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RESUMO

ESTUDO DA MIGRAGAO DE CELULAS T NK1.1+ NO MUSCULO ESTRIADO,
DURANTE A INFECGCAO EXPERIMENTAL PELO Trypanosoma cruzi EM ANIMAIS
DESPROVIDOS DE LINFOCITOS B FUNCIONAIS. JORGE SADAO NIHEL Foi
anteriormente demonstrado que as células NK (Natural Killer) estdo relacionadas as
bases para resisténcia a infecgdo por Trypanosoma cruzi, pois a deple¢do de células
positivas para NK1.1+ resulta em alta parasitemia de camundongos C57BI/6
infectados pelo T. cruzi. Estudos de nossa equipe indicaram ainda que as células T
NK1.1+ poderiam induzir a formagédo de células T efetoras/memoéria, e que a
resisténcia a infecgéo foi correlacionada com a quantidade de células T CD4+
CD45RB™ presentes antes da infecgdo. No presente estudo avaliamos a fungéio
regulatdéria de células T NK1.1+ durante a infecgdo experimental pelo T. cruzi, na
auséncia de linfocitos B. Utilizamos os seguintes animais: C57BI/6 controles, uMT
C578BI/6, uMT reconstituidos (com células B de C57BI/6 ou B de C57BI/6 IL-10KO)
ou tratados com imunoglobulinas. Neste modelo experimental, observamos que os
animais pMT apresentaram menores nimeros de células T efetoras/memoria no
bago comparados aos controles (C57BI/6), na fase aguda de infecgdo. A
reconstituicdo com células B ou o tratamento com ig em animais uMT infectados
resultou em aumento de células T efetoras/meméria, comparado ao controle (uMT
infectado). Da mesma maneira e até fase crbnica de infecgdo, a transferéncia
adotiva de células B em animais puMT causa persisténcia de células T
efetoras/meméria no bago. Como a molécula de CD1 (encontrada sobre células B e
dendriticas) € reconhecida por células NK1.1, a expresséo desta molécula foi
também avaliada durante a infecgdo. Apés a infecgdo, houve diminuigio de células
CD1+ no bago de animais C57Bl/6, e auséncia destas células nos uMT. A
recuperacdo desta populagdo celular no bago de uMT infectados apés reconstituicio
com linfécitos B foi concomitante a reposigédo de células T CD4+ NK1.1 no musculo
esquelético destes mesmos animais. Houve ainda aumento de CD4+NK1.1 também
no muasculo esquelético dos animais uMT reconstituidos com linfécitos B
provenientes de C57BI/6 IL-10KO. De modo interessante, a deple¢do de NK1.1
durante a fase crénica, causou aumento de células T efetoras/meméria encontradas
no musculo esquelético de animais uMT. Esses resultados estéo relacionados aos
dados de histopatologia, onde foi evidenciado maior infiltrado inflamatéria no tecido
muscular de animais pMT tratados com anti-NK1.1, durante a fase crbnica da
infeccdo. Nossos resultados indicam desse modo que a presenga da célula B estaria
ligada & formagéo de células T CD45RB" na fase aguda e manutengiio/aumento
de memoéria imune na fase crénica de infecgdo, conferindo ao grupo de animais
reconstituidos com células B, maior sobrevida. Sugere-se, portanto que as células T
CD4+ NK1.1+ poderiam ser regulatérias no sentido de apresentar atividade anti-
inflamatéria e que as células aff+NK1.1+ exerceriam fungéo auxiliar na geragéo de
células T efetoras/memoria em nosso sistema experimental.

Suporte Financeiro: FAPESP, FAPESB e CNPq.

Palavras chave: Célula T NK1.1+, Transferéncia de linfécitos B, Célula T
efetora/memoéria, Trypanosoma cruzi, Imunorregulagéo.



ABSTRACT

EVALUATION OF NK1.1+ T CELLS AND INFLAMMATORY RESPONSE IN
SKELETAL MUSCLE OF uMT MICE, DURING EXPERIMENTAL INFECTION BY
Trypanosoma cruzi. JORGE SADAO NIHEI. We have previously demonstrated that
NK (Natural Killer) cells have been related to resistance to T. cruzi infection and the
depletion of NK1.1+ cells resulted in high mortality and increased parasitemia in
C57Bi/6 infected mice. Recently, we suggested that the NK1.1 T cells were involved
on memory T cell generation, and resistance to infection was correlated with
increased numbers of CD4P**""® CD45RB"™ %" T cells, present before infection. In
this study we evaluated the regulatory function of NK1.1+ T cells during T. cruzi
infection in uMT C57B1/6 infected mice. The following mice were used: C57BI/6, uMT
C57BI/6 and uMT C57BI/6 Imunoglobulin (Ig)-treated or adoptively transferred with B
cells (obtained from C57BI/6 or from C57BI/6 IL-10KO). In this experimental model,
HUMT infected mice have show decreased numbers of effector memory T cells,
compared to C57BI/6 infected controls, during acute infection. The adoptive transfer
of B cells or the treatment with immunoglobulins (Igs), induced increased numbers of
effector memory splenic T cells, compared to C57Bi/6 controls. Furthermore, Ig
administration to puMT uninfected mice is able to increase af+NK1.1+ splenic cell
population. As NK1.1 cells recognize CD1 molecule which is expressed on B and
dendritic cells, CD1 expression was evaluated in spleens of uMT and C57BI/6 mice
to estimate whether the expression of CD1 was modified after infection. When
compared to uninfected controls, CD1-presenting cells decreased from both uMT and
C57BI/6 mice and were increased following B cell-transfer to uMT recipient mice.
Interestingly, the depletion of NK1.1 cells also increased effector memory T cells
found on skeletal muscles infiltrates from pMT, and this was correlated to the
increased inflammatory response found in these uMT NK1.1-depleted mice, during
the chronic phase of infection. In this inflammatory compartment, uMT infected mice
presented low numbers of CD4+NK1.1 T cells, when compared to C57BI/6. Previous
observations from our laboratory suggest that CD4+NK1.1+ T cells (which are
decreased in skeletal muscle from infected uMT mice), may be related to the
enhanced inflammatory response during the early chronic infection. Finally, these
studies suggest that CD4+NK1.1+ T cells may be regulatory with an anti-
inflammatory activity and that ap+NK1.1+ T cells may be involved on effector
memory T cell-generation in our experimental system.

Financial support; FAPESP, FAPESB, CNPq fellowship

Key Words: NK1.1.+ T cells, B Cell Transfer, effector memory T cell, Trypanosoma
cruzi, Imunorregulation.



1.  INTRODUGAO
1.1 Aspectos Gerais da Doenga de Chagas

Carlos Chagas, em fevereiro de 1909, publicou o primeiro de uma série de artigos
sobre o que mais tarde veio a ser chamado de doenga de Chagas ou
tripanossomiase americana, apés um trabatho realizado em Lassance, interior de
Minas Gerais, de 1907 a 1908 (CHAGAS, 1909). A tripanossomiase americana é
uma zoonose causada pelo hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Essa
doenga se tornou de grande interesse dos dominios de satide ptblica devido ao
crescente numero de casos registrados e das possiveis infecgdes nas areas
endémicas. De acordo com a Organizagdo Mundial de Salde, ela afeta entre 16 e
18 milhdes de pessoas na América do Sul. Apesar das tentativas dos programas de
controle, considera-se que 25% da populagédo latino-americana esta sob risco de
infecgdo (WHO, 1991).

Através das observagdes, Carlos Chagas descreveu o agente etiolégico
Trypanosoma cruzi e também o inseto vetor dessa infecgdo que transmite o parasita
aos homens. Em relagdo & Taxonomia, esse parasito € um protozoario flagelado da
ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae.

Morfologicamente apresenta-se sob as formas flageladas (epimastigota e
tripomastigotas) e aflageladas (amastigotas) (BRENER, 1973 e 1971). Seu ciclo
biolégico inclui a passagem por hospedeiros de varias classes de mamiferos,
inclusive o homem, e insetos hemipteros que sdo hematéfagos e comumente séo
chamados de “barbeiros”, que podem ser dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e
Triatoma pertencentes a familia Triatomidae. Essa familia compreende cerca de 128
espécies classificadas em 17 géneros em 5 tribos (SCHOFIELD et al., 1999).

A principal via de transmissdo para o hospedeiro mamifero & através de fezes e
urina dos triatomineos infectados (WHO, 1991 e 1995). Uma vez no hospedeiro
vertebrado, o parasito se encontra na forma tripomastigota metaciclico. Essa forma
infectiva invade células nucleadas teciduais principalmente macréfagos e células
musculares e se transforma na forma amastigota replicativa. Apés um periodo de
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divisio binaria ocorre maturagdo para se transformarem em tripomastigotas
(BRENER, 1973). A célula eventualmente é rompida e ocorre liberagdo de formas
tripomastigotas ou sangiiicolas que irdo circular livremente na corrente sangliinea
para infectar outros tecidos e 6rgéos do vertebrado ou serem ingeridos pelo inseto
vetor para continuar o ciclo. Nos barbeiros, transformam-se na forma epimastigota e
multiplicam-se no tubo digestivo para sofrerem maturagdo novamente na forma
infectiva tripomastigota que & eliminada com suas fezes e urina (BOGDAN ef al.,
1999).

Além da via de transmissdo vetorial que representa 80 a 90% das transmissdes,
outras vias de transmiss&o apresentam importéncia epidemiolégica, como as vias de
transmissao transfusional (5 a 20%) (NUSSENZWEIG et al., 1953) e a via congénita
(0,5 a 8%) (APT et al, 1968; BITTENCOURT, 1976), havendo também a
possibilidade de infecgcéo por amamentagdo (MILES, 1972), via oral em modelos
experimentais (CAMANDAROBA et al,, 2002) e por acidentes laboratoriais em
individuos que manipulam materiais infectados (DIAZ et al., 1979).

1.2  Fases e observagdes sobre a Doenga de Chagas.

Segundo observagbes de Chagas em 1936, sobre o homem e os animais de
laboratério, o parasito pode incubar de 4 a pouco mais de 10 dias até que se
replique dentro do hospedeiro vertebrado. O periodo inicial da infecgdo é chamado
fase aguda que é seguida por uma forma crénica indeterminada, definida por varios
anos de curso assintomatico na grande maioria dos pacientes, havendo, no entanto,
uma pequena proporgdo que desenvolve a forma crénica ativa sendo manifestada
no sistema digestivo e no miocardio (ANDRADE et al., 1979).

Em 1916 CHAGAS, através de estudos epidemiolégicos, pdde sugerir que na
grande maioria dos casos o periodo inicial da infecgdo n3o era identificado de
maneira adequada para o tratamento, as vezes até por ndo apresentar sintomas de
uma infecgdo aguda classica. Desta maneira, observou-se uma elevada prevaléncia
de casos crénicos e pequena incidéncia de casos agudos. Na fase aguda da
infeccio em seres humanos, podem ser encontradas formas tripomastigotas no
sangue periférico destes pacientes. No entanto, nas semanas subseqilentes a esse
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periodo, 0 numero de parasitas circulantes decresce gradualmente (CHAGAS,
1916).

Adicionalmente, podemos dizer que a infeccdo pelo T. cruzi apresenta duas fases
bem distintas: a fase aguda ou inicial que pode se apresentar na forma
assintomatica ou oligossintomatica, sendo a maioria dos casos, na forma sintomatica
com sintomas de febre, adenomegalia, hepatoesplenomegalia, conjuntiva unilateral
(Chagoma de inoculagio), miocardite e/ou meningoencefalite. E possivel detectar o
parasito no individuo através do exame direto do sangue. Cerca de dois meses ap6s
o inicio da fase aguda, o T. cruzi desaparece da corrente sangiiinea, podendo ser
detectado somente por métodos como PCR ou hemocultura. Apés um periodo de
laténcia de 10 a 15 anos, chamado de forma indeterminada, os pacientes podem
evoluir para trés tipos principais de doenga: a forma cardiaca, com miocardite
crdnica, insuficiéncia cardiaca e eventualmente morte stbita, por arritmia cardiaca;
forma digestiva, com megaestfago e megacolon; forma mista com cardiopatia e
“megas” simultaneamente (KOEBERLE, 1968).

Depois de uma fase aguda, a doenca evolui para uma fase crénica em que
diferentes sindromes podem aparecer. Depois de varios anos, 27% dos que
contrairam a infec¢do desenvolvem problemas cardiacos que podem levar a morte
stbita, 6% desenvolvem problemas digestivos e 3% apresentam envolvimento do
sistema nervoso periférico (WHO, 1991 e 1995).

As diversas manifestagdes clinicas observadas na doenga de Chagas passam por
periodos ou fases, algumas relacionadas ao hospedeiro como a resposta imune, e
outras inerentes ao parasito que apresenta distintas caracteristicas evidenciadas
pela diversidade de cepas isoladas dos mais diferentes hospedeiros. Através do
estudo de varios parametros biolégicos e histopatolégicos das cepas de
Trypanosoma cruzi em camundongos Swiss, ANDRADE, em 1985, classificou-as em
trés tipos ou biodemas: tipos |, Il e lil, de acordo com as caracteristicas histotrépicas
e de parasitémia e viruléncia. No modelo experimental proposto para execug¢ao
deste trabalho foi utilizada a cepa Tulahuen de T. cruzi, que foi caracterizada como
sendo do tipo I (ANDRADE, S.G. comunicagéo pessoal). A cepa de T. cruzi do tipo
Il apresenta curso parasitémico mais lento entre 12° e o 20° dia de infecgéo e as
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lesGes predominantes ocorrem no miocardio e no musculo esquelético, onde ocorre
intenso processo inflamatério (ANDRADE, et al, 1985).

Semelhante a outras doengas que acometem as populagdes no mundo, a doenga de
Chagas é amplamente estudada em diversos modelos experimentais. Diferentes
aspectos da doenga humana s@o reproduzidos em varios modelos, incluindo
camundongos (SATO et al., 1992; SANTOS-BUCH et al., 1974; RAMIREZ et al.,
1994; FALASCA et al.,, 1994). Além disso, muitas descobertas sobre a participagéo
da resposta imune no controle da infecgdo por Trypanosoma cruzi, foram realizadas
utilizando modelos experimentais com camundongos geneticamente deficientes na
expressdo de subpopulagbes linfocitarias, bem como de animais deficientes na
produgdo de certas citocinas, expressdo de genes relevantes na ontogenia de
células ou moléculas relevantes na resposta imune (DOS REIS et al., 1979).

1.3 Resposta Inata

As moléculas e células efetoras que compdem a imunidade inata apresentam
importantes fungdes na resposta do hospedeiro a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi.
Semelhante a outros organismos patogénicos, o T. cruzi é capaz de ativar proteinas
e enzimas efetoras do sistema complemento. Entretanto, pesquisadores
demonstraram que somente as formas n&o infectivas (epimastigotas) do parasito séo
destruidas e as formas infectivas (tripomastigotas) sao resistentes a acgéo litica do
complemento (NOGUEIRA et al., 1975).

Por outro lado, o parasito pode ser fagocitado por células apresentadoras de
antigenos profissionais, principalmente macréfagos ou invadir essas mesmas
células. Esse processo inicia uma série de interag6es moleculares que mobilizam os
mecanismos celulares da resposta imune inata do hospedeiro (ALIBERTI ef al.,
1996).

Inicialmente, os macréfagos infectados pela forma tripomastigota do T. cruzi s&o
induzidos a produzir e secretar a citocina 1L.-12. Esta citocina foi correlacionada com
o controle da replicagdo do parasito, através da evidéncia de secreg¢do de IFN-y
ap6s adicdo de sobrenadante de cultura de macréfagos obtidos de animais
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infectados, na cultura de esplendcitos de animais ndo infectados (CARDILLO et al.,
1996; ALIBERTI et al., 1996). A IL-12 produzida pelos macréfagos foi descrita como um
potente indutor na producdo de IFN-y pelas células NK e por outras subpopulacdes de
células T (GATELY, 1994). Quando camundongos infectados sdo tratados com
anticorpos monocionais anti-IL-12, ocorre aumento da parasitemia e da mortalidade
neste grupo, quando comparado ao grupo controle. Em outro enfoque experimental, o
tratamento, dos camundongos infectados por T. cruzi da linhagem BALB/c com a
citocina recombinante IL-12, resultou na reducdo da parasitemia e um significante
aumento da sobrevida quando comparado aos animais n&o tratados. As evidencias
mostraram que este efeito protetor poderia ser correlacionado com altos niveis de IFN-y
e TNF-a no soro destes animais. Juntos, esses dados reforgam a idéia de que a citocina
IL-12 exerce um efeito protetor na regulacdo da parasitemia, sendo que este efeito
envolve principalmente a producdo de IFN-y e TNF-o (HUNTER, 1996).

O IFN-y é secretado principalmente por células presentes em uma resposta imune de
padrdo Th1 e tem sido correlacionado a resisténcia a infecgéo por diferentes patégenos
como a Leishmania (SCOTT, 1989), o Toxoplasma (GAZZINELLI et al., 1992c) e o
Schistosoma (PEARCE et al., 1991). Adicionalmente, o perfil de liberag&o de citocinas
durante a infecgdo por T. cruzi ainda ndo esta totalmente entendido. O interferon-y tem a
capacidade de ativar macréfagos e inibir a replicagéo intracelular do parasito através do
aumento da produgao de componentes oxidativos (GAZZINELLI et al., 1992a).

Um dos principais mecanismos que os macréfagos utilizam para eliminar patégenos
intracelulares é a producdo de 6xido nitrico induzida por IFN-y e TNF-a. O 6xido
nitrico € um importante fator citotoxico e citostatico na resposta imune mediada por
células a muitos patégenos intracelulares, incluindo Leishmania major (GREEN et
al., 1990), Mycobacterium bovis (FLESCH et al., 1991), Toxoplasma gondii (ADAMS
et al., 1990), e Trypanosoma cruzi (GAZZINELLI et al., 1992b). Além do 6xido nitrico,
outros fatores foram previamente citados como fundamentais para ativar a fungao
microbicida de macréfagos. A ativagdo dos mecanismos microbicidas do macréfago
também causa a liberagdo de peréxido de hidrogénio, que esta envolvido na morte
do T. cruzi (NATHAN et al., 1979).
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O tratamento dos camundongos C57BI/6 com inibidores de iNOS resulta em maior
suscetibilidade a infecgdo por T. cruzi (SILVA et al., 1995). A infecgdo por T. cruzi de
camundongos C57BL/6 selvagens e iNOS-/-, demonstrou que os animais iNOS -/-
poderiam compensar a auséncia de producdo de NO através do aumento qualitativo
e quantitativo de outras citocinas importantes no controle imune da infecgdo. Esse
dado mostra que a producdo de NO é importante, mas ndo é essencial para o
controle da infecgdo. (TARLETON et al., 2004).

Pela sua capacidade de ativar mecanismos microbicidas, o IFN-y tem sido
amplamente estudado. Desse modo, CARDILLO e colaboradores, mostraram em
1996, através de experimentos ex vivo que no sobrenadante de esplendcitos de
camundongos eutimicos ou atimicos cultivados com tripomastigotas vivos (e ndo
mortos por irradiagdo ultravioleta ou aquecimento), houve indugéo da produgéo de
IFN-y por células NK. Mais além, o tratamento de camundongos com anticorpo
monoclonal anti-IFN-y causou exacerbag¢do da parasitemia somente se administrado
antes ou logo depois da infeccdo. Em outro experimento, animais depletados da
populagdo de células NK apresentaram alta parasitemia, mostrando a importancia
das células NK que fazem parte do sistema imune inato. Desse modo, os dados
revelam que o IFN-y produzido principalmente por células NK do sistema imune inato
é importante no controle da replicagdo do parasito no inicio da infecgdo (CARDILLO
et al, 1996). Adicionalmente, foi demonstrado por TARLETON e colaboradores
(1991) que os niveis séricos de IFN-y decaem gradualmente com o fim da fase

aguda da infecgao.

