n a tu ra is  (n T re g s ). Is to  te m  m o b iliza d o  

d iv e rs o s  e s tu d o s  a ce rca  da  im u n o rre g u la çã o , te n d o  co m o  fo c o  p rin c ip a l os 

lin fó c ito s  T  (re v isã o  em  F E H É R V A R I &  S A K A G U C H I, 2004 ).

U tiliz a n d o  e s ta  n ova  fe rra m e n ta , L U T S IA K  e t al (2005 ), tra ta n d o  a n im a is  C 57B I/6  

n o rm a is  co m  C ic lo fo s fa m id a  a 2 m g /kg  (d o se  e s ta  bem  a b a ix o  da  u tiliza d a  em  

n o s s o s  e s tu d o s ), v e r ific o u  q u e  e s ta  e ra  c a p a z  de  re d u z ir  a p o p u la çã o  d e  cé lu la s  

C D 4 + C D 2 5 + , a tra v é s  da  in d u çã o  d e  a p o p to s e  em  ta is  cé lu las , m a s  não  em  

c é lu la s  C D 4 + C D 2 5 -. O s  a u to re s  v e r if ic a m  q u e  ta l re d u çã o  a tin g e  o m á x im o  4  d ia s  

a p ó s  a a d m in is tra ç ã o  d a  d roga , s e n d o  q u e  co m  7 d ia s  o n ú m e ro  d e  cé lu la s  nT reg  

vo lta  a o  no rm a l. A ss im , o s  a u to re s  d e m o n s tra ra m  não  só  q u e  as  n T re g s  sã o  m a is  

s e n s ív e is  a o s  e fe ito s  da  C ic lo fo s fa m id a , co m o  ta m b é m  p o ssu e m  um a  a lta  

c a p a c id a d e  de  re n o v a ç ã o /re p o s iç ã o . E n tre ta n to  o e s tu d o  é c o n d u z id o  co m  um a 

ú n ica  d o s e  d e  2 m g /k g  s o b re  um  o rg a n is m o  em  h o m e o s ta s ia  im u n o ló g ica .

S e m e lh a n te m e n te  ao  tra b a lh o  a n te r io rm e n te  c ita d o  (L U T S IA K  e t al, 2 0 0 5 ), o 

tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a . in d u z iu  um a  d im in u iç ã o  da  p o p u la çã o  

C D 4 + C D 2 5 + C D 1 0 3 +  em  n o sso  s is te m a  e xp e rim e n ta l, a p ó s  2 d ia s  do  tra ta m e n to  

( re s u lta d o s  d e s c r ito s  no  A n e x o  la -b ,  P E S S IN A  &  C A R D IL L O , 2 006 ). C o m o  

o b se rva d o , o  tra ta m e n to  re d u z  não  só  a p o p u la çã o  C D 4 + C D 2 5 + , m a s  ta m b é m  a 

p ro p o rç ã o  d e s ta s  cé lu la s  q u e  e xp re s s a m  o m a rc a d o r C D 1 0 3 , q u e  ca i de  17%  para  

10 ,7%  co m  o tra ta m e n to  (A n e xo  1b). U m a  o u tra  p o s s ib ilid a d e  é q u e  tra ta m e n to
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p ro lo n g a d o  co m  C ic lo fo s fa m id a  aq u i d e sc rito  p o ssa  ta m b é m  e s ta r in d u z in d o  o 

e s ta b e le c im e n to  d e  p o p u la ç õ e s  C D 4 + C D 2 5 +  re s is te n te s  a es ta  d roga .

O  a u m e n to  da  in fla m a ç ã o  o c o rr id a  a p ó s  1-2 s e m a n a s  do  tra ta m e n to  p o d e  s e r o 

fa to r  re sp o n s á v e l pe la  in d u çã o  do  a u m e n to  da  p o p u la çã o  C D 4 + C D 2 5 +  a q u i 

e n c o n tra d o  (F ig u ra s  10 e 12), a tra vé s  de  um a  te n ta tiv a  g e ra l do  s is te m a  em  

c o m p e n s a r a  in te n s ific a ç ã o  do  d a n o  te c id u a l. A  p re se n ça  do  C D 1 0 3  n e s ta s  cé lu la s  

(C D 4 + C D 2 5 + ) in d ica m  se re m  e s ta s  um a  p o p u la çã o  co m  a lta  ca p a c id a d e  

re g u la tó r ia  (L E H M A N N  e t al, 2 002 ). S eu  a u m e n to , co rre la c io n a d o  a um a 

d im in u iç ã o  re la tiva  d o s  m a rc a d o re s  de  m e m ó ria  e a tiva çã o  (F ig u ra s  7, 8 e 9) 

p a re ce  s e r u m a  te n ta tiv a  de  c o n tro le  da  in fla m a çã o , a qu a l m o s tra  in d íc io s  d e  te r 

s id o  e x a c e rb a d a  co m  o tra ta m e n to  (F ig u ra  19).

