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RESUMO

ESTUDO DA MIGRAÇÃO DE CÉLULAS T NK1.1+ NO MÚSCULO ESTRIADO. 
DURANTE A INFECÇÃO EXPERIMENTAL PELO Trypanosoma cmzi EM ANIMAIS 
DESPROVIDOS DE LINFÓCITOS B FUNCIONAIS. JORGE SADAO NIHEI. Foi 
anteriormente demonstrado que as células NK (Natural Killer) estão relacionadas às 
bases para resistência à infecção por Trypanosoma cruzi, pois a depleção 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 
NKH-t- poderiam induzir a formação de células T efetoras/nnemória, e que a 
resistência à infecção foi correlacionada com a quantidade de células T CD4-<- 
CD45RB"®  ̂ presentes antes da infecção. No presente estudo avaliamos a função 
regulatória de células T NK1.1+ durante a infecção experimental pelo T. cmzi, na 
ausência de linfócitos B. Utilizamos os seguintes animais: C57BI/6 controles, ^MT 
C57BI/6, nMT reconstituídos (com células B de C57BI/6 ou B de C67BI/6 IL-10KO) 
ou tratados com imunoglobulinas. Neste modelo experimental, observamos que os 
animais p.MT apresentaram menores números de células T efetoras/memória no 
baço comparados aos controles (C57BI/6), na fase aguda de infecção. A 
reconstituição com células B ou o tratamento com Ig em animais îMT infectados 
resultou em aumento de células T efetoras/memória, comparado ao controle (jiMT 
infectado). Da mesma maneira e até fase crônica de infecção, a transferência 
adotiva de células B em animais ^MT causa persistência de células T 
efetoras/memória no baço. Como a molécula de CD1 (encontrada sobre células B e 
dendríticas) é reconhecida por células NK1.1, a expressão desta molécula foi 
também avaliada durante a infecção. Após a infecção, houve diminuição de células 
CD1+ no baço de animais C57BI/6, e ausência destas células nos jxMT. A 
recuperação desta população celular no baço de {aMT infectados após reconstituição 
com linfócitos B foi concomitante á reposição de células T CD4+ NK1.1 no músculo 
esquelético destes mesmos animais. Houve ainda aumento de CD4+NK1.1 também 
no músculo esquelético dos animais ^MT reconstituídos com linfócitos B 
provenientes de C57BI/6 IL-10KO. De modo interessante, a depleção de NK1.1 
durante a fase crônica, causou aumento de células T efetoras/memória encontradas 
no músculo esquelético de animais |uMT. Esses resultados estão relacionados aos 
dados de histopatologia, onde foi evidenciado maior infiltrado inflamatória no tecido 
HfKiscular de animais fxMT tratados com anti-NK1.1, durante a fase crônica da 
infecção. Nossos resultados indicam desse modo que a presença da célula B estaria 
ligada à formação de células T CD45RB"^ na fase aguda e manutenção/aumento 
de memória imune na fase crônica de infecção, conferindo ao grupo de animais 
reconstituídos com células 6 , maior sobrevida. Sugere-se, portanto que as células T 
CD4+ NK1.1+ poderiam ser regulatórias no sentido de apresentar atividade anti­
inflamatória e que as células aP+NK1.1+ exerceriam função auxiliar na geração de 
células T efetoras/memória em nosso sistema experimental.

Suporte Financeiro: FAPESP, FAPESB e CNPq.

Palavras chave: Célula T NK1.1+, Transferência de linfócitos B. Célula T 
efetora/memória, Trypanosoma cmzi, Imunorregulação.



ABSTRACT

EVALUATION OF NK1.1+ T CELLS AND INFLAMMATORY RESPONSE IN 
SKELETAL MUSCLE OF îMT 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 004^“ '*''̂  CD45RB"®^®“'^ T cells, present before infection. In 
this study we evaluated the regulatory function of NK1.1+ T cells during 7. cruzi 
infection in îMT C57BI/6 infected mice. The following mice were used; C57BI/6, ^MT 
C57BI/6 and nMT C57BI/6 Imunoglobulin (lg)-treated or adoptively transferred with B 
cells (obtained from C57BI/6 or from C57BI/6 IL-10KO). In this experimental model. 
yMT 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 p,MT uninfected mice is able to increase ap+NK1.1+ splenic cell 
population. As NK1.1 cells recc^nize C01 molecule which is expressed on B and 
dendritic cells, CD1 expression was evaluated in spleens of nMT 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 nMT and 
C57BI/6 mice and were increased following B cell-transfer to laMT recipient mice. 
Interestingly, the depletion of NK1.1 cells also increased effector memory T cells 
found on skeletal muscles infiltrates from jiMT, and this was correlated to the 
increased inflammatory response found in these îMT NK1.1-depleted mice, during 
the chronic phase of infection. In this inflammatory compartment, îMT infected mice 
presented low numbers of CD4+NK1.1 T cells, when compared to C67BI/6. Previous 
observations from our laboratory suggest that CD4+NK1.1+ T cells (which are 
decreased in skeletal muscle from infected laMT 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.



1.1 Aspectos Gerais da Doença 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 doença de Chagas ou 
tripanossomíase americana, após um trabalho realizado em Lassance, interior de 
Minas Gerais, de 1907 a 1908 (CHAGAS, 1909). A tripanossomíase americana é 
uma zoonose causada pelo hemoflagelado Trypanosoma cruz/ (T. cruz/). Essa 
doença se tornou de grande interesse dos domínios de saúde pública devido ao 
crescente número de casos registrados e das possíveis infecções nas áreas 
endêmicas. De acordo com a Organização Mundial de Saúde, ela afeta entre 16 e 
18 milhões de pessoas na América do Sul. Apesar das tentativas dos programas de 
controle, considera-se que 25% da população latino-americana está sob risco de 
infecção (WHO, 1991).