As células NK determinantes na resisténcia a infeccéo pelo 7. cruzi possuem um
marcador NK1.1+, que é expresso em diferentes tipos de células linféides, incluindo
células CD3 (KOO et al., 1984; BALLAS et al., 1990) e certas subpopulacdes de
células T, como as duplo negativas ou células T CD4+ ap+ (LEVITSKY et a/., 1991),
e células T v+ (AZUARA et al., 1997; AZUARA et al., 1998). Tem sido demonstrado
que as células T, com marcador NK1.1, também participam na modulagdo da
resisténcia do hospedeiro a infecgdo intracelular (EMOTO et al., 1999).
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1.4 Mecanismos efetores e citocinas produzidas durante a infec¢cdo por

Trypanosoma Cruzi.

Apé6s a estimulacdo por células apresentadoras de antigenos, as células T CD4+
podem se diferenciar em células efetoras do padrdo Th1 ou Th2. O padréo de uma
resposta imune é intimamente regulado por citocinas presentes durante a fase inicial
de ativagdo da célula T. As citocinas IFN-y e IL-12 orientam o desenvolvimento
celular para o padrao Th1 e inibem o padrao Th2. Enquanto que a citocina IL-4 dirige
para o padrdao Th2 e inibe a diferenciagdo Th1. Esses padrbes podem ser
observados de modo exclusivo in vitro (revisto em PAUL, 1989). In vivo ambos os
padrées podem coexistir, embora um dos padrdes de resposta seja dominante sobre
o outro, sugerindo uma regulagdo mais complexa. (KAPLAN ef al., 1996; ZHENG et
al., 1997; WURTZ et al., 2004.).

Uma fungdo importante da citocina IL-10 em controlar a imunidade mediada por
células foi revelada através de estudos demonstrando a correlagdo entre maior
suscetibilidade de linhagens murinas a infecgdo e uma maior produgéo da citocina
anti-inflamatéria IL-10 (REED ef al., 1994; MINOPRIO et al., 1993). Em outro
estudo, utilizando a infecgdo de camundongos C57BL/6 IL-10 (IL-10 -/-) com a cepa
Tulahuen de T. cruzi, foi mostrado que esses animais controlam a parasitemia
quando comparados ao C57BL/6 selvagem. No entanto, esses animais apresentam
morte precoce devido aos efeitos toxicos causados pelo excesso de produgéo de IL-
12, TNF-a e IFN-y (HUNTER et al., 1997). Adicionalmente, o tratamento desses
animais com IL-10 recombinante reverte a mortalidade precoce. Outro dado
importante € que o com tratamento desses animais com anticorpos monoclonais
anti-CD4+, resulta na diminuigdo dos niveis de IFN-y mesmo na auséncia de IL-10,
mostrando que as células T CD4+ também estariam envolvidas na produgéo de IFN-
v (HUNTER et al, 1997). Cardillo e colaboradores em 1996, ao tratarem os
camundongos com anticorpos monoclonais para IFN-y ou NK1.1+, observaram
aumento da suscetibilidade a infecgdo bem como a elevagéo na producgéo de iL-10.
Esses dados sugerem que as células T que estariam produzindo o IFN-y seriamas T
NK1.1.+, nesse modelo experimental.
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Além da IL-10, o TGF-B é outra citocina com propriedades supressoras que pode
regular a resposta inicial a infecgao (SILVA et al., 1991). A IL-10 e TGF-B também
podem inibir atividades macrofagicas, incluindo a sintese de Oxido nitrico
(GAZZINELLI et al, 1992). Assim, a IL-10 e o TGF-B tém sido associados a
regulagdo negativa da sintese e/ou dos efeitos mediados por IL-12 e a sintese de
IFN-y (HUNTER et al., 1995; TRIPP et al., 1993). De outra maneira, a IL-1p e TNF-a
potenciam a produgdo de [L-12. O tratamento de animais com anticorpos
monoclonais anti-IFN-y € mais prejudicial do que tratamento com anti-1L-12 sobre os
niveis de parasitemia e mortalidade de camundongos infectados (SILVA et al.,
1998). Portanto, € possivel que durante a infecgao o parasito possa ativar duas vias
para sintese de IFN-y, uma via dependente e outra independente de IL-12 (revisto
em SILVA et al., 1998). Provavelmente, a via independente de IL-12 de produgéo de
IFN-y por células T seja mediada pela citocina IL-18, como discutido em outro
sistema experimental (MULLER et al., 2001).

O TNF tem sido associado com a atividade microbicida dos macréfagos, embora a
fungdo desta citocina na infecgdo por T. cruzi ainda seja controversa. Quanto a
habilidade do TNF-a em induzir a atividade contra o T. cruzi, sugerida por DE TITTO
e colaboradores (1986), muitos pesquisadores nao conseguiram confirmar esses
dados (WIRTH et al., 1988). O tratamento de camundongos C57BL/6 com anticorpo
monoclonal anti-TNF-a ou anti-IFN-y causa aumento nos niveis de parasitos na
corrente sangiiinea e da mortalidade. Adicionalmente, foi constatado que os niveis
séricos de NO nos animais tratados com anti-TNF-a ou anti-IFN-y foi abaixo do
controle ndo tratado. Estudos in vitro mostraram que os esplenécitos de animais
infectados e nao tratados quando colocados em cultura com anti-TNF-a ou anti-IFN-
y por 48 horas, apresentaram um declinio na produgéo de NO, sugerindo que estas
citocinas estdo envolvidas na modulagéo da produgdo de NO tanto in vitro como in
vivo (SILVA et al., 1995).

Em outros modelos experimentais, o tratamento com anti-TNF-o. resultou na
diminuicdo da atividade microbicida dos macréfagos em animais infectados por L.
major (GREEN et al., 1990) e T. gondii (LANGERMANS et al., 1992). Entretanto, a
administragdo de TNF-a recombinante aos camundongos infectados com T, cruzi
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resultou em um aumento nas taxas de mortalidade. O aumento da mortalidade
ocorre, provavelmente, devido ao aumento da resposta pré-inflamatéria nos tecidos
(BLACK et al., 1989). Esses dados sugerem que o TNF-a & uma citocina importante
na determinagdo do infiltrado inflamatério e estaria agindo sobre as células
mononucleares do infiltrado, no sentido de amplificar a migragéo celular para o local

e a ativagao celular.

Dessa forma, infere-se que apds os macréfagos serem infectados e ativados por
IFN-y, produzem TNF-a que age de modo autécrino e sinérgico ao IFN-y no sentido
de amplificar a produgédo de NO para eliminar o patégeno (SILVA ef al., 1995).

1.5 A Importancia de linfocitos T efetores durante a infecgdo por Trypanosoma

cruzi.

Experimentos in vivo (ROBERSON et al., 1973; KIERSZEMBAUM et al., 1974) e in
vitro (HOFF, 1975; NOGUEIRA et al., 1977; NOGUEIRA E COHN, 1978) tém
indicado o envolvimento de mecanismos efetores mediados por células na
resisténcia a infecgdo (NOGUEIRA et al., 1981). O tratamento de camundongos com
anticorpo monoclonal anti-L3T4+ (CD4+) e sua concomitante imunizagio com
antigenos de T. cruzi revelaram redugdo nos niveis de anticorpos contra os
antigenos de T. cruzi e na resposta imune mediada por células, quando comparados
aos controles nao tratados, mostrando que os linfocitos T CD4+ s&o essenciais para
o desenvolvimento da resisténcia ao parasito (ARAUJO et al., 1989: RUSSO et al.,
1988; RIBEIRO DOS SANTOS et al., 1992).

Em determinadas condigbes experimentais, a deplecdo de células T CD8+ dos
camundongos C57BL/6 (resistentes) e C3H/HeSnJ (suscetiveis), e sua posterior
infeccdo com a cepa Brazil de T. cruzi, mostrou que camundongos resistentes e
suscetiveis para esta cepa, desenvolveram altos niveis de parasitemia e mortalidade
precoce na fase aguda da infecgdo, quando comparados aos animais n&o
depletados de CD8+. Desse modo, foi sugerida a hipétese de que as células T CD8+
tambeém seriam fundamentais, durante a imunidade ao T. cruzi, na fase aguda de
infecgdo (TARLETON, 1990).
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Em outro trabalho, TARLETON e colaboradores (1992), demonstraram que a
infecgéo por T. cruzi de camundongos ,m-/-, ou seja, deficientes para CD8+, resulta
em alta parasitemia e morte precoce. Adicionalmente, esses animais p.m-/-
apresentaram baixo infiltrado inflamatério quando comparado ao f,m+. Sugere-se
assim que as células T CD8+ também estariam relacionadas ao recrutamento de

células inflamatoérias e de produgéo de citocinas.

Quanto a funcgédo citolitica das células T CD8+, a utilizagdo de camundongos
geneticamente modificados para ndo produzirem granzima/perforina, sugere que o
controle da infecgdo por esta populagdo celular ndo € dependente da via citolitica
granzima/perforina. A infecgdo de camundongos deficientes em células T CD8+
causa aumento da suscetibilidade, enquanto que a infec¢do de camundongos
deficientes em perforina ou granzima B resulta em pouca alteracdo na
suscetibilidade destes animais quando comparados aos controles (TARLETON et al.,
1998).

Desse modo, as células T CD8+, mais do que eliminar células infectadas com
patégenos intracelulares via perforina/granzima B, utilizam outros mecanismos
citoliticos, como a via Fas/FasL, via citocinas que agem sobre macrofagos e outras
células (BERKE, 1995; KAGI et al., 1996; SAD et al., 1996). A fungdo das células
CD8+ na resisténcia a infecgdo tem sido amplamente estudada, de modo, sabe-se
que estas células estéo presentes nos infiltrados inflamatérios de tecidos parasitados
(SATO et al., 1992) bem como células T CD4+ (RUSSO et al., 1988; RIBEIRO DOS
SANTOS et al., 1992). Outro dado importante, é que a deplecdo de células T CD4+
e CD8+ de camundongos infectados causou aumento quantitativo de células
mononucleares no infiltrado inflamatério em associagdo com o aumento no niimero
de parasitas no tecido (TARLETON et al., 1994).

A maior suscetibilidade a infecgdo por T. cruzi na auséncia de células T também foi
observada em modelos experimentais utilizando camundongos nu/nu
(KIERSZEMBAUM et al., 1979), timectomia neonatal (SCHUMUNIS et al., 1971) ou
tratados com ciclosporina A (McCABE et al., 1985). A auséncia de células T com
moléculas de superficie CD4+ e/ou CD8+ causa alteragdes quantitativas e
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qualitativas na resposta imune contra o T. cruzi, envolvendo o padrdo de citocinas,
isotipo e especificidade de imunoglobulinas, e que resultam no aumento da
susceptibilidade a infecg@o pelo 7. cruzi (ROTTENBERG ef al., 1993). Outros fatores
como a carga genética do hospedeiro e do parasito, o tamanho do inoculo e a qualidade
do sistema imune do hospedeiro também influenciam o curso da infecgdo
(ROTTENBERG et al., 1995).

Camundongos geneticamente modificados para nao expressar linfocitos CD4+ ou CD8+,
quando infectados mostraram-se mais suscetiveis. Nesse mesmo estudo, foi verificado
que as células do bago e linfonodo de camundongos deficientes em CD8+ apresentaram
altos niveis de mMRNA de IL-4. Portanto, o aumento da suscetibilidade ao T. cruzi, devido
a auséncia de células T CD8+, foi associado ao aumento da interleucina 4
(ROTTENBERG ef al., 1993) que poderia regular de modo negativo 0os mecanismos
microbicidas do macréfago (GAZZINELLI et al.,, 1992). Adicionalmente, o tratamento de
camundongos com anticorpo monoclonal anti-IL-4, durante a infecgdo com T. cruzi,
revelou baixa parasitemia (PETRAY ef al.,, 1993), mostrando desse modo, que a IL-4
poderia regular direta ou indiretamente a resposta imune durante a fase aguda da

infecgio..

As células T “naive” uma vez ativadas irdo produzir citocinas como a IL-2, IL4, IL-5, IL-
10 e IFN-y (MOSMANN et al., 1986). A capacidade em secretar citocinas do padrao Th2
em relagdo ao padrdao Th1 esta intimamente ligada a presenca de niveis suficientes de
IL-4 no inicio da resposta imune, tanto in vivo como in vitro (LE GROS et al., 1990;
SWAIM et al., 1990). Entdo, provavelmente, uma resposta imune gerada na auséncia de
IL-4, ira se desenvolver com o0 padrao de citocinas do tipo Th1. Mais tarde demonstrado
que as células T NK podem ser as principais células produtoras de IL-4, auxiliando a
diferenciacdo em Th2 (BENDELAC et al., 1997).

1.6 Ascélulas T NK e a molécula de CD1

As células T NK sdo uma subpopulacdo de células distintas dos linfécitos T
convencionais. As células T NK expressam receptores de dois tipos de células, o
receptor de células T (TCR) e o receptor NK (GODFREY et al., 2000). Foi
identificado o marcador CD161+, um marcador de superficie normalmente
observado em células NK e corresponde ao marcador NK1.1.+ (JOYCE et al., 1996).
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Além disso, apresentam o TCR com uma cadeia a invariavél, em camundongos
(Va14-Ja281) e em humanos (Va24-Ja18), pareados com numero limitado de
cadeia B de TCR, em camundongos (V§8.2) e em humanos (VB11), principalmente
(GODFREY et al., 2000).

Em contraste com as células T convencionais, as células T NK sdo estimuladas por
glicolipidios apresentados principalmente por moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal tipo I-ndo classico, chamado CD1d. Essa molécula é
composta pela B2-microglobulina e cadeia CD1d ndo polimérfica (GODFREY et al.,
2000). Por outro lado, as células T convencionais para serem ativadas necessitam
do reconhecimento do peptideo, apresentado no contexto do complexo de
histocompatibilidade principal pelo receptor de célula T, concomitantemente a
ligacdo de moléculas coestimulatérias.

As moléculas CD1 compdem uma familia de proteinas de superficie celular que tem
sido associada com a apresentagdo de antigenos para células T auxiliares, cujo
isotipo CD1d, dentre os 5 isotipos existentes, foi conservado em roedores e
humanos (PORCELLI, 1995). A molécula CD1d esta presente principaimente na
superficie de células B, dendriticas e macréfagos. Uma populagdo celular que
expressa altos niveis de CD1 sdo as células B esplénicas da zona marginal, uma
subpopulagéo de células B distinta que expressa CD21 (receptor para C3d) e pode
estar envolvida na resposta natural a antigenos bacterianos (ROARK et al., 1998).

Estudos recentes tém sugerido o envolvimento das células T NK CD161+Va14-Ja18
na regulagao de inumeras condigdes autoimunes, infecciosas e cancer (PARK et al.,
2000). A descoberta de que as células T NK respondem ao agente antitumoral
derivado de esponja marinha, a a-galactosilceramida (a-GalCer), tem levado muitos
grupos de pesquisa a investigar as propriedades imunomodulatérias deste
componente em varias condigdes patolégicas, incluindo modelos experimentais de
autoimunidade (LUC VAN KAER, et al., 2005). Utilizando camundongos NOD, foi
verificado que as fémeas apresentaram exacerbagéo da diabetes e baixos nimeros
de celulas T NK restritas a CD1d, enquanto que os camundongos machos, que
apresentaram baixa incidéncia da doenga, tinham altos niveis de células T NK
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(NAUMOV et al., 2001). No entanto, o tratamento das fémeas com a-GalCer, causou
melhora das condigdes do animal, conseqiiéncia do acumulo de células T NK
restritas a CD1d e células dendriticas mieldides. Estes dados sugerem que a fungédo
imunorregulatéria de células T NK restritas a CD1d esta intrinsicamente ligada ao
recrutamento de células dendriticas de origem mieléide para o linfonodo do
pancreas e conseqiientemente reduzir a inflamagéo (NAUMOV et al., 2001).

Adicionalmente, estudos de infecgdo de animais C57BL/6 eutimicos ou
timectomizados e depletados ou nao de células NK1.1+ sugerem uma importante
fungdo regulatéria das células NK1.1+ nos animais eutimicos, e diferente nos
timectomizados. Esta fungéo regulatéria inclui a atividade auxiliar na geragéo de
células T com marcadores de meméria/ativacdo (CARDILLO et al., 2002). Outro
dado importante publicado por CARDILLO e colaboradores, em 2002, &€ que
camundongos selvagens submetidos a timectomia, tratados ou ndo com anticorpo
monoclonal anti-NK1.1+, apresentaram elevados niveis de infiltrado inflamatério. Ja
animais eutimicos a deple¢do de NK1.1+ causou diminuigéo significativa do infiltrado
inflamatério quando comparado ao controle, durante a infecgdo aguda. Além disso,
animais eutimicos com deplegdo de NK1.1+ apresentaram maior parasitemia e
mortalidade quando comparado ao camundongo timectomizado tratado ou ndo com
anti-NK1.1. Neste trabalho, foi ainda demonstrado que animais depletados de
células NK1.1+ produzem quantidades equivalentes de anticorpos totais anti T. cruzi.
Porem, na fase aguda da infecgédo por T. cruzi, houve uma diminuicdo dos niveis de
IgG e acumulo de IgM, indicando uma possivel relagdo modulatéria entre essas
células. Esses dados sugerem que as células T NK1.1.+ poderiam de alguma forma
estar regulando a atividade inflamatéria nos tecidos de animais eutimicos, e de uma
maneira diferente em timectomizados, infectados por T. cruzi (CARDILLO et al.,
2004).

Alguns trabalhos sugerem que a disfungéo e/ou diminui¢do da quantidade de células
T NK restritas a CD1d esta claramente relacionada com o desenvolvimento da
autoimunidade nos roedores e humanos (BAXTER et al., 1997; IWAKOSHI et al,
1999). Devido a potencial ligagdo entre linfécitos T NK e a autoimunidade, foi
revelado que, varias linhagens de camundongos, incluindo NOD (GOMBERT ef al.,
1996; BAXTER et al., 1997), MRL-IprlIpr (MIEZA et al., 1996) e SJL/J (YOSHIMOTO
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et al., 1995), que s&o geneticamente suscetiveis a autoimunidade tem reduzido
namero de células T NK, comparado com linhagens de camundongos que nao
desenvolvem autoimunidade. Deste modo, a deficiéncia de células T NK esta
associada com o aumento da suscetibilidade a autoimunidade (CARNAUD et al.,
2001). Adicionalmente, em alguns modelos experimentais de autoimunidade, a
geragdo de camundongos NOD deficientes na molécula CD1d resultou na
exacerbagdo da doencga (SHI et al., 2001). De outro modo, a restauragéo do numero
de células T NK por transferéncia adotiva (BAXTER et al., 1997) ou por geragao de
animais transgénicos para células T NK (LEHUEN ef al., 1998; MARS et al., 2002),
resulta em melhora da doenga.

As células T NK restritas a CD1d podem ser estimuladas por IL-12, produzida
principalmente pelas células dendriticas. As células apresentadoras de antigenos em
geral expressam CD1d e apresentam moléculas como a a-galactosiiceramida e
glicofosfoinositol (GPI) para as células T NK restritas a CD1d (KAWANO et al., 1997,
MOLANO et al., 2000). Especificamente, durante a infecgdo aguda poderia ocorrer a
ativagdo das células T NK Va14-Ja281. No entanto, durante a fase crénica da
infeccdo essas células parecem desenvolver um aumento da atividade pro-
inflamatéria que contribui para uma intensa inflamagdo crénica (DUTHIE et al.,
2002).