A  d im in u iç ã o  da  p ro d u ç ã o  d e  IFN y co m  o tra ta m e n to , b e m  c o m o  o a u m e n to  na 

p ro d u ç ã o  d e  IL -10 , p o r e s p le n ó c ito s  em  c u ltu ra  (so b  e s tím u lo  d e  IL -2  e  a n tíg e n o  

d o  T. cruzi) m o s tra  q u e  o a u m e n to  re la tivo  na p o p u la çã o  d a s  T re g s  se  tra d u z  

ta m b é m  e m  um  p o ss íve l a u m e n to  fu n c io n a l de  su a  c a p a c id a d e  re g u la tó ria . D e 

fa to , a IL -1 0  m o s tro u  s e r fu n d a m e n ta l em  c e rto s  m o d e lo s  e x p e rim e n ta is  de  

d o e n ç a  a u to  im une , c o m o  a IB D  {"inflammatory bowel disease’), pa ra  a a çã o  in 

vivo d a s  c é lu la s  n T re g s  (A N N A C K E R  e t al, 2 001 ). E sta  c ito c in a  a n ti- in fla m a tó ria , 

a lé m  d e  d im in u ir  a e x p re s s ã o  de  m o lé cu la s  co -e s tim u la tó r ia s  co m o  B7-1 e 

se c re ç ã o  d e  IL -12  (ou  se ja , d im in u in d o  c o n s e q ü e n te m e n te  a 

a tiv a ç ã o /d ife re n c ia ç ã o  d e  lin fó c ito s  T h 1 ), in ibe  a fu n ç ã o  m ic ro b ic id a  e  a p ro d u çã o
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d e  N O  p o r p a rte  d o s  m a c ró fa g o s  (G A Z Z IN E L L I e t a l, 1992; re v isã o  em  K A Y E , 

1995). D e s te  m odo , su a  p ro d u ç ã o  a u m e n ta d a  p o d e ria  e s ta r d im in u in d o  o d a n o  

te c id u a l d e c o rre n te  da  a çã o  d e  ra d ica is  re a tivo s  de  o x ig ê n io  nos  fo c o s  de  in filtra d o  

in fla m a tó rio . O  m e s m o  p o d e  s e r co rro b o ra d o  pe la  d im in u iç ã o  d o s  n íve is  de  IL -12  

no  s o ro  d o s  a n im a is  tra ta d o s , o  q u e  fo i v e r if ic a d o  a p ó s  1-2 s e m a n a s  a p ó s  o 

tra ta m e n to  (F ig u ra  17). O  IFNy, c o n h e c id a  c ito c in a  p ró -in fla m a tó ria , es tá  

re la c io n a d a  fo r te m e n te  co m  a in d u çã o  da  iN O S  em  m a c ró fa g o s , e 

c o n s e q ü e n te m e n te , p ro d u ç ã o  de  N O  (ó x id o  n itr ic o ) nos  s ítio s  in fla m a tó rio s . A  

p ro d u ç ã o  d im in u íd a  d e  IFN y c e rta m e n te  c o rre la c io n a -s e  co m  o a u m e n to  da  IL-10, 

v is to  q u e  e s ta  ú ltim a  p a re ce  p o s s u ir  um  e fe ito  s u p re s s o r da  p ro d u çã o  d e  IFNy. P o r 

o u tro  lado , q u a tro  m e se s  a p ó s  o té rm in o  do  tra ta m e n to , é  p o ss íve l v e r if ic a r um  

re to rn o  no  n ú m e ro  de  c é lu la s  T re g s  no  ba ço  d o s  a n im a is  tra ta d o s  pa ra  n íve is  

s e m e lh a n te s  á d o s  a n im a is  a p e n a s  in fe c ta d o s , o  q u e  co in c id e  co m  o re to rn o  nos 

n íve is  d e  a tiv a ç ã o  d a s  cé lu la s  C D 4 +  e  C D 8 +  (F ig u ra s  7, 8 e  9), bem  co m o  da  

p ro d u ç ã o  d e  IL -12  no so ro  (F ig u ra  17), p a ra  um  p a ta m a r se m e lh a n te  á q u e le  dos  

a n im a is  a p e n a s  in fe c ta d o s .