Segundo BENDELAC (1992), as células T NK1.1+ poderiam ser a principal fonte de
IL-4 durante uma resposta imune. Essa citocina tem mostrado sua importancia na
fase crbnica da infeccdo experimental, uma vez que em animais geneticamente
modificados para ndo produzirem a IL-4, infectados com T. cruzi, hA acentuado
aumento na inflamacéo tecidual, com aumento do infiltrado inflamatério (RIBEIRO
DOS SANTOS et al., 2001). As células T efetoras duplo negativas, CD4 e CDS8,
participam ativamente do processo inflamatério, infiltrando o tecido muscular
esquelético na fase aguda da infecgdo (SUN & TARLETON, 1993; TARLETON et al,,
1994).
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1.7 A Resposta Humoral e a importancia de Linfocitos B durante a infecgdo pelo

Trypanosoma cruzi.

Segundo MASON (1996), devido a alta expressdo de moléculas CD1d em células B,
sugere-se que elas possivelmente seriam as principais células apresentadoras de
antigenos para os linfécitos T NK1.1+. CARDILLO e colaboradores (2002)
demonstraram que animais depletados de células NK1.1+ produzem quantidades
equivalentes de anticorpos totais anti T. cruzi. Porém, na fase aguda da infecgao por
T. cruzi, houve uma diminuigdo dos niveis de IgG e acumulo de IgM, indicando que a
auséncia de células T NK acarreta diminuigdo da produgao de anticorpos e da

mudanga de isotipo de imunoglobulinas.

Utilizando modelo experimental de inflamagéo crénica intestinal, foi constatado que
as células B com alta expressdo da molécula CD1d, possivelmente as células B da
zona marginal dos foliculos linféides do bago, poderiam atuar como regulatérias
durante a inflamagao. Esse processo regulatério poderia ser atribuido a secregéo de
interleucina 10 por células B, pois foi verificado que a transferéncia de células B de
animais geneticamente modificados para nao produzirem a citocina IL-10 n&o foi
capaz de controlar esse tipo de inflamagédo em animais duplo KO para os genes p e
TCR-a. Dessa forma, foi demonstrada a importancia das células B como importante

componente regulatorio de processos inflamatoérios (MIZOGUCHI et al. 2002).

Na fase aguda da infecgdo experimental por T. cruzi, a capacidade da resposta
imune mediada por células nao é totalmente suficiente para controlar a replicagdo do
parasito (TRISCHMANN et al., 1983). A produgdo de anticorpos parece ser
necessaria para eventual controle da replicagdo do parasito na corrente sangiiinea
(TRISCHMANN et al., 1984).

Diversos estudos foram feitos quanto as diversas fungées dos anticorpos anti-T.
cruzi: lise (LAGES SILVA, 1987), opsonizagdo (SCOTT & MOYES 1982),
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (LIMA MARTINS, 1985), ativagdo de
complemento (MOTA & UMEKITA, 1989, BRODSKYN, 1989; SPINELLA, 1992) e
neutralizagao. Outros estudos sugerem que os anticorpos poderiam nao participar no
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controle inicial da proliferacdo dos parasitas, mas seriam eficazes na destruicédo dos
mesmos, apos a fase aguda de infecgdo. Esses anticorpos provavelmente seriam
produzidos a partir de uma resposta imune especifica de células T e seriam
denominados anticorpos protetores, possuindo isotipo IgG (TAKEHARA et al., 1981)

Uma das principais fungdes das células T CD4+ é ativar as células B por contato
célula-célula, bem como por fatores sollveis (citocinas) fazendo com que estas se
diferenciem em plasmoécitos secretores de imunoglobulinas. Neste sentido,
ROTTENBERG e colaboradores (1995) mostraram que, cerca de 20 dias apés a
infeccdo com a cepa Tulahuen de T. cruzi, camundongos geneticamente deficientes
para a molécula CD4+ apresentaram baixos titulos de anticorpos anti-T.cruzi quando
comparados aos animais controles que continham células T CD4+.

Estudos de infecgdo experimental por T. cruzi em camundongos deficientes em
células B (C57BL/6 uMT), mostraram que as parasitemias desses animais séo
semelhantes aos C57BI/6 selvagens. Assim, na auséncia de uma resposta humoral,
camundongos infectados com T. cruzi apresentam evidéncias de um controle inicial
da infecgdo. Entretanto, os animais deficientes em células B falham em conter a
replicagédo do parasito € morrem no inicio da fase crénica. A capacidade de
camundongos deficientes em células B em sobreviver por um periodo de tempo
significativo sob a infecgdo com uma cepa virulenta sugere que uma resposta imune
mediada por anticorpos nao € téo relevante em comparagéo a resposta mediada por
células T CD4+ ou CD8+, no controle da fase aguda (TARLETON et al., 1998).
Entretanto, a infeccdo de camundongos C57BL/6 selvagens ou deficientes em
células B com a cepa Tulahuen de T. cruzi, induziu aos altos niveis de parasitemia
comparado aos controles selvagens. Estes dados sugerem que na fase aguda da
infecgéo as células B possuem importancia relativa na resposta imune (POSTOL et
al., 2001a).

Quanto ao processo inflamatério, os animais deficientes para células B
apresentaram infiltrado inflamatério menos intenso quando comparados com o grupo
controle selvagem, na fase aguda da infecgédo (20 dias de infecgdo). No entanto, o
infiltrado inflamatério, nos animais deficientes em células B, aumenta na fase cronica
da infeccdo (60 dias de infecgdo), no musculo esquelético. Adicionalmente, o
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numero de células T CD45RB#*°"8 ¢ T NK1.1.+ diminuem em animais deficientes
em células B, comparado aos selvagens, durante a infecgéo crdnica. Esses dados
sugerem que as células B poderiam regular a migragdo de células T NK1.1.+ ao
musculo esquelético e que as imunoglobulinas poderiam ser importantes regulando
a migragao destas células para os tecidos, na fase crénica da infecgdo (POSTOL et
al., 2001b). Como mencionado anteriormente, possivelmente as células B da zona
marginal do foliculo linféide do bago é que poderiam atuar como regulatérias durante
o processo inflamatério (MIZOGUCHI et al., 2002) e regular a migragao de células T
NK1.1+ (POSTOL et al., 2001b).

1.8 Estudo de mecanismos envolvidos na memoria imunolégica.

Durante a fase aguda da infecgdo por T. cruzi ocorrem alteragdes nos
compartimentos de células T, principalmente nos 6rgéos linféides, como ativagéo
policlonal e redugdo da celularidade no timo, principalmente devido a deple¢éo de
timécitos duplo-positivo CD4+ CD8+ por apoptose (TALIAFERRO et al., 1955;
SAVINO et al., 1989; LEITE-DE-MORAES et al,, 1991) bem como alteragbes das
populagdes de células T CD4+ e CD8+ (LEITE-DE-MORAES et al., 1992).

Durante a infecgdo ocorrem alteragdes quantitativas e qualitativas das diferentes
subpopulagbes de células T CD4+ ou CD8+ quanto a expressdo de marcadores de
superficie. Apds a exportacédo das células para o tecido linféide periférico, as células
T maduras localizam-se dentro de regides de recirculagéo de linfécitos e expressam
marcadores celulares que o caracterizam fenotipicamente como células “virgens”,
“‘naive” ou ndo primadas. Em camundongos, as células T “naive” expressam altos
niveis de CD45RB e CD62L e niveis baixos ou intermediarios de CD44 (SPRENT,
1993). A sobrevivéncia das células T “naive” requer continuo contato com peptideos
proprios através do complexo principal de histocompatibilidade combinado com a
exposicdo a citocinas como a IL-7. Hipoteticamente, esses estimulos
presumivelmente induzem uma forma de baixo nivel de sinalizagéo que é suficiente
para a manutengdo da homeostasia celular, mas n&o induzi-lo a entrar no ciclo
celular (SPRENT, 2001).
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O estimulo dos linfécitos T “naive” para se diferenciarem em células efetoras ocorre
apos dois sinais: (1) Primeiro &€ necessario a ligagdo do TCR com o complexo
peptideo/complexo principal de histocompatibilidade e (2) através de interagbes das
moléculas acessoérias sobre a superficie de células T com seus ligantes sobre as
células apresentadoras de antigenos. Quando ha a auséncia do segundo sinal, os
linfécitos entram em estado de anergia. Este importante mecanismo regulatério
protege contra a estimulagdo periférica de células T auto-reativas, mas pode
também levar a tolerancia imunolégica a antigenos externos e tumorais que nao séo
eficientemente apresentados por células apresentadoras de antigenos profissionais
(JENKINS et al., 1987; HARDING et al., 1992).

Apé6s estimulagdo, as células T apresentam baixa e/ou negativa expressdo de
CD45RB e CD62L e alta expressdo de CD44. Ocorre desta forma, a modulagédo na
expressado dessas moléculas sobre a superficie celular. Evidéncias sugerem que a
actina do citoesqueleto celular estaria regulando a redistribuicéo de receptores sobre
a superficie celular ap6s a estimulagédo das células T (KUPFER et al., 1987).

Ao alcancar a finalizagdo da resposta imune com a eliminagdo do patégeno, grande
nimero de células efetoras geradas durante a resposta imune sdo eliminadas. A
sobrevivéncia em massa dessas células levaria a um congestionamento nos tecidos
linféides e, portanto, comprometendo subseqiiente resposta imune. Para solucionar
este problema, cerca de 90% das células efetoras séo eliminadas ap6s o término da
resposta primaria, sendo assim, somente poucas células sobrevivem para se tornar
células de meméria de longa sobrevida (SPRENT, 2001).

Para que o sistema imune do animal elimine o patégeno de modo eficaz é preciso
que haja um compartimento de células T diversificado e numeroso, para haver
qualidade e quantidade de células durante a resposta imune. O reconhecimento do
antigeno por células T depende da diversidade do repertério de receptor de célula T.
A diversidade de células T tem sido estimada em torno de 102 células T diferentes
em humanos e 10° em camundongos (ARSTILLA et al., 1999; CASROUGE et al.,
2000). Durante a selegéo do repertério de células T sdo requeridos uma variedade
de peptideos apresentados nos processos de selegdo positiva e negativa. Portanto,
camundongos que expressam MHC associado com pouca variedade de peptideos
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apresentam significativa contragdo no repertério de células T (SURH et al., 1997,
SANT ANGELDO et al., 1997, BARTON et al., 1999).

Quanto as células B, sdo constituintes normais do timo e principaimente do bago
(INABA et al.,, 1988) e podem apresentar peptideos derivados da regido variavel da
imunoglobulina (WEISS et al., 1989) ou peptideos derivados de antigenos expressos
endogenamente (LANZAVECHIA, 1985). Desse modo, sugere-se que as células B
poderiam potencialmente servir como fonte de diversidade de peptideos no timo.
Adicionalmente, as células B constituem uma das principais populagées de células
expressando MHC classe |l e sdo capazes de apresentar antigenos para células T
(CONSTANT, 1999).

No bago foi descoberto que em modelos experimentais livres de infecgdo em
camundongos deficientes em células B, ocorre falha no desenvolvimento da zona de
células T da polpa branca. Esse dado sugere que as células B influenciam no
desenvolvimento da zona das células T no bago (NGO ef al., 2001). Desse modo, a
deficiéncia de células B pode causar ineficacia da resposta imune relacionada a
auséncia de produgéo de anticorpos e a sua influéncia sobre as células T. Assim, as
conseqiiéncias da auséncia de células B, incluem redugéo da resposta de células T
nos modelos de infecgdo com Salmonella typhimurium (MASTROENI! ef al., 2000),
Bordetella pertussis (LEEF ef al., 2000), Chlamydia trachomatis (YANG et al., 1998),
Francisella tulaensis (ELKINS et al., 1999), Plasmodium chabaudi (LANGHOME et
al., 1998) e Leishmania major (HOERAUF et al., 1996). As células B também s&o
requeridas no desenvolvimento de células T autoreativas que destroem as células B
pancreaticas nos camundongos NOD (SERREZE et al., 1996).

Estudos utilizando uma linhagem de camundongos deficientes em célula B, Jy -/,
obtidos através da delegdo do segmento génico Ju (CHEN ef al, 1993),
apresentaram quantidade menor de timécitos comparado aos animais controles.
Desse modo, a auséncia de células B e seu produto, a imunoglobulina poderia
influenciar o desenvolvimento de timécitos (JOAO et al, 2004). Esses dados
mostram os efeitos na quantidade de células T no timo e conseqiientemente na
periferia decorrente da auséncia de células B. Outra linhagem de camundongos,
HMT, obtido através da quebra do exon da cadeia p (KITAMURA et al., 1991),
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mostra que o defeito génico acarreta auséncia de células B funcionais, ocasionando
na falta de produgdo de imunoglobulinas importantes na reposta imune como a IgG
e a IgM. No entanto, nestes animais ocorre uma pequena produgcio de
imunoglobulinas, principalmente da classe IgA (cerca de 4,5%), comparados aos
animais controles (MACPHERSON et al., 2001; HASAN et al., 2002).

Portanto, para o estudo de parametros que possam estar ligados a resisténcia e a
manutengéo da memoéria imunolégica durante a infecgdo, selecionamos um modelo
experimental que possa auxiliar na compreensdo dos mecanismos efetores

envolvidos neste sistema.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

e Recentemente, como descrito em projeto de pesquisa prévio desenvolvido
em nosso laboratério (coordenado por CARDILLO em 1999; FAPESP)
animais desprovidos de linfocitos B funcionais (WMT) apresentam uma severa
inflamacdo no musculo estriado na fase crénica da infeccdo experimental
pelo T. cruzi (POSTOL et al, 2001a, 2001b e 2001c). A inflamagédo no
musculo esquelético observada nestes animais foi muito mais intensa do que
de C57BI/6 infectados. No presente estudo pretende-se avaliar a fungéo
regulatéria de células T NK1.1+ durante a infecgao experimental pelo T. cruzi.
Sera comparada a resposta inflamatéria dos diferentes grupos de animais
infectados, bem como a meméria imunolégica em animais desprovidos de
linfécitos B ou reconstituidos com estas células durante a infecgdo.

2.2 Objetivos especificos

o Verificar a sobrevida de animais pMT C57BI/6 e controles C57BL/6
infectados, apés transferéncia de células B provenientes de animais C57BL/6
ou C57BI/6 IL-10 KO. Neste item, sera de grande interesse também o estudo
da influéncia da transferéncia de células B de animais normais ou de animais
IL-10 KO sobre as células mononucleares que infiltram tecidos musculares
dos animais pMT C57BI/6 na fase cronica inicial, durante a infecgdo
experimental pelo T. cruzi.

o \Verificar a influéncia da transferéncia de células B na migracéo de células T
NK1.1+ na fase crénica da infecgdo experimental pelo T. cruzi, em animais
UMT C57BI/6 previamente reconstituidos com linfocitos B de animais
C57BL/6 ou C57BL/6 IL-10 KO. Pretende-se quantificar as células T
NK1.1+ que infiltram os tecidos do mtsculo estriado em animais deficientes
em linfocitos B reconstituidos ou ndo com células B provenientes de animais
C57BL/6 ou C57BL/6 IL-10 KO. Adicionalmente os mesmos grupos ser&o
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tratados com imunoglobulinas provenientes de animais C57BI/6 normais, e
seus bagos serdo igualmente avaliados. Estes procedimentos serao
utilizados no sentido de avaliar em qual extensdo as células B normais ou
células B que nao sdo capazes de produzir IL-10 ou até mesmo o produto de
uma célula B, como por exemplo a imunoglobulina, pode influenciar a
migracdo de células T NK1.1+ para os tecidos musculares e o perfil de
ativagdo e memoéria de outras populagdes celulares que participam no

controle da infecgao.

Analisar a influéncia da deplegdo de células NK1.1+ de animais uMT e
C57BI/6 durante a fase crénica inicial quanto ao perfil de ativagdo e memoéria
das células T no bago e no misculo esquelético. Nesta fase da infecgao, os
animais tratados com anti-NK1.1 (ou ndo tratados), serdo quantificados
quanto as células mononucleares dos infiltrados inflamatérios de fragmentos
de tecido muscular em pMT C57BI/6 comparados aos controles C57BI/6
infectados, 15 dias ap6s a deplecédo de células NK1.1+.

Analisar as populagdes linfocitarias periféricas por citometria de fluxo, com

énfase especial em células T ap* NK1.1* e para expressdo de CD1+ sobre
linfécitos B. Serdo analisados células mononucleares do masculo esquelético
e os esplendcitos dos diferentes grupos experimentais para a frequéncia de
células T CD4+ ou CD8+ com o marcador CD45RB™ indicando células T de
memoria.

Verificar os niveis de TNF o no tecido e no sobrenadante de esplendcitos in

vitro e a expressdo desta citocina no misculo esquelético dos animais
infectados, no modelo experimental descrito.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas, das linhagens BALB/c (nu/+), C57BI/6 (B6),
C57BI/6 uMT com gene deficiente para cadeia pesada (n) da imunoglobulina
(uMT) e C57BI/6 com gene deficiente para a produgédo de interleucina
10 (IL-10 KO) com 4 a 6 semanas de idade, criados e mantidos no Biotério
do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fiocruz, Bahia. As matrizes dos animais
uMT foram gentilmente cedidas pelos Drs. Luis Guilherme Stark Aroeira (IPEN-
Instituto de Pesquisas Nucleares, SP) e Carlos Martinez-Alonso (Universidade
Autonoma de Madri-Centro de Biologia Molecular). Os protocolos experimentais aqui
utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM) da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.2 Parasitos

O parasito Trypanosoma cruzi da cepa Tulahuen foi mantido por passagens seriadas
semanais em camundongos C57BI/6 e BALB/c (nu/+), através da administragéo, por
via intraperitoneal, de 10° formas tripomastigotas/animal. Para infecgdo dos grupos
experimentais, o sangue dos camundongos na fase aguda de infecgao foi coletado e
acondicionado em microtubos contendo heparina. Apos determinagdo do nimero
total de parasitos por mL de sangue do animal, uma aliquota do sangue foi entao
diluida em solugéo salina tamponado com fosfato (PBS) estéril. A partir da solugéo
diluida contendo o nimero de formas tripomastigotas definido, 0,2 mL foi injetado via

intraperitoneal em camundongos.
3.3 Determinagdo do namero de parasitas no sangue circulante (parasitemia).

O numero de parasitas circulantes foi obtido em diferentes dias apés a infecgéo,
segundo método previamente descrito por MELO & BRENER em 1978. Inicialmente,
5uL de sangue da cauda do animal foram colhidos e depositados sobre uma lamina
e em seguida, o sangue foi recoberto com uma laminula 22 x 22 mm de modo a se
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obter uma camada delgada ocupando homogeneamente toda a superficie da
laminula. Através de observagdo pelo microscopio, o numero de formas
tripomastigotas foi determinado a partir da contagem de 20 campos microscopicos
(objetiva de 40x), multiplicagdo por 5. Conhecendo-se a area dos campos
microscopicos, foi possivel determinar o numero de parasitas por mm>.
Posteriormente, os dados foram desenhados graficamente para visualizagdo da
cinética da parasitemia no animal. Foi também determinada a taxa de mortalidade do

animal.
3.4  Infecgdo aguda e cronica.

Para a obtengcao de animais na fase aguda de infecgao, primeiro foi verificado o
comportamento da cepa Tulahuen de T. cruzi nos animais C57BL/6 selvagens e
HMT C57BI/6. Foram assim obtidos animais na fase aguda de infecgéo e utilizados
com aproximadamente 30 dias apés infecgdo com inéculo de 100 formas
tripomastigotas. Quanto a obtengao de animais suficientes para a remog¢ao de bacos
na fase crénica inicial de infecgdo, os animais foram infectados com 50 ou 100
formas tripomastigotas e monitorados. Quando necessario, e utilizando inéculos de
100 formas, foram tratados (no caso de inéculo de 100 formas) com a droga
benzonidazol (Rochagan-Roche), na concentragdo de 100mg/kg de peso corporal,
durante 3 dias seguidos, por via oral. Neste sentido, obteve-se nimero suficiente de
animais para serem utilizados com cerca de 60 dias de infecgéo por T. cruzi, aqui

denominada fase crénica inicial.
3.5 Transferéncia adotiva de células B.