É im p o rta n te  n o ta r ta m b é m  q u e  fo i e n c o n tra d o  um  a u m e n to  de  IL -17  no 

s o b re n a d a n te  d e  c u ltu ra  de  e s p le n ó c ito s  de  a n im a is  tra ta d o s  co m  C ic lo fo s fa m id a  

(F ig u ra  16). E s ta  p o te n te  c ito c in a  p ró -in fla m a tó ria  é  p ro d u z id a  p re d o m in a n te m e n te  

p o r c é lu la s  de  m e m ó ria , T C D 4 + C D 4 5 R O +  em  h u m a n o s  (F O S S IE Z  e t al, 1996), as 

q u a is  a p re s e n ta m  um  p e rfil d e  c ito c in a s  d ife re n te s  da  T h l  ou  T h2 , d e n o m in a d o  

a tu a lm e n te  co m o  T h  17 (H A R R IN G T O N  e t al, 2005 ). S ua  e xp re ssã o  d e p e n d e  de
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a tiv a ç ã o  v ia  T C R  (L IU  e t al, 2 0 0 5 ) e  é e s tim u la d a  ta n to  p o r IL -2  q uan to , sob re tudo , 

p o r IL -23  (H O E V E  e t al, 2 0 0 6 ). E s ta  ú ltim a  c ito c in a , ju n ta m e n te  co m  a IL -17, tem  

s id o  fo r te m e n te  a s s o c ia d a  a d o e n ç a s  a u to - im u n e s  co m o  a rtr ite  re u m a tó id e  

(C H A B A U D  e t a l, 1999 ; re v isã o  e m  L U B B E R T S  e t a l, 2 005 ), lu p u s  e r ite m a to so  

s is tê m ic o  (W O N G  e t al, 2000 ), e n c e fa lo m ie lite  a u to im u n e  e x p e rim e n ta l 

(H O F S T E T T E R  e t a l, 20 0 5 ; re v isã o  em  M cG E A C H Y , 2 0 0 5 ) e  s ín d ro m e  do 

in te s tin o  irr itá ve l ( re v isã o  e m  M cK E N Z IE  e t al, 2006 ). C on tudo , em  n o sso s  

e n sa io s , não  fo i p o ss íve l v e r if ic a r  a p re se n ça  da  IL -23  na  cu ltu ra  d e  e sp le n ó c ito s . 

A in d a  a ss im  não  s e  p o d e  d e s c a rta r um  p a pe l pa ra  e s ta  c ito c in a  na  p a to g ê n e se  

o b s e rv a d a  na  in fe cçã o  c rô n ica  pe lo  T. cruzi, te n d o  e m  v is ta  q u e  o s  e s tím u lo s  

u tiliz a d o s  fo ra m  o  IL -2  e  a n tíg e n o s  de  T. cruzi, e  que , pa ra  q u e  ta l c ito c in a  se ja  

d e te c ta d a  e m  e n s a io s  in vitro, p o s s iv e lm e n te  n e ce ss ite  d e  e s tím u lo s  a p ro p ria d o s , 

co m o  p o r e xe m p lo , o  LP S  (M A  e t al, 2004 ).

Q u a n to  a o s  m a rc a d o re s  d e  m e m ó ria  e  a tiva çã o  é im p o rta n te  v e r if ic a r que , a p e s a r 

do  a u m e n to  na c e lu la r id a d e  do  b a ço  e de  um a te n d ê n c ia  ao  a u m e n to  do  in filtra d o  

in fla m a tó rio , há  um a  d im in u iç ã o  d o s  n ú m e ro s  re la tivo s  e a b so lu to s  de  cé lu la s  

e x p re s s a n d o  m a rc a d o re s  d e  m e m ó ria  e  a tiva çã o  em  a n im a is  C 5 7 B I/6  (F ig u ra s  7 a 

9). T a is  m a rc a d o re s  g e ra lm e n te  sã o  m o d u la d o s  d u ra n te  a a tiv a ç ã o  d e  um a cé lu la  

“naive" d e  m o d o  q u e  a e x p re s s ã o  d e  C D 6 2 L  e C D 4 5 R B  é  d im in u íd a , e n q u a n to  a 

e x p re s s ã o  d e  C D 4 4  é a u m e n ta d a . T a is  cé lu la s  c la s s ic a m e n te  re sp o n d e m  m u ito  

m a is  ra p id a m e n te  a um  d e sa fio  a n tig ê n ico , a lém  d e  re sp o n d e re m  m a is  

e fic ie n te m e n te , lib e ra n d o  q u a n tid a d e s  m a is  e le v a d a s  de  c ito c in a s  (re v isã o  em  