As células B foram obtidas através da selegdo negativa dos esplendcitos, utilizando-
se esferas magnéticas recobertas com anticorpo monoclonal contra IgM de
camundongo (Miltenyi, conforme instrugdes do fabricante). Em seguida, as mesmas
foram coletadas em meio HBSS (GIBCO). Ap6s duas centrifugagdes, as células
foram ressuspensas em HBSS e em seguida injetadas, por via endovenosa, em
camundongos pMT. A eficiéncia da purificagéo de células B foi testada por citometria
de fluxo, indicando uma populagéo de linfocitos B purificada em 98%.
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3.6 Tratamento com Imunoglobulina

Para a realizacao deste tratamento, inicialmente foi obtida uma grande quantidade
de soro de animais C57BI/6. Para tal, foi coletada grande quantidade de sangue dos
camundongos C57BI/6 selvagens e ap6s a retragao do coagulo, o soro foi obtido por
centrifugagdo a 1000 rpm, 15 minutos e 4° C. Posteriormente, para inativagdo das
proteinas do sistema complemento, o soro foi tratado a 56° C por 1h, posteriormente
aliquotado e congelado a -20° C. Os animais pMT C57Bl/6 geneticamente
modificados para nao transcreverem o gene p (KO) de 4 a 6 semanas de idade,
foram tratados com 500uL de soro contendo imunoglobulinas (lg) de animais
C57BI/6 selvagens em um periodo total de 30 dias, em dias intercalados, através da
via intraperitoneal. O tratamento foi iniciado no mesmo dia de infecgédo e o ultimo dia
de tratamento foi seguido pelo sacrificio do animal, quando da realizagdo do
procedimento experimental. Segundo referencia bibliografica, a concentragdao de
imunoglobulinas no soro de camundongos normais esta entre os intervalos de
concentragdo apresentada na Tabela 1, de acordo com a subclasse de Ig e também
da linhagem de camundongo. Assim, cada 1 mL de soro de C57BI/6 normal pode
conter entre 7,76 a 14,3 mg de Ig e portanto, foi administrado por via intraperitoneal
entre 3.88 e 7,15 mg de Ig presente em cerca de 500uL de soro, por camundongo.

Subclasses de Concentragao no dSor.
iImunogiobulinas (mg/mL)

igM 0.6 -1.0

igG 6.9-12.9

IgA 0.26 - 0.4

igD NDA

IgE 0.1.10°

Tabela 1. Variagédo na concentracéo de diferentes subclasses de imunoglobulina no

soro de camundongos normais. Obtido de MALE e colaboradores, 1987.
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3.7 Deplegéo de células NK1.1+ in vivo.

Para a deplecao de células NK1.1+ in vivo, foi utilizado anticorpo monocional anti-
NK1.1 obtido do fluido ascitico e usado apos precipitagdo com sulfato de aménio. A
deplegdao in vivo de ceélulas com marcador NK1.1 foi obtida por injegdes
intraperitoneais com 1 mg/camundongo/dia de anticorpo monoclonal anti-NK1.1
(PK136, American Type Culture Collection, Rockville, MD), em trés doses em dias
intercalados, aproximadamente 55 dias apds a infecgdo. Os experimentos foram
realizados no 70° dia ap6s a infecgao. A eficiéncia da deple¢ao de células NK1.1+ foi
testada apdés os tratamentos com anticorpos monoclonais, alcangando
aproximadamente 98% de deplecao celular. O anticorpo utilizado foi o0 mesmo que
aquele descrito em trabalho recentemente publicado (NOMIZO, et al., 2005 in press).
Enfatizamos que o protocolo de tratamento com anti-NK1.1 aqui utilizado difere
daquele realizado na fase aguda (CARDILLO, et al., 1996) ou mesmo quando os
animais sao tratados antes e durante a infeccdo (CARDILLO et al., 2004; CARDILLO
et al., 2002; CARDILLO et al., 2000).

3.8 Cultura de células do bago para obtengéo de sobrenadante

Células totais de bago provenientes de animais C57BI/6 e puMT normais ou
infectados, apés obtengéo, lavagem, contagem e ressuspensao em concentragéo de
10 x 10° por mL, foram cultivadas na presenga ou nao de LPS em placas de 24
pogos (Corning, NY, USA). As células foram cultivadas em suspensio em meio de
cultura RPMI 1640 (Sigma), suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal
(Hyclone, Logan, UT, USA), 5x10° mM de 2-mercaptoethanol (Sigma), 20 ug/mL de
sulfato de gentamicina (Shering-Plough Ltda). Elas foram incubadas em estufa
umidificada, a 37° C, 5% CO, por 48 horas e ap6s esse periodo colhido o
sobrenadante para dosagem de TNF-a pelo método de ELISA.

3.9 Dosagem de citocinas.

A primeira fase do ensaio imunoenzimatico (ELISA) é a preparagéo da superficie dos
pogos de placas de 96 pogos (Nunc), através da adigdo de anticorpos monoclonais
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anti-TNF-a (G281-2626) adquiridos da Pharmingen, que aderem na superficie dos
pogos. Sao adicionados entdo cerca de 50 ulL. da solugdo de anticorpo monoclonal,
diluidos em PBS na proporcéo de 200 vezes, em cada pogo e incubado a 10° C por
no minimo 12 horas. Na segunda fase do experimento, a placa primeiramente foi
lavada 4 vezes através da adicdo de PBS, acrescido de 0,05% (v/v) Tween 20
(Sigma) e posteriormente adicionado 150uL de PBS contendo 5% (p/v) de proteinas
(caseina) do leite desnatado (Nestlé) e incubado por 1 hora a 4° C. Este passo tem
como objetivo o bloqueio de ligagbes inespecificas, através da agdo da caseina
presente no leite. Apoés a incubacgéo, a placa foi lavada por 4 vezes com PBS
acrescido de 0,05% (v/v) Tween 20 e as amostras aplicadas em volume de 50 pL
por pogo. A curva da citocina TNF-a recombinante (Pharmingen) foi realizada
através de diluicbes seriadas, a partir de 50 ng/mL. A citocina recombinante foi
diluida em PBS contendo 0,1% (p/v) de BSA (Albumina bovina) (Sigma). Apés esses
passos, a placa foi entdo incubada por no minimo 12 horas a temperatura de 10° C.
Na fase final do experimento, a placa foi lavada por 4 vezes com PBS acrescido de
0,05% (v/iv) Tween 20. Adicionou-se em seguida 50uL de anticorpo anti-TNF-a
biotinilado (MP6-XT3) provenientes da Pharmingen, diluido em PBS-0,05% Tween
20, seguindo-se de incubagédo por 1 hora a temperatura ambiente, sob protegéo da
luz. Apés as lavagens, foi adicionado 50 pl/pogo de Streptoavidina conjugada a
peroxidase na diluicdo de 1:4000, diluida em PBS e incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente. No final do processo, a reagéo foi revelada com 50uL/pogo
de solugao reveladora contendo 10mL de tampéo citrato 0,1M (pH 5.0), 3uL de H,0,
(0,3% viv) e 5 mg de OPD, no volume de 50 puL por pogo. O bloqueio da reagéo foi
realizado através da adicdo de 50ul/pogo de acido Sulfurico (H,SO4) na
concentracdo de 4N. Em seguida, a placa foi submetida a metria através do leitor de
ELISA, com o comprimento de onda de 490 nm. Da mesma maneira, as células
mononucleares do sangue periférico de animais 1L-10 KO foram obtidas através de
sangria pela cauda (gradiente de Ficoll — Pharmacia Biothec) e estimuladas com
anti-CD3 por 48 horas. Em seguida o sobrenadante foi dosado e triado para a
presencga de IL-10 por ELISA, como descrito em CARDILLO, 1996.
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3.10 Isolamento de células mononucleares do musculo estriado esquelético.

Os tecidos musculares, retirados dos animais dos diferentes grupos, foram
previamente separados do tecido ésseo, cortados em pequenos pedacgos e tratados
com 1,0 mg/mL de colagenase (Sigma), diluida em PBS, por 30 minutos a 37°C. Em
seguida, as células mononucleares provenientes do musculo esquelético foram
separadas através de gradiente descontinuo de Percoll (Pharmacia Biothec). As
células mononucleares foram entdo obtidas, com o auxilio de pipetas Pasteur, na
interface entre as solugdes de Percoll 40 e 80% (v/v). Estas células foram entao
lavadas uma vez por centrifugacdo a 2000 rpm por 30 minutos a 4°C, com PBS. Em
seguida, lavada novamente com PBS com 1000rpm, 15 minutos e 4° C. Terminadas
as lavagens, foi determinada a concentracdo de células através da contagem em
camara de Neubauer, e os mesmos submetidos a marcagcao de moléculas de
superficie celular e analise por citometria de fluxo. E importante ressaltar que o
numero de células mononucleares obtidas do musculo esquelético de animais

cronicamente infectados apresenta grande variagdo numérica.

3.11 Preparag@o das células do bago total para coloragdo por Citometria de fluxo.
(FACS).

Inicialmente o baco foi extraido cirurgicamente, em condigdes de esterelidade, dos
camundongos provenientes dos diferentes grupos experimentais e submetidos ao
processo de maceragao do 6rgao para obtengdo das células. Estas células foram
lavadas por 2 vezes, por centrifugagdo a 1000 rpm por 10 minutos a 4° C. Apds a
primeira centrifugacgdo, o sobrenadante foi ressuspenso em PBS e ap6s os primeiros
artefatos ou “debris” se depositarem sobre o fundo do tubo, retira-se a solugido em
outro tubo a fim de que seja excluido os artefatos depositados. Terminado o
processo, realizou-se outra centrifugacéo e por fim a ressuspenséo em cerca de 3 mi
de PBS. Para preservagdo das células viaveis, as mesmas foram mantidas sob
baixas temperaturas (4-10° C), onde os tubos contendo as células foram
acondicionados em isopores contendo gelo. Apés as lavagens, o nimero de células
foi entdo determinado pela contagem em camara de Neubauer. Ao obter o niimero
de células por mililitros, foram preparadas diluicdes contendo 2 x 10° células em
cada 100 pL. As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos (“Falcon”),
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adicionando-se 2 x 10° células/pogo, e posteriormente centrifugadas a 2000 rpm por
3 segundos. Em seguida foram ressupensas, cuidadosamente, por “agitagao” no
Vortex, de imediato foi adicionado em cada pogo cerca de 100 uL de tampao de
FACS, constituido de PBS, 5% (v/v) Soro Fetal Bovino e 0,1% (p/v) Azida.
Terminado o processo, as células estao prontas para serem utilizadas no processo
de marcagao de moléculas de superficie e de moléculas intracelulares para analise

posterior em citbmetro de fluxo.
3.12 Analise das populagbes celulares por citometria de fluxo.

As células provenientes do bago e as mononucleares do musculo esquelético foram
ressuspensas, na concentragcdo de 2x10" células/mL, em tampao de FACS.
Aliquotas de 100uL das suspensdes celulares foram incubadas, por 30 minutos a
temperatura ambiente e protegidos da luz, com os seguintes anticorpos monoclonais
(mAbs): anti-TCR off, anti-CD4 e anti-CD8 conjugados com isotiocianato de
fluoresceina; anti-NK1.1, anti-CD45RB, anti-CD62 e anti-CD1, conjugados com
ficoeritrina; anti-NK1.1 e anti-IlgM conjugados a biotina (os quais sofreram posterior
incubagcdo com fluorocromos), além de reagentes controles para bloqueio do
receptor de Fc (reagentes obtidos da Pharmingen). Em seguida, as células foram
lavadas 3 vezes por centrifugagédo e ressuspensas em 0,5 mL de PBS/Azida. As
suspensodes de células foram submetidas a leitura em citdmetro de fluxo (FACScan,
Becton Dickinson, Sunnyvale, CA).

3.13 Protocolo experimental para analise de populag¢des linfocitarias apos coleta de
células no FACS.

Apoés a marcagéo dos linfécitos T do bago ou de células mononucleares do masculo
esquelético, as mesmas foram analisadas no citdmetro de fluxo, para a presenga de
marcadores de superficie. Como exemplo, aqui sdo apresentadas as marcagdes das
moléculas CD4+ CD62L (Fig. 1) A baixa expressdao ou auséncia desse marcador
indica o fenotipo de uma célula T efetora/memoria. Primeiramente, observa-se
analise em Citdmetro de Fluxo (FACScan, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) das
células sobre parametros de granulosidade (SSC) e o tamanho das células (FSC)
(Figura 1A). Assim, na figura 1A podemos determinar que na regido R, ha um
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enriqguecimento de linfécitos T. O grafico 1B ilustra as células T da regido definida
em R1 quanto a presenga do marcador CD4 (FL1-H — em Fluoresceina) e CD62L
(FL2-H — em Ficoeritrina). Apés a definicdo das barreiras para determinar se as
células sao positivas ou negativas quanto a presenca do marcador, foi realizada a
analise estatistica pelo programa Cell Quest do mesmo aparelho. Para obtengao da
freqléncia de células T CD4+ CD62L negativa, primeiro foi definida a porcentagem
total de células T com marcador CD4+ (Regido R2 da figura 1C). Posteriormente,
sobre a porcentagem total de células T CD4+ foi obtida a porcentagem de células T
CD4+ que nao expressa o marcador CD62L (Fig. 1D), a partir da qual foi tragado o
histograma 1E. Assim, foi a freqiéncia de células CD62L negativas (M1) sobre o
total de células CD4+ positivas. Finalmente, a barreira M1 da figura 1E indica a area
de células T CD4+ CD62L. negativa (33%).



SSCH
0 200 400 600 800 1000

53

Data.031

Data.031

Data.031

asaal

aalasaalaaasl

aaaalas

TTTTITT T T ITTTrI Ty

2
0 400 600 800 1000 10
FSCH FL1H

Quad Ewvents % Gated % Total

UL 873 1361 009

UR 2575 4015 D28

LL 1426 2224 0.15

LR 1538 2400 D0.18

T
0 20

D
- Data.031
=]
o R1/R2
=
3
E E\Io-,
od T
Data.031 =4
ok : =1 33%
gd 3% odr s
] 100 T T
H

Figura 1. Esquema do protocolo experimental para analise dos dados obtidos do Citometro de
fluxo: De modo ilustrativo, o grafico A ilustra os esplendcitos diferenciados por granulosidade (SSC) e
tamanho (FSC). A regido R1 no grafico A representa uma area com alta densidade de linfocitos. O
grafico B ir4 determinar a presenca de marcadores FL1 (CD4+ ou CD8+) e FL2 (CD62L) a partir da
populagéo celular da regido R1 do grafico A. Apos delimitar as barreiras para definir a presencga ou
auséncia do marcador (grafico B). No grafico C esta evidenciado a % de express&o dos marcadores
em cada quadrante. O grafico D foi obtido através da demarcacgéo de populagdes celulares positivos
para o marcador FL1 no grafico C. O grafico E explicita de outra maneira o grafico D, de modo a
visualizarmos a presenga do marcador FL2 somente na populagéo FL1 positiva.



Grupos Experimentais apresentados nos graficos a seguir:
B6 - C57BI/6 nado infectado

B61 - C57BI/6 infectado

B6I/T — C57BI/6 infectado e tratado com anti-NK1.1

uMT - uMT nao infectado

uMTI - uMT infectado

pMTI/T - uMT infectado e tratado com anti NK1.1

uMT+Ig - uMT nao infectado e tratado com Ig

uMTI+lg - uMT infectado e tratado com Ig

pMT+B - uMT nao infectado e reconstituido com B

uMTI+B - uMT infectado e reconstituido com B

uMTI+BKO - uMT infectado e reconstituido com células de animais IL-10 KO

3.14 Avaliagdo histolégica

Os camundongos foram sacrificados ao final do experimento, coletando-se a
amostras de tecidos de musculos esquelético e cardiaco para posterior analise
histolégica. Uma parte dos fragmentos foi fixada em solugédo de PBS contendo 10%
(v/v) de formaldeido (Merck), emblocada em parafina e os cortes histolégicos foram
corados por H.E. (Hematoxilina e Eosina). Adicionalmente, outro fragmento do
musculo esquelético foi emblocado em solugédo de congelamento de tecido (Triangle
Biomedical Sciences) e imediatamente congelado em nitrogénio liquido, para
posterior estudo por Imunohistoquimica. As secgbes histopatologicas de tecido
muscular esquelético e cardiaco foram analisados segundo Método de graduaczo de
infiltrado inflamatério e necrose: (-/+) sem alteragées; (+) pouco ; (++) moderado ;

(+++) intenso.
3.15 Imunohistoquimica

Os tecidos obtidos e congelados foram cortados em aparelho de Criostato
(Leica/2800 Frigocut) na espessura de aproximadamente 5 pm e fixados em
laminas. Em seguida foram fixadas em acetona (Synth) gelada por 5 minutos e
congeladas a temperatura de -70° C. Esses cortes, no momento do procedimento
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experimental, foram descongelados a temperatura ambiente e submetidos aos
processos de hidratagdo com PBS contendo Tris HCL 0,05M, pH 7,5 e 0,01% (v/v)
Tween 20 (TBS-Tween). O bloqueio de ligagdes inespecificas foi efetuado através
da solugdo TBS-Tween contendo 5% (v/v) de soro de cabra inativado. A seguir foi
feita incubagdo a 20 minutos seguido de lavagem com TBS-Tween e marcagdo com
anticorpo primario de rato anti-TNF-a de camundongo (G281-2626 purificado e
adquirido da Pharmingen), diluido em TBS-Tween na propor¢dao de 1:25 com
incubacdo de um dia para outro. No dia seguinte, as laminas foram lavadas com
TBS-Tween e bloqueadas para biotina endégena através da adicdo de PBS
contendo 0,1% (p/v) de BSA e NaN; por 20 minutos. Outras lavagens foram
realizadas e as laminas foram incubadas com TBS-Tween com 5% (p/v) de leite
desnatado (Leite Molico — Nestlé) por 15 minutos, contendo caseina. Apds novas
lavagens foi adicionado o anticorpo secundario biotinilado anti-rato (produzido em
coelho adquirido da Zymed, San Francisco-California, USA) que identifica o anti-
TNF-a produzido em rato (Pharmingen) na propor¢do de 1:4000, por 45 minutos.
Lavando-se novamente com TBS-Tween foi realizado novo bloqueio desta vez para
inativar a peroxidase endégena, através da incubagdo com PBS com 0,3% (v/v) de
H20, (por 30 minutos). Apds lavagens com TBS-Tween, foi adicionado
streptoavidina peroxidase e incubado por 20 minutos (diluicdo de 1:300 em TBS-
Tween), seguida novamente de lavagem com TBS-Tween. No Ultimo passo sio
adicionados a solugdo reveladora com 10 mL de PBS contendo 0,01 mg de
diaminobenzidina (0,0001%) (DAB) onde sao adicionados 120 plL de H,O,. Foi
observada a coloragdo dos controles negativos e positivos, apds 5 minutos e entdo a
reacéo foi bloqueada pela adigdo de agua destilada gelada e lavou-se apés com
TBS-Tween. Ap6s a revelagao e bloqueio, os cortes foram ainda corados com Verde
~ema 2% (p/v) (Vetec) (coloragdo do nticleo celular) e fixados e seqiiencialmente na
lavagem com Alcool etilico (Pring) 90%, 80% e 70% e finalmente Xilol (Nuclear).
Apos esses processos sdo montadas as laminas em Balsamo do Canada (Biotec).
Desse modo, observando-se parametros do controle positivo (Linhagem de
Macroéfagos - J774) estimulado com LPS (Lipopolissacarideo) e do controle negativo
com a mesma linhagem celular, porém, sem o estimulo, foram observados os

tecidos que apresentaram expressao de TNF-a com coloragéo especifica.



3.16 Forma de analise dos resultados

A comparacgao entre os grupos experimentais foi analisada utilizando-se o teste U
Mann-Whitney, este para a comparagdo entre os diversos grupos. Valores de p
menores que 0,05 foram considerados significantes e sao identificados com *.