S P R E N T , 1993).
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A  d im in u iç ã o  aq u i re la ta d a  é  v e r ifica d a  no  p e río d o  lo g o  a p ó s  o tra ta m e n to , po rém  

nâo  se  m a n té m  co m  o p a s s a r do  te m p o . Na ve rd a d e , su a s  p ro p o rçõ e s  re to rn a m  a 

v a lo re s  s e m e lh a n te s  a o s  a n im a is  in fe c ta d o s  ap e n a s , ao  m e sm o  te m p o  em  q u e  a 

c e lu la r id a d e  d o  ba ço  ta m b é m  se  e q u ip a ra  à d e s te s  a n im a is  (F ig u ra s  7  a 9). É 

c u r io s o  o b s e rv a r q u e  a d im in u iç ã o  re la tiva  n a s  p o p u la çõ e s  de  lin fó c ito s  T  de  

m e m ó ria  e s te ja  a ss o c ia d a  a um  a u m e n to  na  c e lu la r id a d e  do  baço , q u e  se tra ta  de  

um  in d ic io  d e  lin fo p ro life ra çã o . E sse  a u m e n to  p o d e  s e r d e c o rre n te  d e  um a 

e x p a n s ã o  p o lic lo n a l d e  lin fó c ito s  B, q u e  p o d e ria  s e r d e v id o  a um  p o ss íve l a u m e n to  

da  o fe rta  d e  IL -4  p o r p a rte  d a s  cé lu la s  N K T  q u e  aqu i se  a p re s e n ta ra m  em  n ú m e ro  

e le v a d o  (F ig u ra  11).

É in te re s s a n te  o b s e rv a r q u e  o a u m e n to  d e  cé lu la s  C D 4 + C D 2 5 + C D 1 0 3 +  no  baço  

(F ig u ra  10) s e  tra d u z iu  num  a u m e n to  m a io r d e s ta s  cé lu la s  no  in filtra d o  do  m ú scu lo  

e s q u e lé tic o  (F ig u ra  12), in d ica n d o  q u e  es tas , a d e s p e ito  d e  su a  a tiv id a d e  

s u p re s s o ra  s o b re  a a tiv a ç ã o  n o s  ó rg ã o s  lin fó id e s  p e rifé rico s , e s tã o  m ig ra n d o  para  

o s  s ít io s  de  in fla m a çã o . A p e s a r d isso , a e x is tê n c ia  d e  um  in filtra d o  a u m e n ta d o  

(F ig u ra  19c), ju n ta m e n te  co m  um  a u m e n to  de  cé lu la s  n T re g s  n e s te  in filtra d o  

s u g e re m  que , ou  o in filtra d o  não  é d o  tip o  in fla m a tó rio , ou o a u m e n to  de  ta is  

c é lu la s  não  é o s u fic ie n te  pa ra  c o n tra p o r os p o ss íve is  e fe ito s  p ró - in fla m a tó rio s  da 

C ic lo fo s fa m id a  na  d o s e  u tiliza d a . P a ra  se  te r u m a  v isã o  m a is  a p u ra d a  ace rca  do  

v e rd a d e iro  m o tivo  d e s te  co n tra s te , são  n e c e s s á rio s  e s tu d o s  a p ro fu n d a d o s  so b re  

a s  T re g s  no  m o d e lo  e x p e rim e n ta l d e  in fe cçã o  c rô n ica  p e lo  T. cruzi, v is to  que  

e s tu d o s  d e s ta  n a tu re za  sã o  b a s ta n te  e sca sso s . D a n d o  s e g u im e n to  a e s te s



e s tu d o s , a c in é tic a  a p ó s  d ife re n te s  d ia s  do  tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  es tá  em  

a n d a m e n to  e m  n o sso  la b o ra tó rio .

U m a o u tra  p o p u la çã o  e n co n tra d a  a u m e n ta d a  no  b aço  d o s  a n im a is  in fe c ta d o s  

tra ta d o s  fo i a d o s  lin fó c ito s  N K T  (F ig u ra  13). T a is  c é lu la s  são  d is tin ta s  dos 

lin fó c ito s  T  c o n v e n c io n a is  e  e xp re s s a m  m o lé cu la s  c a ra c te rís tic a s  ta n to  de  cé lu la s  

T  c o n v e n c io n a is  (T C R  a p + )  q u a n to  de  cé lu la s  N K  (N K 1 .1 ). Em  co n tra s te  co m  as 

c é lu la s  T  c o n v e n c io n a is , e s ta s  sã o  e s tim u la d a s  p o r g lico lip íd io s , os  q u a is  sã o  

a p re s e n ta d o s  a s s o c ia d o  à m o lé cu la  C D Id  (M H C  tip o  I não  c lá ss ico - re v isã o  em  

G O D F R E Y  e t a l, 2000 ). E s tu d o s  tê m  d e m o n s tra d o  que, d u ra n te  a fa s e  c rô n ica  da 

in fe c ç ã o  p e lo  T. cruzi, ta is  cé lu la s  p a re ce m  c o n tr ib u ir  pa ra  a e xa ce rb a çã o  da 

in fla m a ç ã o  te c id u a l (D U T H IE  e t al, 2002 ). F u n c io n a lm e n te , e s ta  cé lu la  te m  s ido  

re la ta d a  c o m o  g ra n d e  p ro d u to ra  de  IL -4  e IFNy. N o p re se n te  tra b a lh o , fo i 

v e r if ic a d o  q u e  a p ro d u ç ã o  de  IFN y no  s o b re n a d a n te  d e  cu ltu ra  de  e s p le n ó c ito s  

e s tá  d im in u íd a  (F ig u ra  14), a p o p u la çã o  N K  T  p o d e  e s ta r p ro d u z in d o  

s e le tiv a m e n te  IL-4, a q u a l se ria  um a fo n te  de  e s tim u la ç ã o  p rim á ria  para  

d ife re n c ia ç ã o  em  T h 2  a n íve l p e rifé r ico  (B E N D E L A C , 1992). In te re ssa n te m e n te , 

ta is  c é lu la s  e s tã o  a u m e n ta d a s  no baço  e  não  nos  in filtra d o s  do  m ú scu lo  

e sq u e lé tico , in d ic a n d o  q u e  e s ta s  cé lu la s  não  m ig ra m  ou  que , d ife re n te s  

p o p u la ç õ e s  fu n c io n a is  d e  c é lu la s  a P + N K 1 .1 +  e s tã o  s e n d o  d is tin ta m e n te  

in flu e n c ia d a s  (F ig u ra  11 e F ig u ra  13).
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T o m a n d o  e m  c o n ju n to  os  d a d o s  da  lite ra tu ra  e  os  re s u lta d o s  aqu i ve rifica d o s , o 

tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  (na  d o se  de  3 0 m g /kg ) e m  a n im a is  c ro n ica m e n te  

in fe c ta d o s  p a re ce  in d u z ir  um a  im u n o m o d u la ç â o  b a s ta n te  d in â m ica , e n vo lve n d o  as 

c é lu la s  re g u la tó r ia s  na tu ra is . A p e s a r d o s  e fe ito s  d e le té r io s  da  C ic lo fo s fa m id a  

s o b re  e s te  t ip o  ce lu la r, h o u ve  a u m e n to  d e s ta  p o p u la çã o  ao  se  p a ssa re m  1-2 

s e m a n a s  d o  té rm in o  do  tra ta m e n to . E s te s  re s u lta d o s  m o s tra m  que , no m o d e lo  de  

in fe c ç ã o  c rô n ic a  p e lo  T. cruzi, ta is  cé lu la s  p o ssu e m  um a a lta  ta xa  d e  repos ição . 

D e  fa to , n o s s o s  e s tu d o s  in d ica m  q u e  es ta  p o p u la çã o  c e lu la r  pode  a in d a  e s ta r 

d im in u íd a  m e d ia n te  o tra ta m e n to  in vivo co m  C ic lo fo s fa m id a , na d e p e n d ê n c ia  da 

c in é tica  p ó s -tra ta m e n to  (A n e xo  1 e re su lta d o s  em  a n d a m e n to ).

A ss im , em  n o sso  s is te m a  e x p e rim e n ta l d e s c re v e m o s  que , no  ca so  e sp e c ia l do  

a u m e n to  de  c é lu la s  re g u la tó r ia s  (C D 4 + C D 2 5 + C D 1 0 3 + ) a p ó s  o tra ta m e n to  com  

C ic lo fo s fa m id a  (na  c in é tica  a v a lia d a ) p o d e  e s ta r a c o n te c e n d o  co m o  re sp o s ta  à 

d e s tru iç ã o  te c id u a l in te n s if ic a d a  pe lo  tra ta m e n to . F in a lm e n te , p ro p o m o s  q u e  o 

a u m e n to  d e  cé lu la s  re g u la tó r ia s  a s s o c ia d o  a o  a u m e n to  da  p ro d u çã o  de  IL -17  pode  

in d ic a r q u e  es ta  é  um a  re sp o s ta  q u e  a c o n te c e  in vivo no  s e n tid o  de  m in im iz a r os 

e fe ito s  d e le té r io s  de  cé lu la s  T  C D 4  p o te n c ia lm e n te  p a to g ê n ica s  no  m ic ro a m b ie n te  

te c id u a l, c o m o  a n te r io rm e n te  p ro p o s to  e m  o u tro s  m o d e lo s  co m  e n fo q u e  em  

lin fó c ito s  T  C D 4  a u to rre a tiv o s  (F ig u ra  22). Em  co n se q ü ê n c ia , p o d e ría m o s  p ro p o r 

q u e  a d im in u iç ã o  d e  in te r le u c in a -1 7  e  in te rfe ro n -g a m a , ta rd ia m e n te  ap ó s  o 

tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a , se ria  d e c o rre n te  da  açã o  de  p o p u la çõ e s  ce lu la re s  

q u e  s e rã o  fu tu ra m e n te  a v a lia d a s  e m  n o sso s  es tu d o s .
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C ic lo fos fam ida

Figura 22 -  Esquema mostrando a possível dinâmica imunológica que ocorre 

em decorrência do tratamento com Ciclofosfamida em animais cronicamente 

infectados pelo T. cruzi.