4, RESULTADOS

4.1. Avaliagdo dos padrées de resisténcia a infeccdo por Trypanosoma cruzi

utilizando-se a cepa Tulahuen em camundongos C57BI/6.

4.1.1 Nudmeros de formas tripomastigotas circulantes em animais uMT e C57Bl/6

infectados com a cepa Tulahuen de T. cruzi.

Nessa primeira fase experimental nosso objetivo foi infectar animais C57BI/6 e pMT
para obter grupos de animais em fase aguda de infec¢do pelo T. cruzi. Os grupos
experimentais estudados foram: C57BI/6 infectados (B6l), uMT C57Bl/6 infectados
(UMTI), uMT infectados e tratados com imunoglobulinas (uMTI+lg), uMT infectados e
reconstituidos com células B de C57BI/6 (UMTI+B). Assim, foram obtidos os graficos
de parasitemia dos diferentes grupos ao longo da infec¢do até aproximadamente 60
dias de infecgao (Fig. 2). Comparativamente, podemos observar na figura 2 que os
animais B6l apresentaram niveis parasitémicos abaixo dos animais uMTI. O grupo
uMTI+lg apresenta o maior pico parasitémico no 20° dia de infecgdao, comparado ao
controle yMTI.. Apods esse dia, neste grupo, a parasitemia decresce e no 29° dia de
infeccdo, em animais pMTI+lg. Ja o grupo pMTI aumenta a parasitemia
intensamente no 24° dia, em seguida no 29° dia apresenta um pico menor e
progressivamente diminui até zero aos 49 dias da infeccao. O grupo experimental
UMTI+B controlou melhor a parasitemia, ap6s a transferéncia de células B
(comparado aos animais do grupo pMTI). Em detalhe na figura menor inserida em
2A observa-se a parasitemia dos grupos previamente citados, quando inoculados
com 50 formas tripomastigotas. Novamente, animais uMT apresentam parasitemia
maior do que animais C57BI/6 infectados (pico no 24" dia de infecgdo). A
mortalidade acompanha a taxa de parasitemia dos diferentes grupos descrita acima,

sendo que a referida taxa é descrita a seguir.
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4.1.2 Taxa de mortalidade/sobrevida.

Através da comparacao da taxa de mortalidade dos diferentes grupos experimentais,
todos os animais mostraram relativa susceptibilidade a cepa Tulahuen.
Notadamente, os animais uMTI foram os primeiros a apresentar taxa de mortalidade
aparente (20 dias, dados ndao mostrados). Comparativamente, os animais pMTI
apresentaram taxas maiores do que B6l. A mortalidade no grupo uMTI alcangou
100% aos 60 dias e, portanto maior do que B6l. Ja nos grupos reconstituidos ou
tratados (UMTI+B e uMTI+lg, respectivamente) as taxas de mortalidade foram
semelhantes até o 32° dia de infecgdo (60% e 50% respectivamente). Porém, a
mortalidade do grupo uMT+lg aumenta progressivamente a 100%, até no 38° dia de
infecgdo. A taxa de mortalidade do grupo pMT+B permaneceu constante (50%) até o
38° dia, sendo que no 41° dia aumentou para 68% (Fig. 3) e permaneceu nessa
porcentagem até 60 dias e também até cerca de 90 dias de infec¢do (dados nao
mostrados). Interessantemente, um dos grupos pMT apresentou uma sobrevida
mais longa, o grupo puMTI+B. Na figura menor inserida (detalhe da Fig. 3B) esta
representada a mortalidade dos grupos previamente citados, quando inoculados
com menores numeros de formas tripomastigotas de T.cruzi (50 formas
tripomastigotas). A mortalidade de uyMT infectado e reconstituido com linfécitos B de
C57BI/6 IL-10 KO foi similar (ndo mostrados) ao aqui apresentado para o grupo de
camundongos UMT reconstituidos com células B de C57BI/6 selvagem. Portanto,
observa-se claramente que o grupo pMT é altamente susceptivel quando comparado
a seu controle C57Bl/6 infectado. A reconstituicido com linfocitos B resulta em maior
resisténcia a infecgao.
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PARASITEMIA CAMUNDONGOS C57BL/6 B minus INFECTADOS COM A
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Figura 2. Nameros de parasitos circulantes. Camundongos C57Bl/6 (B6) e uMT C57BI/6
(uMT) foram infectados por via intraperitoneal com 100 formas tripomastigotas da cepa
Tulahuen e a parasitemia foi determinada nos dias indicados. Grupos experimentais: uMT
C578BI/6 infectados (uMTI), pMT C57BI/6 infectados tratados com Imunoglobulina (uMTi+ig),
HUMT C57BV/6 que sofreram transferéncia adotiva de células B (uMTI+B); C57BI/6 infectados
(B61). Em detalhe (A), grafico inserido: indculo de 50 formas tripomastigotas, como descrito
em métodos. Nimero de animais por grupo experimental: n=10. Estatistica* (p<0,05)
comparando uMTi+ig* com uMTI e B61; pMTI* com B6l.
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Figura 3. Taxa de mortalidade cumulativa. Camundongos C57BI/6 (B6) e uMT C57Bl/6
(uMT) foram infectados por via intraperitoneal com 100 formas tripomastigotas da cepa
Tulahuen e a mortalidade foi determinada nos dias indicados. Grupos experimentais: uMTI,
UMTI+lg, pMTI+B, B6l. Insercdo no detalhe em 3A indica in6culo de 50 formas
tripomastigotas. Nimero de animais utilizados por grupo experimental: 10.

4.2 Namero total de células do bago dos animais de diferentes grupos
experimentais na fase aguda (30 dias) da infecgdo por Trypanosoma cruzi.

Os resultados da figura 4 mostram que na auséncia de células B funcionais (UMT
C57BI/6) ha uma tendéncia dos animais C57BI/6 apresentarem maiores nimeros de
células no bago. Em camundongos nao infectados (aqui denominados normais), do
grupo yMT+B ha niamero de células semelhante aos controles uyMT. A administragdo
de Ig em animais pMT (uMT+Ig) levou a um aumento de esplendcitos quando

comparados aos UMT e aos C57BI/6 controles (Fig. 4A).

Apés a infecgdo, os animais C57BI/6 e uMT apresentaram em torno de 100 milhdes
de ceélulas. Comparativamente, os grupos experimentais infectados (B)
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apresentaram um bago maior do que os nao infectados (A), com exce¢do do grupo
uUMT+lg. O bago dos animais pMTI+B (106 x 10° células) tem tamanho médio

semelhante ao dos animais pMTI (111 x 10° células) (Fig. 4B).
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Figura 4. Numero total das populagées de células esplénicas durante aos 30 dias de
infecgdo. Na figura A (ndo infectados-N) e B (infectados-l) esta representado o nimero total
de células do bago, dos diferentes grupos experimentais: B6N (C57Bl/6 nao infectados),
MMTN (UMT C57BI/6 nao infectados), uMTN+B (normais e reconstituidos com células B),
MMTN+Ig (normais e tratados com Ig), B6I (infectados), uMT]I (infectado), uMTI+B (infectado
e reconstituido com células B de camundongos C57BI/6), e uMTI+Ig, (infectado e tratado
com imunoglobulina). Animais por grupo experimental: 3. Analise estatistica com teste nao
paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). uMTN+Ig * : estatisticamente significante em relagédo
ao grupo de animais JMTN ; uMTI+lg * : em relagdo ao grupo uMTI e uMTI+B. A barra no

grafico se refere ao desvio padrao dos dados obtidos.

4.3 Marcadores de superficie celular sobre linfécitos T do bago evidenciados por

citometria de fluxo (FACS) durante a fase aguda da infecg¢ao (30 dias).

4.3.1 Alteragbes quantitativas das populagbes de células T de bago que né&o

apresentam o marcador CD45RB.

Neste topico sdo analisadas as quantidades totais de linfécitos T presentes no bago
dos diferentes grupos experimentais negativas para a expressdo do marcador de
superficie celular CD45RB (CD45RB") (Fig. 5). Quanto a frequéncia de células T
CD4+ CD45RB " e CD8+ CD45RB "9 (respectivamente, Figs. 5A e B), notamos
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que o grupo de animais C57BI/6 normais apresenta freqiiéncia similar do marcador
de células CD45RB " (sobre células T CD4+ e CD8+ totais), quando comparado ao
grupo uMT normal. A administracdo de Ig a animais yMT normais aumenta CD4+
CD45RB "™ quando comparados aos uMT normais sem tratamento. A transferéncia
adotiva de células B em animais pMT néo infectados diminui as propor¢des de
células T CD4+ CD45RB "™ em relacdo a seus controles pMT normais. Ja o
tratamento com células B ou Ig em yMT normais aumenta a frequéncia de células
CD8+ CD45RB "9 .

Apés a infecgao, observa-se que os animais B6l apresentam maiores proporgdes de
células T CD8+ CD45RB " quando comparados ao grupo pMTI (Figs. 5B). A
reconstituicdo de animais uMTI com células B aumenta significativamente o nimero
de células T CD4+ CD45RB " e CD8+ CD45RB "9 Portanto, a reconstituicdo com
células B ou o tratamento com Ig em grupos pMT infectado resulta em alta
frequéncia de células CD45RB " , tanto em CD4+ como em CD8+ quando

comparado ao uMTI.
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Figura 5. Analise de populagcdes de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) esplénicas, que
apresentam expressao negativa do marcador CD45RB, na fase aguda: Nesta figura esta
representada a porcentagem de células T CD4+ CD45RB "*° (A) e CD8+ CD45RB"* (B), dos
diferentes grupos experimentais: B6N, B6l, yMTN, pMTI, pMTN+B, uMTI+B. uMTN+lg,
MMTI+Ig, descritos em métodos. A barra refere-se ao desvio padrao dos dados. Animais por
grupo: 3. Analise estatistica com teste ndao paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). Para o
grafico 5A - B6I* :
MMTN+B* e yMTN+Ig* : em relagdo a pMTN ; pMTI+Ig* e uMTI+B* : em relagdo ao grupo

estatisticamente significativo em relagdo ao grupo ndo infectado ;
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MMTI. Para o grafico 5B - B6I* : em relagdo ao B6N ; yMTN+Ig* e yMTN+B* : em relagdo ao
MMTN ; uMTI+B* : em relagéo a uMTI.

4.3.1.1 Gréficos representativos das populagbes de células T de bago que
apresentam marcadores de memoria imunologica: a expressdo de CD45RB "% na

fase aguda.

Como representagdo dos graficos de ativagao/memoria previamente citados,
observamos nas planilhas da figura 5.1 e 5.2 a expressdo de CD45RB" sobre as
populagcbes T CD4+ e CD8+, respectivamente. Os graficos obtidos expressam o
padrdo e a intensidade de coloragdo do marcador CD45RB " sobre as células

CD4+ e CD8+, quando foi selecionada uma Gnica regido contendo linfécitos do bago.
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Figura 5.1. Citometria de fluxo de linfécitos do baco de diferentes grupos experimentais, indicando

células marcadas por anti-CD4+ e anti-CD45RB na infeccao aguda: C57BI/6 normais (A), uMT

normais (B), C57BI/6 infectados (C), uMT infectados (D), pMT normais e reconstituidos com células B (E)

ou tratados com Ig (G), uMT infectados e reconstituidos (F) ou tratados (H). Expressdo de marcadores de
superficie celular CD4+ fluorocromo FITC (eixo X) e CD45RB fluorocromo PE (eixo Y). (Descrito no tépico

13 em A até E de métodos).
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Figura 5.2. Citometria de Fluxo sobre linfécitos esplénicos de grupos experimentais,
mostrando o marcador CD45RB sobre células T CD8+, na fase aguda: C57BI/6 normais (A), uMT
normais (B), C57BI/6 infectados (C), uMT infectados (D), uMT normais e reconstituidos com células B
(E) ou tratados com Ig (G), uMT infectados e reconstituidos (F) ou tratados (H). Marcadores de

superficie celular CD8+ fluorocromo FITC (eixo X) e CD45RB fluorocromo PE (eixo Y). (llustrado na
secao 13 de A até E em métodos).
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4.3.2 Alteragbes na quantidade de esplenécitos que apresentam marcador NK1.1+

com receptor a B+, na fase aguda (30 dias) da infecg¢&o.

A figura 6 mostra os dados quantitativos de células aff+ com marcador NK1.1+
presentes no bago de camundongos dos diferentes grupos experimentais infectados
e avaliados durante a fase aguda de infecgdo (30 dias).

Observamos que cerca de 5% do total das células que expressam o receptor aB+,
apresentam o marcador NK1.1+ em animais C57BI/6 normais. Comparativamente,
animais UMT possuem 18% de células ap+NK1.1+, sendo maior do que o grupo
descrito. O tratamento dos animais pUMT com imunoglobulinas nao causou
alteracées de células NK1.1+ dentro do compartimento de células aB+ e a
reconstituicdo com células B causou diminuigdo drastica desta mesma populagéo.

A infeccao nao alterou as proporgdes de células do grupo C57BI/6 infectado,
comparado ao nao infectado. Quanto ao grupo UMT, a infecgdo aumentou a
frequéncia de células af+ NK1.1+ (p<0,05). A reconstituicdo com células B de
animais pPMT infectados diminui o numero de células ap+NK1.1+, comparado ao
infectado ndo reconstituido. Este nimero €&, entretanto maior que os C57Bl/6
infectados (B6l). O tratamento com Ig (uMTI+lg) aumenta o nimero de células
aB+NK1.1 (em animais infectados ou nao) quando comparados a animais pMT
infectados e reconstituidos com células B (UMTI+B).
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Figura 6. Efeito do tratamento in vivo de animais pMT infectados, com imunoglobulina
ou transferéncia adotiva de células B, durante a fase aguda: Na figura estdo expressas
os numeros relativos de células T aB+ com marcador NK1.1+, nos diferentes grupos
experimentais: B6N, B6l, yMTN, uMTI, pMTN+B, pMTI+B. uMTN+Ig, uMTI+Ig. A barra no
grafico indica o desvio padrao. Foram utilizados 3 animais de cada grupo. Analise estatistica
com teste ndo paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). uMTN* : estatisticamente significativo
em relagcdo a B6N ; uMTI* : em relagdo ao B6l ; uMTN+B* : em relagdo ao yMTN ; uMTI+B* :

em relagao a uMTI.

A exemplo do que ocorre na figura 6, observa-se na ilustragdo da figura 6.1 os
padrées e intensidade de coloracdo dos marcadores aff+ e NK1.1+ sobre os
esplendcitos. Verifica-se através dos graficos obtidos por citometria de fluxo que o
grupo experimental de camundongos pMT normais apresenta quantidade elevada de
NK1.1+ dentro da populagao total de células af+, quando comparado ao grupo de
animais C57BI/6 normais (Figs. 6.1A e B). Sugere-se que ap6s a infecgdo de
animais C57Bl/6 e yMT, ambos os grupos tendem a aumentar o nimero destas
células comparado aos controles nédo infectados (Figs. 6.1C e D). O grupo de
camundongos pMT infectados e tratados com imunoglobulinas apresentou numero
semelhante ao seu controle infectado (Fig. 6.1E). Ja a reconstituicdo com células B
em animais pMT infectados causou diminuigdo na freqiiéncia de células aB+NK1.1+,

quando comparados aos controles uMT infectados (p<0,05) (Fig. 6.1F).
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Figura 6.1. Analise dos esplendcitos por citometria de fluxo, evidenciando o marcador
NK1.1+ e receptor af+ de linfocitos T, durante a infecgcdao aguda: C57BI/6 normais (A),
pMT normais (B), C57BI/6 infectados (C), uMT infectados (D), uMT infectados e tratados
com imunoglobulina (E) e puMT infectados e reconstituidos com células B (F). Os
marcadores de superficie utilizados foram af3+ associado ao fluorocromo FITC (eixo X) e
NK1.1+ ao fluorocromo PE (eixo Y). (Descrito em no tépico 13 de A até E em métodos).
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4.3.3 Anélise de populagbes de células B do bago que apresentam marcador CD1

sobre células IgM positivas, na infecgdo aguda.

Comparativamente, o grupo de animais C57BI/6 normais apresenta 0,8 milhdes de
células IgM+CD1+ e os animais uMT apenas um residual de células (Fig. 7). Estes
numeros foram obtidos sobre a populagao total de células IgM positivas. A infecgao
de C57BI/6 causa diminuicdo de células IgM+CD1+ em cerca de 20 vezes,
comparado aos animais C57BIl/6 normais (p<0,05). O numero relativo destas células

esta representado na figura 7.1.
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Figura 7. Analise de populacées de células B esplénicas, que apresentam o marcador
CD1+ sobre células IgM positivas, na fase aguda: Foram utilizados diferentes grupos
experimentais:B6N (nao infectado), B6I (infectado), uMTN (néo infectado), uMTI (infectado).
Animais por grupo: 3. Analise estatistica com teste ndo paramétrico Mann-Whitney (p<0,05).
B6l* : estatisticamente significativo em relagdo ao B6N. A barra no grafico ilustra o desvio

padrao.

4.3.3.1 llustragéo gréafica referente a marcadores CD1+ e IgM+ na fase aguda.

De modo a exemplificar os resultados da figura 7, a planilha de dados apresentada
na figura 7.1 mostra o comportamento das células quanto ao padrdo e intensidade
de expressao dos marcadores de superficie celular CD1+ em células IgM positivas
(A até D). De modo ilustrativo, os dados da figura 7.1, mostram que 29,5%
(quadrante direito/acima) sao células IgM+ CD1+ nos animais C57BI/6 normais
(“gate” em linfécitos segundo item 13 de métodos, Fig. 1A). De maneira similar,

observa-se em B, C e D esta populagao celular nos diferentes grupos utilizados.
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Os histogramas apresentados na figura 7.1 (E-H) ilustram as porcentagens de
CD1+ sobre o total de linfocitos (como na Fig. 1A). De modo comparativo,
observamos que os animais C57BI/6 apresentam maior quantidade destas células
do que os UMT, mas que apdés a infecgdo este numero é reduzido de 9,7% para
2,1% nos animais C57BI/6 (Figs. 7.1E e F). J& os animais yMT apresentam um
residual de 1,9% e apés a infecgdo este nimero é reduzido para 0,15% (figuras
7.1G e H).
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Figura 7.1. Analise dos marcadores CD1+ e IgM+ sobre esplenécitos por citometria de fluxo, em infecgcdo aguda: C57BI/6
normais (A), C57BI/6 infectados (B), uMT normais (C), uMT infectados (D). Os marcadores de superficie utilizados foram IgM+
marcados com “cychrome” (eixo X) e CD1+ conjugado a ficoeritrina (eixo Y). Os histogramas s&o 6.1E, F, G e H (Como descrito em
métodos, tépico 13 de A até E).
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4.4  Celularidade do bago na fase créonica inicial de animais uMTI reconstituidos

com células B.

Cumpre ressaltar que os grupos obtidos e os resultados inseridos na figura 2(A) e
3(A) sao dos grupo de animais que serao utilizados para a analise desta segunda e
terceira fase experimental do trabalho. Estes animais foram, como descrito em
métodos, infectados com 50 formas tripomastigotas na tentativa de obter o maior

numero de animais na fase crénica inicial de infecgao por T. cruzi.

4.4.1 Numero total de células do bago dos animais de diferentes grupos
experimentais na fase crénica inicial de infecgdo por T. cruzi.

O grafico 8 ilustra a quantidade de esplendcitos presentes no bago (nimero
absoluto) nos diferentes grupos experimentais. O grafico 8A mostra a quantidade de
células do bago em animais controles ndo infectados C57BI/6 e PMT, que
apresentaram numeros semelhantes de esplendcitos. A infecgdo aumenta o nimero
total de células do bago, em animais pMTI comparados a uMT (Fig. 8B).
Adicionalmente, um outro grupo experimental foi composto por animais uMT
infectados e reconstituidos com B de animais C57BI/6 geneticamente modificados
para nao produzirem interleucina 10 (uMTI+BKO). A andlise do numero total de
células do baco dos animais desse grupo experimental e também do grupo que foi
reconstituido com células B de animais C57BI/6 selvagens, mostrou que estes dois
grupos apresentaram nameros semelhantes ao grupo uMT normal, e menor que do

grupo uMT infectado.



73

A B
o 1007 o 100
© b -‘
$ 2
3_. 75 3 _. 754
o 0 o 9
Oo Oo
o °
o X o X * *
g3 2g 501
3q ERY
§m §m
< 25 L 259
2 2
0 ry o HE =
Q 2 o
& \b@ & 5&* X X
> N &
&
>
Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Figura 8. Numero total das populagcdes de células esplénicas, na fase cronica inicial.
Nesta figura esta representado o numero total de células do bago de animais normais (A) e
de infectados (B), dos diferentes grupos experimentais: B6N (nado infectados), yMTN (ndo
infectado), B6I (infectados), uMTI (infectado), uMTI+B e pMTI+BKO (infectado e recebeu
transferéncia adotiva de células B de camundongos C57BI/6 selvagens e de IL-10 KO,
respectivamente, no mesmo dia da infec¢do). n=3 por grupo. A barra indica o desvio padrao.
Andlise estatistica com teste nao paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). uMTI+B* e
MMTI+BKO* : estatisticamente significante em relagao ao uMTI.

4.5 Anélise dos marcadores de superficie celular dos linfécitos do bago de

animais na fase crénica inicial (60 dias) da infecgéo.

4.5.1 Alteragbes quantitativas das populagbes de células T de bago em fase

cronica inicial, e que ndo apresentam o marcador CD45RB .

Na figura 9, observamos as porcentagens de células T CD4+ e CD8+ com
expressao negativa do marcador CD45RB obtidas dentro do total de cada populagdo
celular. (Obtencao descrita como obtido para figura 1 de A até E, em métodos). O
grupo de animais C57BI/6 nao infectados apresenta cerca de 45% de CD4+
CD45RB " e 3% de CD8+ CD45RB " comparativamente o grupo UMT néo
infectado com cerca de 17% de CD4+ CD45RB "*° e 5% de CD8+ CD45RB "9,
Verificamos que os animais C57BI/6 nao infectados apresentam maiores proporgdes
de células T CD4+ CD45RB " quando comparado ao animal uMT n&o infectados.

Apos a infecgado os animais C57BI/6 apresentaram 42% de CD4+ CD45RB ™ e 39%
de CD8+ CD45RB "*. Os animais uMT infectados apresentaram cerca de 15% de
CD4+ CD45RB " e 21% de CD8+ CD45RB ". E importante ressaltar que apos a
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infeccao o grupo de animais C57BI/6 apresentou maiores proporcoes de células T
CD4+ e CD8+ CD45RB " do que os animais uMT (Figs. 9A e B). Além disso, a
infecgao de C57BI/6 levou ao aumento de células T CD8+ CD45RB " comparado

ao controle.

A transferéncia adotiva de células B normais em animais uMT infectados resultou
em cerca de 45% de CD4+ CD45RB "9 e 25% de CD8+ CD45RB "*°. Quanto aos
animais reconstituidos com células B de animais IL-10 KO as porcentagens
observadas foram de 40% de CD4+ CD45RB " e 23% de CD8+ CD45RB "9,
Observamos que as proporgdes de células T CD4+ CD45RB "¢ aumentam ap6s a
reconstituicdo de animais pPMT infectados (Fig. 9A), até os niveis de animais
C57BI/6, mas nao aumentam para a populagéo de células T CD8+ CD45RB " (Fig.
9B). Do mesmo modo, a transferéncia de células B de animais IL-10 KO em animais
MMT causou aumento de células T CD4+ CD45RB "9 .
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Figura 9. Analise de populagdes de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) esplénicas, que
apresentam o marcador CD45RB "9, na fase crénica: Nesta figura esta representada os
numeros relativos de células do bago de células T CD4+ CD45RB "™ (A) e CD8+ CD45RB
"¢ (B), dos diferentes grupos experimentais: B6N, B6l, uMTN, uMTI, uMTI+B e uMTI+BKO.
A barra indica o desvio padrao. Analise estatistica com teste ndo paramétrico Mann-Whitney
(p<0,05). n=3 por grupo. Representativo de 2 experimentos. Para o grafico 9A - uyMTN* :
estatisticamente significativo em relagdo ao B6N ; uMTI* : em relagdo ao B6l ; uMTI+B* e
MMTI+BKO* : em relagdo ao uMTI. Para o grafico 9B — B6l* : em relagdo ao B6N ; uMTI* :
em relagao ao yMTN.
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4.5.2 Alteragdo das proporgbes de células NK1.1+ af positivas: diminuicdo de
NK1.1+ no bago de animais uMT, na fase crénica inicial.

O gréafico mostra a populagédo total de células NK1.1 positivas sobre o total de
células T af+, na qual ha 19% (C57BI/6 infectados), 1,2% (UMT infectados), 0,85%
(MMTI+B) e 0,62% (uMTI+BKO) de células aff+ com marcador NK1.1. As células
af+ NK1.1+ estdo portanto em proporgcdes aumentada nos animais C57Bl/6 em
relacdo aos UMT infectados, nesta fase da infecgdo. Vale salientar que apds a
reconstituicao dos grupos de animais pMTI com células B, o nimero absoluto de
células aB+NK1.1 aumenta em pMTI de maneira significante e chegam a se

equiparar ao de C57BI/6 (dados nao mostrados).

% Células o p+NK1.1+
(gated a B+)

Grupos Experimentais

Figura 10. Freqiiéncia de células NK1.1+ em células T (aff +) apos transferéncia adotiva
de células B em animais pMT, durante a infeccio cronica: Na figura acima estdo
expressos os numeros relativos de células T aff+ com marcador NK1.1+(A) dos diferentes
grupos experimentais: B6I, uMTI, uMTI+B e uMTI+BKO (transferidos com células B de
C57Bl/6 IL-10KO). A barra indica o desvio padr@o. Animais: n=3 por grupo. Andlise
estatistica com teste ndo paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). Representativo de 2
experimentos. pMTI* : estatisticamente significativo em relagdo ao B6l ; uMTI+B* e

puMTI+Ig* : em relagdo ao pMTL.
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4.5.3 Quantificagdo das populagéoes de células B do bago que apresentam marcador IgM+ e

CDI+, aos 60 dias da infecgdo.

Sugere-se que o numero absoluto de células CD1+IlgM+ tende a aumenta nos
animais C57BI/6, apés 60 dias de infecgao (Fig. 11). Adicionalmente, como era
esperado, os animais JMT nao apresentaram numeros consideraveis de CD1+ sobre
células B, pois nao apresentam esta ultima populagcdo. No entanto, quando esses
animais séo submetidos a transferéncia de células B de animais C57BI/6 selvagens
ou C57BI/6 IL-10 KO, podemos constatar o aumento desta populagao celular (Fig.
11). Ainda assim, o nivel numérico de células expressando esse marcador nos
animais reconstituidos se apresenta menor quando comparado aos C57Bl/6 nao
infectados e infectados (Fig. 11). Nesta fase da infecgdo ndo ha redugéo de células
IgM+CD1+ em C57BI/6 infectados comparados a C57BI/6 normais. Este resultado
difere daquele obtido na fase aguda da infecgao (Fig. 7).
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Figura 11. Analise de populagoes de células B esplénicas, que apresentam o
marcador CD1+ sobre células IgM+, na fase crénica. Foram utilizados diferentes grupos
experimentais: B6N, B6l, yMTN, pMTI, uMTI+B e uyMTI+BKO. A barra ilustra o desvio
padrao. Analise estatistica com teste ndo paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). n= 3 por
grupo. B6N* : estatisticamente significativo em relagdo ao grupo uMTN ; B6I* : em relagdo
ao grupo uMTI ; uMTI+B* e uMTI+BKO™* : em relagdo ao grupo uMTI.

A partir dos resultados aqui descritos para as populagdes linfocitarias periféricas,
procederemos a analise dos infiltrados inflamatérios do ponto de vista qualitativo e
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quantitativo, e das células que migram para os tecidos (como por exemplo, musculo

esquelético) no modelo experimental aqui descrito.

4.6 Anélise de marcadores de superficie presentes nas células mononucleares do

musculo esquelético de animais na fase crbnica inicial da infecgé&o.

4.6.1 Alteragbes quantitativas das populagdes de células T encontradas no musculo

esquelético que nédo apresentam o marcador de memoéria imunolégica CD45RB.

Nos graficos que se seguem, sdo apresentadas as porcentagens do marcador
CD45RB " dentro da populagao total de células T CD4+ ou CD8+ (Fig. 12). Quanto
as células T CD4+ CD45RB "™ (Fig. 12A), podemos observar que os animais
C57BI/6 infectados apresentaram cerca de 92% de células ativadas no musculo
esquelético. Nos animais uyMT infectados os niumeros chegam a 81%. Os nameros
de células T CD4+ CD45RB ™ tendem a aumentar, quando sao observadas as
células nos animais UMT infectados e reconstituidos com células BKO e tendem a

diminuir com a reconstituigdo com células B.

Quanto as porcentagens de células CD45RB ™ dentro da populagdo total de
linfécitos T CD8+ (Fig. 12B), proporcionalmente sdo a metade dos valores
encontrados para CD4+ . Os grupo de animais C57BI/6 infectados apresentou cerca
de 50% das células T CD8+ com expressao negativa do marcador CD45RB ™. Em
contrapartida, 24% das células T CD8+ sdao CD45RB "*® nos animais pMT infectados
(p<0,05). A reconstituicao de animais UMT infectados com células B de animais
C57BI/6 1L-10 KO resultou em aumento de linfocitos T CD8+ CD45RB"™ (o que os
aproxima dos nameros descritos para o grupo C57BI/6 infectados), comparado ao
grupo uMTI (p<0,05).
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Figura 12. Analise de populagoes de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) no musculo
esquelético, que apresentam o marcador CD45RB "*, na fase cronica: Nesta figura
estdo representadas as percentagens de células T CD4+ CD45RB "* e CD8+ CD45RB "*°,
obtidas segundo descrigdo na metodologia: B6l (infectados), uhMTI (infectados), uMTI+B e
MMTI+BKO (infectados e que receberam transferéncia adotiva de células B de
camundongos C57BI/6 selvagens e de IL-10 KO, respectivamente, no mesmo dia da
infeccdo). n=3 por grupo. A barra indica o desvio padrdo dos dados obtidos. Analise
estatistica com teste nao paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). B6I* : estatisticamente

significativo em relagdo ao grupo uMTI ; uMTI+BKO* : em relagéo ao grupo uMTI.

4.6.2 Analise das populagbes de células NK1.1 positivas presentes no musculo

esquelético, durante a fase cronica inicial da infecgdo por T. cruzi.

O grafico 13 representa o nimero de células CD4+NK1.1+ e aB+NK1.1+ do infiltrado
inflamatério do musculo esquelético em diferentes grupos experimentais na fase
croénica inicial da infecgdo. No grafico 13A observamos que os animais C57BI/6
apresentam porcentagens proximas a 7,6% de células CD4+NK1.1, enquanto que os
animais pMT 0,4%. A reconstituicdo com células B de animais C57BI/6 normais e
IL-10 KO, resultou porcentagens préximas a 0,5% e 2,5% respectivamente. No
grafico 13B observa-se que os animais C57BI/6 apresentam 2% de células
aB+NK1.1, enquanto que os animais PMT apresentam 3%, e os reconstituidos com

células B de animais normais e IL-10 KO, 1,5% e 1% respectivamente.
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Figura 13. Analise de populacdes de células T CD4+ (A) e aB+ (B), que apresentam o
marcador NK1.1+, no musculo esquelético (60 dias): Nesta figura esta representada a
percentagem de células NK1.1+ dentro das populagées totais de células CD4+ e af+, dos
diferentes grupos experimentais: B6l, uMTI, uMTI+B e uMTI+BKO. A barra indica o desvio
padrdo. Analise estatistica com teste ndo paramétrico n=3 por grupo. Mann-Whitney
(p<0,05). Representativo de 2 experimentos. Para o grafico 13A - B6I* : estatisticamente
significativo em relagdo ao grupo pMTI ; uMTI+BKO* : em relagdo ao grupo pMTI. Para o
grafico 13B - uMTI+B* e uMTI+BKO* : em relagéo a uMTI.

4.6.2.1 Grafico de NK1.1+ sobre as células T CD4+ e aff+

Corroborando os dados observados nos graficos das figuras 13A e B, na figura 13.1
estdo evidenciados os graficos que identificam os marcadores de superficie citados
na figura 13 (anterior). Nesses graficos estdo expressos os padrdes de intensidade
de coloragao do marcador NK1.1 sobre células aB+. Inicialmente podemos verificar
nas figuras 13.1A e B que os animais C57BI/6 e uMT na fase crénica de infec¢ao
apresentam quantidade semelhante de células aB+ com marcador NK1.1+. A
reconstituicdo do grupo de animais pUMTI mostra tendéncia a diminuicdo destas
células no musculo esquelético desses animais (Figs. 13.1C comparado a 13.1D).

Em relagao as células T CD4+ NK1.1+, verifica-se maior nimero dessas células no
musculo esquelético de animais C57BI/6 (Fig. 13.1D), comparado ao uMT (Figs.
13.1E). A reconstituicdo desses animais com células B de IL-10 KO aumenta a
NK1.1+ comparado ao nao reconstituido (Figs. 13.1E e F).
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Nesta figura estdo representadas as células NK1.1+ sobre a populagéo total de células CD4+ e ap+, dos diferentes grupos experimentais:
C57BI/6 infectado (A e D), uMT C57BI/6 infectado (B e E), uMT C57BI/6 infectado e reconstituido com células B (C e F). (Pescrito em
métodos, secéo 13 de A até E). Nos graficos de D a F esta representada a regido de células CD4+ NK1.1+, demarcada no grafico através

de R1.
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4.7  Namero total de células do bago dos animais cronicos: tratados (ou nédo) com
anti NK1.1+.

Observa-se na figura 14 que as alteragdes no numero total do bago de animais
C57BI/6 e uMT na fase crénica inicial de infecgao nao foram significativas. O
tratamento com anti-NK1.1 ndo causou alteragées significativas no tamanho do bago
de animais infectados C57BI/6 (B61/T) e nem de uMT infectados (UMTI/T) quando os
comparamos aos respectivos grupos infectados e nao tratados: C57BI/6 (B6l) e uMT
(MMTI). Porém, quando comparamos os grupos C57BI/6 e uMT tratados com anti-
NK1.1 observamos, apés 15 dias de tratamento que o grupo de C57BI/6 tratado

apresenta tendéncia a ter maior celularidade.
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Figura 14. Numero total das populag¢ées de células esplénicas, apés o tratamento com
anti-NK1.1, na fase cronica de infecgao. Nesta figura esta representada os nimeros totais
de células do bago, dos diferentes grupos experimentais: C57BI/6 (B6l) infectado e C57BI/6
(B6IT) infectado e tratado com anti-NK1.1, uMTI infectado, uMTIT infectado e tratado
periodicamente com trés doses em dias intercalados, desde o 55° dia de infecgdo, com anti-
NK1.1 (protocolo idem ao grupo experimental B61/T). O experimento foi realizado no 70° dia
de infeccdo. n= 3 por grupo. A barra indica o desvio padrao. Analise estatistica com teste
nado paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). B6I/T* : estatisticamente significativo em relagéo
ao uMTI/T.
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4.8 Efeito da deplegdo de células NK1.1+ quanto aos marcadores de superficie

celular nos linfécitos do bago, durante a fase crbnica inicial (70 dias).

4.8.1 Alteragbes quantitativas das populagdes de esplendcitos que apresenta baixa

ou auséncia da expressdo de CD45RB, na fase crénica inicial.

Podemos observar na figura 15, porcentagens de células T CD4+ (Fig. 15A) e CD8+
(Fig. 15B) indicando células esplénicas CD45RB "° dos diferentes grupos
experimentais, em fase de infeccdo crénica inicial. Nesta terceira fase experimental
do trabalho pode-se considerar que o tratamento com anti NK1.1+ em pMT
infectados causou diminuicdo de células T CD8+ CD45RB " (Fig. 15B). O
tratamento de C57BI/6 com anti NK1.1, parece nao revelar diferengas no nimero de
células CD4+ CD45RB " (Fig. 15A). Quanto a populagdo de linfécitos T CD8+
CD45RB "*¢ | podemos verificar que o nimero de células é menor, para todos os
grupos, quando comparado a CD4+. Ainda para a populagdo de células CD8+,
observa-se que o grupo UMTI é cerca de 2 vezes maior que 0s outros grupos

experimentais (Fig. 15B).
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Figura 15. Analise de populacdes de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) esplénicas, que
apresentam o marcador CD45RB "9, apés o tratamento com anti-NK1.1+, na infecgdo
cronica inicial: Nesta figura esta representada a percentagem de células T CD4+ CD45RB
"0 e CD8+ CD45RB ", dos diferentes grupos experimentais: B6l, B6I/T, uMTI, uMTI/T.
Inicio do tratamento no 55° dia de infecgdo, em trés doses (400ug/dia/animal) em dias
intercalados e posteriormente o procedimento experimental no 70° dia de infecgdo. As
barras indicam o desvio padrdo. Andlise estatistica com teste ndo paramétrico Mann-
Whitney (p<0,05). Animais: n= 3 por grupo. uMTI/T* : estatisticamente significativo em
relagao ao grupo uMTI ; uMTI+ : em relagdo aos demais grupos do mesmo grafico.
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4.8.2 Alteragbes na quantidade de esplenécitos que apresentam marcadores CD4+
NK1.1+ e/ou receptor aB+ NK1.1+ apés tratamento com anti NK1.1.

Na figura 16 observamos as porcentagens de células NK1.1+ sobre as populagées
totais de CD4+ e ap+. Verificamos que nao houve diferengas significativas entre os
grupos experimentais, quanto as porcentagens de células T CD4+NK1.1. Porém, no
grafico 16B, podemos observar que quando os animais C57BI/6 infectados foram
tratados com anti-NK1.1+, ocorreu uma diminuigdo de linfécitos T af+ NK1.1+

(observado 15 dias ap6és a deplegao).
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Figura 16. Efeito do tratamento in vivo com anti NK1.1+ em animais pyMT e C57BI/6
infectados: Marcadores NK1.1+, CD4+ e a3+ (TCR) sobre células esplénicas. Acima estédo
expressos os numeros de células CD4+ que apresentam marcador NK1.1+ (A) e células T
aB+ com marcador NK1.1+(B), nos diferentes grupos experimentais: B6l, B6I/T, uMTI,
MMTI/T. Inicio do tratamento no 55° dia de infecgdo, em trés doses (400ug/dia/animal) em
dias intercalados e posteriormente o procedimento experimental no 70° dia de infecgdo. A
barra indica o desvio padrdo. Analise estatistica com teste ndo paramétrico Mann-Whitney
(p<0,05). n=3. B6I/T* : estatisticamente significativo em relagdo ao grupo B6l.
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4.9 Anélise dos marcadores de superficie celular de linfécitos T do infiltrado
inflamatério do musculo esquelético de animais tratados ou ndo com anti NK1.1,

durante a fase crénica inicial.

4.9.1 Alteragbes quantitativas das populagbes de células T CD4+ e CD8+
encontradas no musculo esquelético e que apresentam baixa ou auséncia da

expressdo do marcador CD45RB.