C o m  o p re s e n te  tra b a lh o  p o d e -s e  c o n c lu ir  q u e  o tra ta m e n to  co m  C ic lo fo s fa m id a  

na  d o s e  d e  3 0 m g /kg , em  c a m u n d o n g o s  c ro n ic a m e n te  in fe c ta d o s  pe lo  T. cruzi, 

induz ;

- a u m e n to  d e  c é lu la s  C D 4 + C D 2 5 + C D 1 0 3 +  a p ó s  1-2 s e m a n a s  do  té rm in o  do 

tra ta m e n to , a u m e n to  e s te  q u e  se  m a n tê m  m e sm o  a p ó s  4  m eses. 

C o n c o m ita n te m e n te , h o u ve  d im in u iç ã o  d a s  p o p u la çõ e s  d e  lin fó c ito s  T  que  

a p re s e n ta m  m a rc a d o re s  de  m e m ó ria  e  a tiva çã o , em  c a m u n d o n g o s  C 57 B I/6  

in fe c ta d o s  co m  a c e p a  T u la h u e n , a p ó s  a s  p r im e ira s  s e m a n a s  p ó s -tra ta m e n to . 

E s s e s  re su lta d o s , a s s o c ia d o s  a o s  p e rfis  de  c ito c in a  e n co n tra d o s , in d ica m  q u e  o 

a u m e n to  d e  cé lu la s  re g u la tó r ia s  p o d e  e s ta r re la c io n a d o  à d im in u iç ã o  da  a tiva çã o  

d e  lin fó c ito s  T  o b se rv a d a  1-2 s e m a n a s  a p ó s  o tra ta m e n to .

- a u m e n to  na p ro d u ç ã o  de  IL -10  p o r e s p le n ó c ito s  e d im in u iç ã o  na p ro d u çã o  de  

IFN y a p ó s  1-2 se m a n a s , q u e  p e rm a n e c e  m e sm o  a pós  4  m e se s  p ó s -tra ta m e n to . O  

a u m e n to  na p ro d u ç ã o  de  IL -10  p a re c e  e s ta r re la c io n a d o  à m a io r a tiv id a d e  de  

cé lu la s  T  re g u la tó r ia s . N e s ta  m e sm a  s itu a çã o , h o u ve  a inda  d im in u iç ã o  nos  n íve is  

d e  IL -12  no  s o ro  d o s  a n im a is  tra ta d o s  a p ó s  1-2 se m a n a s . A p ó s  4  m e se s  os  n íve is  

de  IL -12  re to rn a m  ao  m e s m o  p a ta m a r d o s  a n im a is  in fe c ta d o s  con tro le , e s ta n d o  

re la c io n a d o  co m  o s  b a ix o s  n ív e is  d e  IFN y e n c o n tra d o s  a p ó s  o tra ta m e n to .
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- te n d ê n c ia  ao  a u m e n to  d e  in filtra d o  in fla m a tó rio  em  a n im a is  B a lb /c  in fe c ta d o s  

co m  a ce p a  C o lo m b ia n a  do  T. cruzi, a p ó s  1-2 s e m a n a s  d o  tra ta m e n to , p e río d o  em  

q u e  se  e n c o n tra  a u m e n to  na  p ro d u çã o  d e  IL -17  p o r e s p le n ó c ito s  d e s te s  an im a is . 

A o s  4  m e se s , a q u a n tid a d e  d o  in filtra d o  e s tá  n it id a m e n te  s e m e lh a n te  à d o s  

a n im a is  in fe c ta d o s  e  não  tra ta d o s , m o m e n to  e m  q u e  a p ro d u çã o  de  IL -17  pe los  

e s p le n ó c ito s  e n c o n tra -s e  d im in u íd a  n o s  a n im a is  tra ta d o s . E s ta  d im in u iç ã o  de  IL- 

17 p o d e  s e r d e c o rre n te  da  a çã o  p e rs is te n te  de  cé lu la s  re g u la tó r ia s  (a u m e n ta d a s  

d e s d e  1-2 s e m a n a s  a p ó s  o tra ta m e n to ).