Obtivemos, semelhantemente aos dados adquiridos na segunda fase experimental
do trabalho, maiores porcentagens de células T CD4+CD45RB™° e CD8+
CD45RB"*"9 no infiltrado inflamatério do musculo esquelético de animais C57BI/6
infectados do que em animais YMT infectados (Fig. 17). A diferenc¢a citada & maior
na populagdo de células T CD4+. A deplecdo de células NK1.1+ nos animais
C57BI/6 infectados causou uma tendéncia a diminuicdo de CD4+ CD45RB™9 .
Quando animais uMT infectados foram tratados com anti-NK1.1, houve aumento da
populacdo de células T CD4+ CD45RB™9. De modo comparativo, 0os animais
C57BI/6 infectados e tratados com anti-NK1.1, ndo apresentaram alteragdo na
populagdo de células T CD8+ CD45RB ™9 ng infiltrado inflamatério, enquanto
que houve aumento das proporgdes dessas células quando animais uMT infectados

foram submetidos a deplecao de NK1.1+.
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Figura 17. Analise de populacées de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) presentes no
infiltrado inflamatério do musculo esquelético e que apresentam o marcador
CD45RB"™™9  durante a fase crénica inicial. Nesta figura esta representada as
porcentagens de células que apresentam marcador CD45RB""°"¢ dentro da populagdo
total de células T CD4+(A) ou CD8+ (B) dos diferentes grupos experimentais: B6l, B6I/T,
MMTI, uMTI/T. Os animais foram tratados com 3 doses intercalados de anticorpo monoclonal
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anti-NK1.1 (400ug) a partir do 55° dia de infecgédo e analisados no 70° dia. A barra indica o
desvio padrdo. Andlise estatistica com teste ndo paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). n=4
por grupo. Para o grafico 17A e B - pMTI* : estatisticamente significativo em relagdo ao
grupo B6I1 ; yMTV/T* : em relagao ao uMTI.

4.9.1.1  Representagbes graficas de linfécitos T do musculo esquelético com

CD45RB"2*°"®9 na fase cronica inicial.

De maneira a exemplificar os resultados obtidos e expressos no grafico 17, estado
ilustrados nas figuras 17.1 e 17.2 a intensidade de coloragdo de CD45RB**"0 em
células T CD4+ e CD8+, respectivamente. Na figura 17.1A e B observamos maior
frequéncia de células CD45RB"™® sobre a populagéo total de linfocitos T CD4+ em
animais C57BI/6, quando comparado aos animais pMT. Os numeros expressos

exemplificam os encontrados na figura 17.
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Figura 17.1. Analise por Citometria de fluxo de células do infiltrado inflamatério
presente no musculo esquelético de animais na fase crénica de infecgao: A figura A
representa células mononucleares de animais C57BI/6 infectados. Os outros grupos sé&o:
C57BI/6 infectados e tratados com anti-NK1.1(B) (tratado com 3 doses de 500ug em dias
intercalados), uMT infectados (C), e uMT infectado e tratado com anti-NK1.1(D) (protocolo
idem ao de C57BI/6 tratados). Os grupos animais foram constituidos por 4 animais. (Descrito
no item 13 de A até E em métodos).
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Figura 17.2. Citometria de fluxo das células do infiltrado inflamatério do musculo
esquelético de camundongos C57BI/6 e pMT infectados tratados ou ndo com anti-
NK1.1+. Na figura A esta representada células CD8+CD45RB"**"™? de animais C57BI/6
infectados. Os outros grupos sdo: C57BI/6 infectados e tratados com anti-NK1.1(B) (tratado
com 3 doses de 500ug em dias intercalados), uMT infectados (C), e uMT infectado e
tratado com anti-NK1.1(D) (protocolo idem ao de C57BI/6 tratados). Os grupos animais
foram constituidos por 4 animais. (Descrito no item 13 de A até E em métodos).
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4.9.2 Analise das populagbes de células do infiltrado: células NK1.1+ no musculo
esquelético de animais tratados ou ndo com anti NK1.1, durante a fase crénica inicial

da infecgdo por T. cruzi.

Na figura 18, obtivemos os numeros relativos de CD4+NK1.1+ e de af+NK1.1+
presentes no infiltrado inflamatério do musculo esquelético de diferentes grupos
experimentais durante a fase cronica da infec¢ao. Estas populagdes celulares foram
avaliadas 15 dias apdés a deplecao. Na figura 18A, verificamos que os animais
C57BI/6 infectados apresentam 1% de células T CD4+ NK1.1+ positivas no infiltrado
inflamatério. Observa-se que os animais UMT infectados apresentam 0,3%, também
nesta fase da infeccdo. Os animais C57BI/6 infectados e depletados de NK1.1+
apresentam 0,5% destas células, e os animais uMT infectados e tratados com anti-
NK1.1 cerca de 0,23%. Também na fase crénica inicial, a figura 13 apresenta
namero relativo diverso do apresentado na presente figura: na figura 13 os animais

foram infectados com maior in6culo.

Quanto ao total da populagcdo de células T ap+ NK1.1+ presentes no infiltrado
inflamatério do musculo esquelético, observamos que os animais C57BI/6
apresentam propor¢cées aumentadas de células ap+NK1.1+ (3,6%) em relagdo ao
tratado com anti NK1.1, enquanto que a deplecdo de NK1.1 de animais puMT

infectados nao causou alteragdes significativas.
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Figura 18. Populacoes de células T CD4+ (A) e ap+ (B), que apresentam o marcador
NK1.1.+. presentes no musculo esquelético na fase cronica de infecgao. Nesta figura
estdo representadas as porcentagens de células que apresentam marcador NK1.1+ dentro
da populagédo total de células T CD4+ ou aB+ (figura 17A e B), dos diferentes grupos
experimentais: B61, B6I/T, uMTI, uMTI/T. Inicio do tratamento no 55° dia de infecgéo, em trés
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doses (400ug/dia/animal) em dias intercalados. O procedimento experimental foi realizado
no 70° dia poés-infecgdo. A barra representa o desvio padrdao. Analise estatistica com teste
ndo paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). Animais: n=4 por grupo. Para o grafico 18A -
B61/T* : estatisticamente significativo em relagao ao grupo B6l.

4.10 Avaliagdo da resposta inflamatéria no masculo em animais tratados com anti-

NK1.1+ durante a fase crénica inicial: histopatologia

4.10.1 Alteragbes de aspectos microscopicos do infilirado inflamatério presente no

tecido muscular de animais uMT infectados e tratados ou ndo com anti-NK1.1+.

Neste topico (Prancha | - figura 19) sdo mostradas fotomicrografias de cortes do
musculo cardiaco (Figs. 19A) e estriado (Figs. 19B até D) aos 60 dias de infecgao.
Durante a fase crénica inicial, foi observada baixa intensidade de infiltrado
inflamatério no coragdo de animais PMT infectados e nos controles C57BI/6
infectados (ilustragdo 19A exempilifica os infiltrados avaliados. Vale salientar que os
animais foram infectados com baixo in6culo de T. cruzi (50 formas). Ainda em
fragmentos do coragdo, foram observados raros e pequenos focos de infiltrados de
células mononucleares evidentes em todos os grupos experimentais infectados.
Para exemplificar o tipo de infiltrado encontrado nos animais infectados, indicamos o
corte do coracdo de pMT (Fig. 19A). Nestas condigdes, quando os animais pMT
foram comparados com os C57BI/6 nao foram evidenciadas diferengas quantitativas
de infiltrado inflamatério no coragédo desses animais, bem como em fragmentos do
musculo esquelético destes grupos (infiltrado inflamatério moderado graduado em -
I+ : como descrito em métodos). De modo comparativo, ndo observamos diferengas
significativas entre animais C57BI/6 infectados e pMT infectados no inoculo de 50
formas tripomastigotas. Ainda sobre a Prancha | (Figs. 19B a D) observam-se
fotomicrografias revelando um discreto infiltrado inflamatério composto
principalmente por células mononucleares, de aspecto focal e perivascular. Em vista
disso, a figura 19B comparada a figura 19D mostra claramente que no caso destes
altimos (uMT tratados com anti-NK1.1) houve maior infiltrado inflamatério de células
mononucleares, de modo difuso e perivascular (graduacgdo definida em métodos,
respectivamente -/+ e +). Pode-se assim inferir que o tratamento com anti-NK1.1 dos
camundongos pMTI infectados intensificou a resposta inflamatéria. Outro aspecto
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histopatolégico relevante € a presengca de processo de regeneragéo do tecido
muscular esquelético no grupo uMTI tratado com anti NK1.1. (Fig. 19C). Na figura
19C, a seta indica os nuicleos dos miécitos em processo de divisdo (seta indicativa).

PRANCHA|

Figura 19. Fotomicrografia de cortes histopatolégicos do tecido cardiaco (A) e
muscular esquelético (B a D) de camundongos C57BI/6 e pMT durante a fase crdnica
inicial de infecgdo por T. cruzi, corados com H.E.: A secgdo histopatolégica da foto A é
do coragéo de animal UMT (uMTI) infectado. A fotomicrografia B € de camundongos puMTI
em aumento de 20x. As secgdes C (40x) e D (20x) sdo de animais uMTI tratados com anti-
NK1.1. Os grupos experimentais tinham um numero de 4 camundongos cada. Seta
indicativa na Secgéo C: divisdo de nucleos dos midcitos de fibra muscular destruida.
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4.11 Dosagem da produgédo de TNF-a no bago (ELISA) e detecgdo da expressédo

desta citocina no tecido muscular esquelético (Imunohistoquimica).

4.11.1 Secregdo de TNF-a in vitro em células de bago de animais uMT infectados.

Na figura 20, observam-se as dosagens in vitro de TNF-a secretado pelas células do
baco dos diferentes grupos experimentais. Verificamos que os esplenécitos de
camundongos puMT néao infectados secretaram niveis de TNF-a maiores que os de
C57BI/6 nao infectados, expressos em pg/ml. Da mesma maneira, 30 dias apés a
infecgdo, as células do bago de animais pMT também apresentaram maiores
proporcées de TNF-a, quando comparados aos C57BI/6. No entanto, quando
comparamos pMT infectados com os néo infectados, ndo observamos diferengas.
Fato semelhante foi visto entre os animais C57BI/6 (B61 e B6N).

300+

200+

pg/ml

100+
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Figura 20. Secrecao de TNF-a por esplendcitos de animais infectados ou nao. Células
do bacgo foram obtidas de camundongos C57BIl/6 e uMT infectados ou nao, como descrito
em Material e Métodos, utilizando-se trés animais por grupo experimental. As células foram
cultivadas (10x10° células por pogo) em duplicatas, na auséncia de estimulo (Meio = M). A
barra representa o desvio padrao. O sobrenadante foi coletado ap6s 48 horas e a producgao
de TNF-a foi determinada por método imunoenzimatico (ELISA). Analise estatistica com
teste ndo paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). Animais: n=2 por grupo. B6N-Meio* e B6I-

Meio* : estatisticamente significativo em relagéo aos grupos uMT.



92

4.11.2 Anélise imunohistoquimica para TNF-a nos cortes histolégicos do musculo

esquelético dos diferentes grupos experimentais.

Na figura 21 observamos as secgées de musculo esquelético criopreservado de
camundongos B6l e uMTIl com marcagéo especifica para TNF-a, através do método

de imunohistoquimica (descrito em material e metodos).

Comparativamente, na figura 21A e B observamos a coloracdo das células de
linhagem macrofagica J774 estimuladas em cultura com LPS (B) ou n&o estimuladas
(A). Em 20A (laminas-controle que se apresentaram sem coloragéo de peroxidase
evidente), verifica-se somente a coloragéo verde que evidencia o nucleo celular que
apresenta sua forma tipica e regular (aumento 40X). Na figura 21B observamos a
coloragdo das células que além da coloragdo verde do nucleo, apresenta também
uma coloragdo castanha no citoplasma e na matriz extracelular (aumento 40X).
Quanto as secgbes do tecido muscular, de camundongos B6l e uMTI, a reagao de
imunomarcacao em laminas-controle apresentou resultado negativo (Prancha Il —
Figs 21C e E 40X). Prosseguindo, na figura 21D (animais B6l) foi observado
infiltrado inflamatorio focal e perivascular e de modo co-localizado a marcagédo de
TNF-a nas células mononucleares. Nos animais pYMTI também foi observado a
presenga de TNF-a no citoplasma e matriz extracelular de células mononucleares
(Fig. 21F). Verificamos que aparentemente houve maior intensidade de marcagéo de
TNF-a nos tecidos de uMT] do que em B6l. Entretanto este resultado é apenas
sugestivo, pois um numero maior de animais precisa ser estudado quanto a

expressao desta citocina no muisculo estriado.
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Figura 21. Fotomicrografia de imunomarcagdo em TNF-a em cortes histopatolégicos
do tecido muscular esquelético de camundongos C57Bl/6 e pMT durante a fase
crdnica inicial de infecgdo por T. cruzi: As figuras A e B ilustram as células J774 com (B)
e sem (A) o anticorpo primario anti-TNF-a. Estdo representadas as secg¢des histopatolégicas
de animais uMT infectados no controle negativo (C) ou positivo (D). As fotomicrografias E e
F sdo de camundongos C57BI/6 infectados (respectivamente controle negativo e positivo).
Aumento de 40x para secgdes A e B e de 20x para as demais.



5. DISCUSSAO

Através dos diferentes modelos experimentais utilizados até hoje, foi possivel
estudar alguns dos mecanismos imunolégicos que estdo envolvidos na resisténcia a
infecgdo. Atualmente, as perguntas estdo voltadas sobre os processos
imunorregulatérios que ocorrem, em diferentes modelos experimentais. Desse modo,
o objetivo principal deste trabalho foi avaliar se as células B influenciam a memoria
imunoloégica e a migragao de células T efetoras para os tecidos, durante a infecgao
por Trypanosoma cruzi. Ademais, de importancia fundamental & o estudo das células
NK1.1+ presentes nos compartimentos periféricos como bago e musculo estriado,
possivelmente contribuindo para a geragao de linfécitos ativados e de meméria. Para
avaliar a geracéo de linfocitos T de memoéria e as células envolvidas na manutengao
da membéria imunolégica, utilizamos um modelo experimental de infecgdo por T.

cruzi, em camundongos desprovidos de células B funcionais.

No presente estudo foi investigada inicialmente a sobrevida e o nimeros de
parasitos circulantes em animais uMT e C57Bl/6 infectados com a cepa Tulahuen de
T. cruzi (Figs. 2 e 3). A inoculagdo com 100 formas tripomastigotas (Fig. 2) ou com
50 formas (Fig 2A) nos permitiu observar diferengas entre os animais yMT e C57BI/6
quanto a parasitemia (Fig 2 e 2A) e a mortalidade (Figs. 3 e 3A). Os animais uyMT
reconstituidos com células B controlaram melhor a parasitemia e apresentaram
melhor sobrevida quando comparados aos camundongos pMT nio reconstituidos.
Esses dados sugerem que as células B estariam participando da resisténcia a

infecgao.

Diversos estudos indicam que as células B estdo presentes no timo e no bago
(INABA et al., 1988). No timo elas podem participar no processo de apresentagéo de
peptideos durante o evento de selegédo timica das células T (WEISS et al., 1989;
LANZAVECCHIA, 1985). Neste sentido, as células B poderiam potencialmente servir
como fonte de apresentagdo de peptideos no timo, gerando diversidade do
reconhecimento, inerente a células T (CONSTANT, 1999). Adicionalmente, foi
descoberto que em camundongos desprovidos de células B, ocorre diminuigdo no
desenvolvimento da zona de células T da polpa branca. Isto sugere que as células B
influenciariam no desenvolvimento das células T no bago (NGO et al., 2001),



demonstrando que possivelmente a auséncia destas células causaria diminuigéo da

populagao de linfocitos T no bago e, consegilentemente, diminuigdo do mesmo.

Vrios estudos demonstraram que na infecgdo de camundongos por T. cruzi ocorre
ativagéo policlonal de linfécitos B (entre eles, CORSINI & COSTA, 1981; MINOPRIO
et al., 1986). Assim, podemos correlacionar o aumento da celularidade do bago dos
grupos experimentais com a expansao policlonal de linfocitos. Durante a fase aguda
de infecgédo, ha aumento do namero e do tamanho dos linfécitos no bago, indicando
a presenga de células ativadas (MINOPRIO et al., 1988). Assim, ocorre também
produgéo de anticorpos de multiplas especificidades (MINOPRIO et al., 1989). Neste
tipo de ativagao a maior parte dos linfocitos B ativados na infecgao pelo T. cruzi nao
apresenta especificidade por antigenos parasitarios. Na fase aguda de infecgao, as
diferencas de tamanho de bago foram mais evidentes em nossos estudos (Fig. 8).
Observamos que na fase cronica, a deplegdo de células com marcador NK1.1 na
fase crénica inicial, ndo causou alteragdes significativas no tamanho do bago em
C57BI/6 e uMT (Fig. 14). Adicionalmente, na fase crbénica os animais pMT
reconstituidos com células B apresentaram os bagos diminuidos, comparados aos
nao reconstituidos (Fig. 8B). Possivelmente, uma hipétese poderia ser que, apds a
transferéncia adotiva de células B em animais pMT, a célula B passe a regular
negativamente a expansdo de determinadas populagdes celulares através da
produgéo de IL-10 ou até mesmo através da liberagéo de imunoglobulinas.

Apos a analise da celularidade do bago dos animais, foram evidenciados os perfis de
ativagado e memoéria dos esplenécitos de camundongos em fase aguda de infecgao.
As celulas T virgens apresentam marcadores de superficie celular que as tornam
fenotipicamente distintas de outras populagdes celulares. Assim, as células T
virgens expressam em sua superficie celular altos niveis de CD45RB e CD62L e
baixa ou intermediarias de CD44. Dependendo das condigbes apds, uma resposta
imune essa célula T passa a ser identificada como célula T efetora de meméria.
Essa célula expressa baixos niveis de CD45RB e CD62L e altos niveis de CD44.
Sendo assim, a ativagao das células T causa modulagéo negativa e/ou positiva de

algumas de suas moléculas em sua superficie, conforme descrito acima (SPRENT,
1993).



Em nosso modelo experimental, foram analisados outros marcadores de ativagao e
memoéria: CD62L, CD44 e CD69 (aqui nao incluidos, material em analise e
avaliagao). Em decorréncia de estudarmos linfécitos T de meméria, selecionamos o
marcador CD45RB que exemplifica bem esta populagdo quando esta presente em
baixos niveis — ou mesmo ausente — da superficie celular. Por essa razado e pelos
resultados obtidos referentes a células de memoéria, ndo incluimos outros
marcadores nesta tese. Tomando por base que o marcador CD45RB indica com
clareza o fenétipo de um linfécito T de meméria/efetora, e que linfécitos B poderiam
atuar no sentido de favorecer a manutengdo desta meméria e o aumento de
linfécitos T, avaliamos a presenca deste marcador sobre esplendcitos em fungéo da
presenca ou auséncia de linfécitos B. Muitos grupos de pesquisa demonstraram a
importancia das células B antigeno-especifica em apresentar antigenos para as
células T in vivo (revisto em ABBAS ef al., 1984; MALYNN et al., 1985; KURT-
JONES et al., 1988). Em outro modelo experimental, a imunizagdo de camundongos
MMT C57BI/6 nao infectados com a proteina KLH (Proveniente de Hemocianina) e
posteriormente o estimulo em cultura do linfonodo com o mesmo antigeno, revelou
reduzida capacidade em responder ao re-estimulo (RIVERA ef al., 2001). Ademais,
foi demonstrado em modelo experimental semelhante (mas nao na infecgdo por T.
cruzi), que a transferéncia adotiva de células B maduras poderia restaurar a ativagao
normal de células T CD4+ (LIU et al., 1995).

Na infecgdo aguda, observamos que a reconstituicdo dos animais uMT com células
B resultou em aumento no nimero de células T com marcador CD45RB" no bago
(Fig. 5). Também nesta figura, de modo semelhante o tratamento com
imunoglobulinas aumentou o nimero de células T CD4+ e CD8+ CD45RB™® em
animais pMT infectados (pMTI+lg). Na fase cronica de infecgdo, os animais C57BI/6
infectados apresentaram novamente maiores proporgées de células T de memoria
comparadas ao grupo experimental uyMT infectado (Fig. 9). A reconstituigdo de
animais uMT com células B resulta em aumento da frequiéncia de células T CD4+ e
CD8+ apresentando CD45RB™? | no bago. Em nossos resultados utilizando também
animais C57BI/6 demonstramos que, tanto na fase aguda como na crénica os bagos
de animais pMT infectados apresentaram menor niimero de células T CD45RB"
(comparados aos C57BI/6 e aos animais UMT infectados e reconstituidos). Assim,

estes resultados mostram que na auséncia de células B, o desenvolvimento de
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células T é modificado. Além disso, de acordo com o0s nossos resultados
experimentais sugerimos que as células B sdo importantes no aumento de células T
CD4+ CD45RB"™Y até a fase cronica. Possivelmente, estas Ultimas seriam
responsaveis para a manutengdo da populagdo de CD8+ CD45RB™ até a fase

cronica inicial.

Antes de procedermos a analise do marcador NK1.1 averiguamos a expressao de
CD1 sobre as células IgM positivas. Os estudos demonstram que as células B IgM+
CD1+ sao importantes na ativagdo de uma subpopulagdo em especial, a de células
T NK1.1+ (BENDELAC ef al,, 1997). Essa subpopulagdo celular é ativada pelas
células B através da interagao via molécula de CD1d (BRIGL & BRENNER, 2004). A
infecgdo aguda por T. cruzi em animais C57BI/6, causou diminuigéo de células CD1+
IgM+ de modo significativo (Fig. 7). Esse dado sugere que a ativagado policlonal das
células B pode levar a uma modulag¢do negativa da molécula CD1+ sobre as células
IgM positivas ou, alternativamente, células B podem estar sofrendo diferenciagdo
terminal intensamente. A dltima afirmacdo é vélida, pois em nimero absoluto a
diminuicao de células IgM+ CD1+ em animais C57BI/6 infectados (fase aguda) é
significativa (Fig. 7). Ja em yMT, o bago dos animais yMT nao apresentaram células
B, que seriam evidenciadas como IgM positivas (como esperado). Mais tardiamente
e na fase cronica, os animais C57BI/6 indicaram um aparente aumento de igM+
CD1+ no bago, apés a infecgao (Fig.11). A transferéncia adotiva de células B
(selvagens) ou B (IL10-KO) para animais yMT infectados ocorreu de modo eficiente
reconstituindo os animais, como demonstrado pela andlise dos esplenécitos por

citometria de fluxo (Figs. 7 e 11).

Quanto aos esplendcitos ap+ NK1.1+, observamos que na fase aguda de infecgéo
os grupos puMT infectados apresentaram as mesmas proporgées de células af+
NK1.1+, comparados aos néo infectados (Fig. 6). Ja o tratamento de animais uMT
normais com Ig aumenta os nimeros de células off+ NK1.1+ (Fig. 6). Uma das
hipoteses sugeridas, é que as imunoglobulinas ou fatores do soro poderiam atuar no
sentido de regular positivamente a expansao das células a+ NK1.1+. Desse modo,

sugere-se através dos dados, que a imunoglobulina pode ser uma molécula
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importante nao s6 na resposta imune, mas também na regulagdo da expansao de
algumas das subpopulactes das células T.

Em outro trabalho, sugere-se que para a geragdo de diversidade de células T sdo
requeridas células B e imunoglobulina (lg) (JOAO et al, 2004). Em nossos
resultados, aos 60 dias de infecgdo, os numeros de células esplénicas a+ NK1.1+
em animais C57BI/6 sdo maiores do que em animais yMT. Nesta fase da infecgdo, a
reconstituicdo de animais uMT, com células B, ndo altera as proporgdes de células
ap+ NK1.1+ (Fig. 10). De maneira relevante, a reconstituicdo de animais uMT com
células B (IL-10 KO) causou aumento no numero de células T CD4+ NK1.1+ no
musculo esquelético. Essa populagdo celular € uma subpopulagdo de células ap,
com TCR restrito e dependente da classe | para sua maturagédo e diferenciacdo
(BENDELAC, 1997). De alguma maneira, talvez por mediadores soluveis como, por
exemplo, a IL-10, as células B poderiam estar regulando a expansao das células T
CD4+ NK1.1+.

Segundo GODFREY e colaboradores (2000) as células T NK podem ativar as
células B através da ligagdo via molécula de CD1d e isto poderia ser explicado em
nossos estudos de maneira que estas células possam induzir a produgdao de
anticorpos anti 7. cruzi. Similarmente, a infecgdo por T. cruzi em camundongos
depletados de células T NK resultou na diminuicdo dos niveis de anticorpos IgG anti-
T. cruzi, relacionada ao aumento de parasitas circulantes e alta suscetibilidade
nestes animais (CARDILLO et al, 2002). As células T NK1.1+ possuem ainda uma
importante fungdo regulatéria em animais C57BI/6 eutimicos, mas ndo em
camundongos timectomizados infectados pelo 7. cruzi. Esta fungdo regulatoria
estaria relacionada a atividade auxiliar e na geragdo de células T efetoras ou de
meméria. No trabalho citado, a resisténcia a infecgao foi correlacionada a presenga
de células T CD4+CD45RB™ presentes no bago ja antes da infecgdo.

Como descrito mais acima, utilizamos o marcador CD45RB™? para identificar
populagdes linfocitarias de memoérialefetora. No entanto, foi descrito que CD44™°
pode caracterizar linfocitos T CD8+ de memoria central e efetora, sugerindo ainda a
possibilidade de interconversdo entre estas duas populagbes (TOUGH, 2003). As
células T de memoria central sdo caracterizadas fenotipicamente por apresentarem



os marcadores CD44* | CD45RB" e receptores para a quimiocina CCR7°* e
CD62L*" | permitindo a sua localizagdo em 6rgaos linféides. O autor discute ainda
que possivelmente o fendtipo funcional de memaéria em estados de infecgdo (como
pelo virus influenza) tem sido associado somente @ memoria central, isto porque
varios estudos mostram apenas estagios tardios da infecgao considerando um tnico
ponto. Neste sentido, estudamos diferentes fases da infeccdo e utilizamos o
marcador Unico CD45RB. Especificamente em nossos estudos, propomos que a
manutengdo do estado de memoéria em células T CD4+ é verificada em pMT
infectados somente quando reconstituidos com células B. Este mesmo mecanismo
de manutengdo da memoéria imune aparentemente ndo acontece com administragao

de Imunoglobulinas.

A manutengdao da memoéria em linfécitos T CD8+ é bem estabelecida no caso de
HMTI+B, quando os numeros absolutos desta populagdo celular sdo avaliados no
bago (resultados ndo mostrados). Claramente, na fase cronica estudada (resultados
em avaliagdo, aqui ndo apresentados) estes numeros passam de aproximadamente
200.000 no uMT infectados e nao reconstituidos com linfécitos B, para 1.000.000 de
células CD8+ CD45RB"™® nos reconstituidos (UMTI comparados aos uMTI+B).
Nossos resultados indicam desse modo que a presenga da célula B estaria ligada a
formacdao de células T CD45RB™ na fase aguda e manutengado/aumento de
memoria imune na fase crénica de infecgéo, possivelmente conferindo ao grupo de
animais reconstituidos com células B, maior sobrevida. Como mencionado, os
animais UMT infectados apresentaram menor frequéncia de células T CD45RB™ ,
na fase aguda de infec¢do, comparados aos C57BI/6. No entanto, a reconstituigdo
de animais uMT, com células B, resultou no aumento de CD45RB"*® no bago (Fig. 5),
o que possivelmente estaria relacionado com a resisténcia do animal a infecgao,
resultando em diminuicdo da parasitemia e da mortalidade (Fig. 2 e 3).
Adicionalmente, o tratamento com Ig também aumentou o nimero de células T
CD4+ CD45RB"™®, na fase aguda da infecgdo. Podemos assim sugerir que as
células T CD4+ CD45RB™* estariam relacionadas, e alguma forma, & manutengéo
de células T CD8+ CD45RB™?, durante a infecgao, tanto apés a reconstituigdo com

células B ou a administragao de Ig (Fig. 9).
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Pode ser ainda proposto que para a geragdo e manutencdo de células T CD8+ e
preciso haver determinadas citocinas no microambiente linfocitario. Notadamente,
SPRENT (2004) descreve em seu artigo de revisdo que o linfécito T CD8+ de
memoria depende da sintese de interleucina 15 e ainda da presencga de interleucina
2 para se manter viavel a nivel periférico. No mesmo artigo € comentado que estas
citocinas, por sua vez, seriam capazes de induzir quantidades 6timas de secregao
de IFN-y que, juntamente com a prépria IL-15, controlariam a expansdo destas
células. Logo, em nosso modelo experimental ha uma possibilidade de que a
reconstituicdo com linfécitos B em pMT infectados (uMTI+B) restabelega o equilibrio
para a produgdo de algumas destas citocinas secretadas por linfocitos T,
contribuindo para a manutengao da meméria da populagdo T CD8+.

BEVAN e colaboradores (2004) demonstraram que a formagdo de células T CD8+
de memoéria ndo é dependente de células T CD4+. Porém, a manutengédo da
subpopulagao de células T CD8+ de memoria € dependente de células T CD4+ no
sistema de infecgdo de animais C57BI/6 selvagens e MHC KO com Listeria
monocytogenes e o virus LCMV e aparentemente € o que pode acontecer em nosso
sistema experimental.. Pode-se afirmar, portanto que mesmo que haja diferengas na
predominancia de células T CD8+ (SUN & TARLETON et al., 1998) ou de células T
CD4+ (RUSSO et al., 1988; ARAUJO et al., 1989; RIBEIRO DOS SANTOS et al.,
2001) no infiltrado inflamat6rio do coragado, é necessaria a presenga de ambas as
populagdes celulares durante a infecgdo pelo T. cruzi para que haja uma resposta
efetora apropriada, ja que as células T em geral sdo importantes na resisténcia a

infecgéao.

Quanto a anadlise dos fragmentos de tecido em nosso modelo experimental, em
relagao aos infiltrados inflamatérios, ndo foram observadas diferengas quantitativas
quando o inéculo foi de 50 parasitas. Assim, nossos estudos histopatolégicos aqui
apresentados nao indicaram diferencas de infiltrado mononuclear no tecido cardiaco
e muscular esquelético entre animais uMT e C57BI/6 infectados. Na figura 19 foi
apresentado o infiltrado inflamatoério representativo dos grupos estudados (Fig 19A -
coragédo; e 19B - musculo esquelético). Quando a infecgdo dos animais ocorre
utilizando 500 e 1000 formas o infiltrado inflamatério é mais intenso em pMT,

quando comparados aos controles, na fase crénica inicial (como demonstrado por



POSTOL, E., MENGEL, J., AROEIRA, LS., ;NOMIZO, A. AND CARDILLO, F.,
2001a; POSTOL, E., MENGEL, J., AROEIRA, L.S., CARDILLO, F., 2001b).

Sobre os niveis de TNF-a, quisemos relacionar os niveis desta citocina com a
intensidade da resposta inflamatéria e necrose nos tecidos de pyMT em fase cronica
inicial. No que se refere a imunohistoquimica, o nimero de animais foi muito baixo
para detectar diferengas, sendo que a figura 21 apenas ilustra a expressao de TNF
no tecido de ambos os grupos experimentais (C57BI/6 e pMT infectados).
Aparentemente, houve aumento da expressdao de TNF-a nos tecidos de pMT
infectados comparados a seus controles C57BI/6. Nos resultados referentes a
dosagem de TNF-a no sobrenadante de cultura de esplendcitos de animais
infectados, observa-se produgdo de TNF-a detectavel em células esplénicas de
UMT. A expressdo de TNF-a no tecido (Fig. 21) e a secregao desta citocina por
esplendcitos (Fig. 20), sugere terem existido diferengas significativas entre animais
UMT e C57BI/6. Esta poderia ser uma explicagdo para a extensa necrose encontrada
em animais pMT no inicio da fase crénica da infecgdo. Uma explicagdo para este
fato & que naturalmente os animais yMT apresentam produgdo aumentada de todas
as citocinas. Fato este que poderia ser explicado pela compensagdo do sistema
imunolégico em manter o equilibrio na auséncia de células B que sdo células

importantes na regulagao.

Foi ainda demonstrado em nosso modelo que houve diminuigdo de células T
CD45RB"* no tecido muscular de animais yMT comparado aos controles. Um dado
importante revelado em nosso estudo foi que animais pMT reconstituidos com
células B apresentaram tendéncia a aumentar as proporgdes de células T
CD45RB™* neste local. Ja a reconstituigdo com células B (IL-10KO) aumentou
significantemente o numero de células T NK1.1+ no tecido muscular. Desta maneira,
possivelmente as células B poderiam atuar como regulatérias durante o processo
inflamatério, como descrito em outro modelo experimental, livre de infecgcao
(MIZOGUCHI et al., 2002). Em relagdo ao infiltrado de células encontradas no
musculo esquelético de animais yMT ocorre aumento de células T CD8+ CD45RB™
no infilirado inflamatério, 15 dias ap6s a depleg¢do de NK1.1 (Fig. 17). Esses dados
estao relacionados aos dados da andlise histopatolégica, onde foi observado que o
tratamento de animais UMT com anti-NK1.1, causou aumento de células no infiltrado
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inflamatério. No bago de animais C57BI/6 os numeros de células T CD4+ NK1.1+ ja
sdo baixos mesmo antes do tratamento. No musculo, o tratamento com anti-NK1.1
causou diminuigdo significativa de células T CD4+NK1.1+ e aB+NK1.1+ em animais
C57BI/6. Nos animais phMT mesmo antes do tratamento os nimeros ja sao baixos e
menores que os de C57BI/6 (Fig. 18). Esses dados indicam que apés a deplegéo de
células NK1.1+ dos animais C57BI/6 infectados, ocorre baixa reposicao de células T
NK1.1+ (tanto af total ou CD4+), 15 dias apds o tratamento. Foi verificado também
em nossos resultados que a reconstituigdo com células B (de animais 1L-10 KO) em
animais puMT cronicamente infectados resultou em aumento das proporgdes de

células T CD4+ NK1.1+, encontradas no masculo esquelético (Fig. 13).

As células T CD4+ NK1.1+ tem sido descritas como células T NK1.1+ que, em
camundongos, expressam a cadeia invariante do TCR Va14 e sao dependentes de
CD1d (BENDELAC, 1997). O fato de as células T CD4+ NK1.1+ j4 estarem
aparentemente diminuidas em animais PMT (tratados ou nao com anti-NK1.1)
poderia indicar que estas células tenham fungao regulatéria e que podem depender
de células B para sua expansao (Fig. 16). Esses dados sugerem que as células T
CD4+ NK1.1+, em baixos numeros (e ainda mais aos 15 dias apos a deplegao de
NK1.1), poderiam estar regulando negativamente a geragdo de células T de
memodria efetora no tecido muscular esquelético.

Finalmente, nossa hipétese é que na provavel auséncia/diminuicao de células
T CD4+ NK1.1+ (como no caso dos UMT), poderia haver maior inflamagédo. Ao
contrario, o total de células af+ NK1.1+ poderiam estar, em nossos estudos,
induzindo a resposta aumentada, visto que esta populagao celular pode ser indutora
de resposta (CARDILLO et al., 2002, DUTHIE et al., 2005). Interessante observar
que a populagdo CD4+ NK1.1+ esta efetivamente maior em pMT transferidos com
linfocitos B de IL-10 KO, no tecido muscular de animais cronicos. Notadamente, uma
citocina que poderia controlar o aumento desta populagdo seria, portanto a IL-10
produzida por linfécitos B. Dessa maneira, a auséncia de células B poderia
influenciar a expansao das células T CD4+NK1.1+ no musculo, durante a infecgao
cronica. A elucidagcdo deste mecanismo regulatério envolvendo linfécitos T CD4+
NK1.1+ poderia explicar a razéo pela qual uMT infectados possuem maior infiltrado
inflamatério na fase cronica inicial (infecgdo com 500 e 1000 formas da mesma
cepa) do que seus controles C57BI/6 infectados da mesma maneira.



6. CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que:

Animais pMT C57BI/6 apresentam maior parasitemia e mortalidade do que
os controles C57Bl/6 infectados. Estes mesmos animais tornam-se mais
resistentes pela reconstituigido com linfocitos B. Portanto, os linfécitos B
transferidos estao relacionados ao aumento de resisténcia em animais
UMT infectados pelo T. cruzi. Além disso, a transferéncia de células B
conferiu uma maior sobrevida ao grupo de animais reconstituidos com

células B.

No modelo experimental utilizado, foi observado que imunoglobulinas
administradas a animais pMT infectados podem levar a manutencao de
células T af+NK1.1+ comparado ao efeito da reconstituicdo com linfocitos
B, a nivel periférico. Além disso, como estas células reconhecem a
molécula CD1 sobre linfécitos B, é provavel que a transferéncia de células
B a animais uMT infectados possa auxiliar no controle da populagao de
células NK1.1+. Estas dltimas, por sua vez, também podem estar
envolvidas em mecanismos que levam pMT reconstituidos a apresentarem

maior sobrevida.

Animais C57BI/6 infectados apresentam diminuigdo da freqiéncia de
células IgM+CD1+ durante a fase aguda da infecgdo e mantém estas
células na infecgdo crénica. Células B transferidas estdo viaveis nos
animais uMT infectados e levam ao aumento de IgM+CD1+ no bago dos
animais que receberam as células. A mesma transferéncia de células B a
animais UMT infectados (comparados aos nao reconstituidos) leva ao
aumento de células T de memdrialefetora no bago, evidenciadas pelo
marcador CD45RB" sobre linfocitos T CD4+ e CD8+.
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o O tratamento com anti-NK1.1+ em animais crdnicos: a — Induz aumento do
infiltrado inflamatério no misculo. Este aumento de inflamagdo esta
relacionado ao aumento de células T efetoras/meméria encontradas no
musculo esquelético de animais pMT infectados, 15 dias apés o
tratamento; b — As células T CD4+NK1.1+ estdo diminuidas no musculo de
uMT infectados. Em nossos estudos, € possivel que estas ceélulas
apresentem atividade anti-inflamatéria. Neste sentido, estas poderiam
regular negativamente a resposta inflamatéria neste microambiente. Alem
disso, esta populagdo celular aumenta no musculo esquelético, em
situagdes onde ha reconstituicao de linfécitos B provenientes de animais
que nao produzem IL-10 (células B de “C57BI/6 IL-10KO”). Apds a
deplecdo de células NK1.1+ foi observado ainda que a populagdao de
células T CD4+NK1.1+ (em animais pMT infectados) se mantém baixas
enquanto que as células aff+NK1.1+ totais sdo mais faciimente repostas e

mantidas no sistema.

e Os niveis de TNF-a estiveram aumentados no sobrenadante de bago
proveniente de animais pMT C57BI/6 quando comparados ao controles
C57BI/6. A identificagdo por imunohistoquimica desta citocina indicou
existir um provavel aumento no tecido muscular esquelético de yMT
C57BI/6 infectados comparados aos controles.

Finalmente, células B e possivelmente linfocitos T NK1.1+ (alfa beta, em sua
totalidade) induzem ao aumento de células T memoéria/efetora (CD45RB") na fase
aguda e a sua manutengdo/aumento de resposta na fase crénica de infecgao.
Ademais, a subpopulagdgo T CD4+NK1.1+ esta diminuida em pMT C57BI/6
comparada a seus controles C57BI/6 infectados. Como hipétese, esta subpopulagao
de células T CD4+NK1.1+ poderia estar envolvida em atividade anti inflamatéria,
visto que a literatura cientifica descreve que esta mesma populagdo celular pode

produzir rapidamente interlucina-4.
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