C o n c lu ím o s  fin a lm e n te  q u e  o s is te m a  e x p e r im e n ta l a v a lia d o  p o d e rá  c o n tr ib u ir  pa ra  

e lu c id a r  o s  m e c a n is m o s  e n v o lv id o s  na  a tiv id a d e  re g u la tó r ia  d o s  lin fó c ito s  T  aqu i 

d e sc rito s , no s e n tid o  d e  m in im iz a r um a  re sp o s ta  in fla m a tó ria  na d o e n ça  de  

C h a g a s .
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3 4 5 0 TREGS MAY BE ASSOCIATED TO IMMUNE ALTERATIONS INDUCED AFTER 
CYCLOPHOSPHAMIDE TREATMENT IN CHRONICALLY TRYPANOSOMA 
CRUZI-INFECTED MICE
D PESSlNA i, F CARDILLOi
( I ), Oswaldo Cruz Foundation; Gonçalo Moniz Research Center, Cellular Immunology. Autoimmunity and 
Experimental Chagas" Disease Laboratory. R Valdemar Falcão 121. Candeal, 40295-001, Salvador-BA. Supported 
by FAPESP and CNPq,, Brazil.

Prel't-rred presentation tbrmat: 
Poster
Abstract category I 
(mandatory): B25-Regulatorv 
r  cells.
IJ  IS / I'C l Grants (CI' 
"Grants"); NO.

During Trypanosoma cruzi infection, many T cell-subpopulations are involved in the inflammatory 
re.sponse found in many tissues. It has been described that mice treated with low doses of 
Cyclophosfamide (CY) may have an imbalance o f the immunoregulatory mechanisms, during T 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 
C57BI/6 mice were infected respectively with the Colombian or the Tulahuen strain of 71 cruzi. During 
the chronic phase o f 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 celts were decreased in spleens 
from C57BI/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, IL-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 BAl,B/c mice have shown slightly differences o f 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 IL-10 and decreased IFN-g produced in spleen-cell supernatants, 
with a lower percentage o f memory/effector .splenic T cells. As a matter o f 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 o f IL-17 in relation to potentially pathogenic T 
cells in our experimental system.
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ABSTRACT
Durino Trypanosoma cruzi infvction, miny T cvll'Aubpopulation« are invdvvd In the inflammatory 
response found In many tissues, tt has been described that mice treated with low doses of 
Cyciof>hosfamlde (CY) may have an Imbalance of the immunoregulatory mechanisms, during T. cruzi 
Infection. The pattem of T cell activation, the presence of Tregs and the cytokines that are produced in 
both C57BM and Balb/c mice after CY treatment were analyzed during infection. BALB/c and C57BW 
mice were infected respectively with the Colombian or the Tulahuen strain of T. cruzi. 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 eariy after CY treatment, one weeit and three months after. In 
those two last time-points, memory/effector T celis were decreased In spleens from C57BI/6 CY-treated 
mice. Increased NK T cells and I  regs were found in splenocytes and mononuclear cells from skeletal 
muscle inflammatory infiltrates (MNSkM). Regarding cytokine production, IL-10 was found to be 
increased in peripheral mononuclear cells (PBMC) and In spleencells supernatants while IFNy was 
decreased when evaluated in the same compartments. Studies with Infected and CY-treated BALB/c 
mice have shown slight differences of cell activation and cytokine production. Surprisingly, IL*17 was 
profoundly Increased orte week after treatment being decreased after 3 months In CY-treated BALB/c 
mice. After CY-treatm«nt. increased Tregs in spleens and MNSkM correiatod with increased IL-10 and 
decreased IFNy produced in spleen-cell supernatants, with a lower percentage of memory/effector 
splenic T cells. As a matter of fa^ 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.

Memory/activated spleen T cells are decreased after CY administration in chronically infected mice. 
Absolute numbers of T-ceM subpopulations such as CD4 or CDS memory/activated lymphocytes (as shown by 
CD45RBIOW T lymphocytes) are decreased 1-2 weeks ^er treatment, in C56BI/6 chronic mice (Fig.4). 
Memory/activated T ceB-pc îations were reduced in spleen cells from both B ^ c  or C67BI/6, vAxen relative 
numbers were evaluated (not shown). As seen, this decreasing number is not nr>aintained after 4 montfis from CY- 
treatment (Fifl.4). C57BI/6 Balb/c

Prevtous data have shown that treatnwnt with CY (cyû
OBJECTIVES

lide) increased the inflammatory responses
and tissue damage in heart tissue of mk» chronically infected with T. cruzi. To determine the immunoiogKal 
factors responsible for this, we analyzed lymphocyte markers, cytokine profile and histopathok>gy in chronk:ally 
infected Bato/c and C57BI/6 mice, after treatment with CY.

MATERIAL AND METHODS&CS7W«Me*ic
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RESULTS
Mortality rate and parasitemia levels are maintained in both CY-treated or i »d chronically
infected mice. Parasitemia and mortality were evaluated in both groups of mk% (CY-treated or not), infected 
with Tulahuen or Cokjmbian strains of T. cnizi. No differences were observed between both groups of mk» 
(Fig, lb), where parasite subpatent levels and mortality rate were mantained after CY treatment,\c^^\ ~

cnoMnfected mice. Balbto end C57BI« mice were infected wKh Colonbian and Tulahuen strain of T. cnai. respectively, as described in Mettrads
CD4^D29^D103+ and NK1.14 splenic T cells numbers modify after CY-treatment
CD4+CD25+CD103+ 8|^ ic 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 
treatment), decreased relative numbers of C04+CD25+CD103+ cells were found. 1-2 weeks later, this cell- 
populatkKi is dearly Increased in CY-treated group os mk» (Figures 2 -3A). As shown In figure 3A, these 
increased numbers are not sustained 4 months after treatment, as ev^uated by total numbers of 
CD4+CD25+CD103+cells
m figure 38, absolute numbers of NK1.1 cells are shown. As such. NK1.1+ splenK alpha beta-T cells are 
ncraaaadhoth 1-2 wwwAa and 4 monttia aftarirMjirwrn 
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Fig. 2 -«elaUve numbers of CD44CD2frM;D109+ in spieen-ceN* from ctironicaHy Balb/c lnfecie< (A) aiMl 1-2 weeks |B) after CY-treatment. ’ Mann-WWtney lest (p< 0.05) was applied below (Fig 3).
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Fig, 4 -CD4 or CD« abeotute T-ceM ninbers in spleens expressin« and chronically infected mice. * Mann-Whitney teat, n X 3. p< 0.05 >«2Lneg and CD44high In CY-treated

nts are modified after treatment with CY. To evakiateCytokine levels found in spleen-cell supe
cylokine productk>n in spleen-cell supematants, both spleen cete from C57BI/6 and Balb/c mfce were stimulated 
with IL-2 and T. cnai antigens. In those conditmns and after 4d hours of spleen^l stimuiatk>n. both 
supemantants obtained from C57BI/6 or Balb/c mk:e presented increased IL-10 and decreased IFN-gamma 
pr^uctran. Controversely, regaxiing IL-17 obtained in supernatants and IL-12 measured in sera, these 
cytokines were increased after 1-2 weeks from CY-treatment, Finally, IL-10 and IFN-gamma levels were 
maintained for 4 months - but the increased amounts of IL-17 and the decreased productk>n of IL-12 observed 1- 
2 weeks after CY-treatment are not sustained k>nger, after 4 months.
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Fig. 5 - IFN-oamma, IL-10 and HL-17 levels in s n cultured spleen cells and IL-12 in sfrom CY-treated and chronically infected mice. BattVc and C57B1/6 mice were infected with Colombian and Tulahuen strains of T. cnai. respectiveiy. Mann-Whltney test, n 2 3. p< 0.05.
CY-treatment may induce increasing relative numbers of CD44CD254-CD103-f in inflammatory cells 
infiltrating skeletal muscles. CD4+CD25+CD103+ T ceH-percentages (% gated on CD4+CD25+ ceUs) are 
increased in inflammatory infiltrees from skeletal musdes, possibly indnating that the sanre increased ce«- 
populatk>n that was present in spleens, is now migrating to the infiltrates. On ttie contrary, NK1.1 alpha beta T 
ceV-numt>er is rMt modified in skeletal musde (FIq.6).
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Fig. 6 -Relative number of C04«C02ê D10S-» and NKT ceils (NKI.UabTCR ) c chronically infected mice, after CY-treatment. n 2 3.
Inflammatory infiltrates are mikfly increased in skeletal muscle and heart obtained from CY-treated 
mice. Tissue fragments were obtained and quantified, as descr4>ed in Methods. Although it was not statistk̂ Hy 
signifkant, morphonrietric analysis have shown a mikj increased inflammation observed after 2-3 weeks of CY 
treatment, , .... . ,
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Fig, 7 - Morphometric studies to analyze mononuclear ceMs that infiltrate skeletalmuscle, n 2 7, p> 0.05.

Our resuHs indicate that after CY-treatment (30mg/kg) during chronk: Infection, there are:
1. Decreasing numbers of CD4+CD25*. CD4-*-CD25-fhigh and CD4+CD25+CD103+ splenic T cells in the 

first two days after CY-treatmerrt.
2. Reductton of the activated and memocy/effector splMto lymphocytes, 1-2 weeks after CY-treatment. At 

this same time-point, there was increased number of NKT and CD4+CD2S+C0103+ splenocytes, v ĥ 
similar increase of CD4+CD25+CD103+ in inflammatory infiltrates.

3. Cytokine productktn is increased for IL-10 and IL-17, with a decreased IFN-gamma production in 
supematants from splenocytes obtained from CY-treated mtee. It is noteworthy that IL-17 is 
downmodulated afterwards.

4. The inflammatory response was sAghtly increased in heart and skeletal muscle tissues from CY-treated 
mk:e.
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