Através das observações, Carios Chagas descreveu o agente etiológico 
Trypanosoma cruzi e também o inseto vetor dessa infecção que transmite o parasita 
aos homens. Em relação à Taxonomia, esse parasito é um protozoário flagelado da 
ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae.

Morfologicamente apresenta-se sob as formas flageladas (epimastigota e 
tripomastigotas) e aflageladas (amastigotas) (BRENER, 1973 e 1971). Seu eido 
biológico indui a passagem por hospedeiros de várias dasses de mamíferos, 
inclusive o homem, e insetos hemípteros que sâo hematófagos e comumente sâo 
chamados de “barbeiros”, que podem ser dos gêneros Panstrongyius, Rhodnius e 
Triatoma pertencentes à família Triatomidae. Essa família compreende cerca de 128 
espécies classificadas em 17 gêneros em 5 tribos (SCHOFIELD et ai., 1999).

A prindpal via de transmissão para o hospedeiro mamífero é através de fezes e 
urina dos triatomíneos infectados (WHO, 1991 e 1995). Uma vez no hospedeiro 
vertebrado, o parasito se encontra na fomna tripomastigota metacídíco. Essa forma 
infectiva invade células nudeadas teciduais principalmente macrófegos e células 
musculares e se transforma na forma amastigota replicativa. Após um período de

1. INTRODUÇÃO
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divisão binária ocorre maturação para se transformarem em tripomastigotas 
(BRENER, 1973). A célula eventualmente é rompida e ocon-e liberação de fornias 
tripomastigotas ou sanguícolas que irão circular livremente na corrente sangüínea 
para infectar outros tecidos e órgãos 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 maturação novamente na forma 
infectiva tripomastigota que é eliminada com suas fezes e urina (BOGDAN et al.,
1999).

Além da via de transmissão vetorial que representa 80 a 90% das transmissões, 
outras vias de transmissão apresentam importância epidemiológica, como as vias de 
transmissão transfusional (5 a 20%) (NUSSENZWEIG et al., 1963) e a via congênita 
(0,5 a 8%) (APT et al., 1968; BITTENCOURT, 1976), havendo também a 
possibilidade de infecção por amamentação (MILES, 1972), via oral em modelos 
experimentais (CAMANDAROBA et al., 2002) e por acidentes laboratoriais em 
indivíduos que manipulam materiais infectados (DIAZ et al., 1979).

1.2 Fases e observações sobre a Doença de Chagas.

Segundo observações de Chagas em 1936, sobre o homem e os animais de 
laboratório, o parasito pode incubar de 4 a pouco mais de 10 dias até que se 
replique dentro do hospedeiro vertebrado. O período inicial da infecção é chamado 
fase aguda que é seguida por uma forma crônica indeterminada, definida por vários 
anos de curso assintomático na grande maioria dos pacientes, havendo, no entanto, 
uma pequena proporção que desenvolve a forma crônica ativa sendo manifestada 
no sistema digestivo e no miocárdio (ANDRADE et al., 1979).

Em 1916 CHAGAS, através de estudos epidemiológicos, pôde sugerir que na 
grande maioria dos casos o período inicial da infecção não era identificado de 
maneira adequada para o tratamento, às vezes até por não apresentar sintomas de 
uma infecção aguda clássica. Desta maneira, observou-se uma elevada prevalência 
de casos crônicos e pequena incidência de casos agudos. Na fase aguda da 
infecção em seres humanos, podem ser encontradas formas tripomastigotas no 
sangue periférico destes pacientes. No entanto, nas semanas subseqüentes a esse
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período, o número de parasitas circulantes decresce gradualmente (CHAGAS, 
1916).

Adicionalmente, podemos dizer que a infecção pelo T. cruzi apresenta duas fases 
bem distintas: a fase aguda ou inicial que pode se apresentar na fomna 
assintomática ou oligossintomática, sendo a maioria dos casos, na forma sintomática 
com sintomas de febre, adenomegalia, hepatoesplenomegalia, conjuntiva unilateral 
(Chagoma de inoculação), miocardite e/ou meningoencefalite. É possível detectar o 
parasito no individuo através do exame direto do sangue. Cerca de dois meses após 
o inicio da fase aguda, o T. cruzi desaparece da corrente sangüínea, podendo ser 
detectado somente por métodos como PCR ou hemocultura. Após um período de 
latência de 10 a 15 anos, chamado de fomna indeterminada, os pacientes podem 
evoluir para três tipos principais de doença: a forma cardíaca, com miocardite 
crônica, insuficiência cardíaca e eventualmente morte súbita, por arritmia cardíaca; 
forma digestiva, com megaesôfago e megacolon; forma mista com cardiopatia e 
“megas” simultaneamente (KOEBERLE, 1968).

Depois de uma fase aguda, a doença evolui para uma fase crônica em que 
diferentes síndromes podem aparecer. Depois de vários anos, 27% dos que 
contraíram a infecção desenvolvem problemas cardíacos que podem levar à morte 
súbita, 6% desenvolvem problemas digestivos e 3% apresentam envolvimento do 
sistema nervoso periférico (WHO, 1991 e 1995).

As diversas manifestações clínicas observadas na doença de Chagas passam por 
períodos ou fases, algumas relacionadas ao hospedeiro como a resposta imune, e 
outras inerentes ao parasito que apresenta distintas características evidenciadas 
pela diversidade de cepas isoladas dos mais diferentes hospedeiros. Através do 
estudo de vários parâmetros biológicos e histopatológicos das cepas de 
Trypanosoma cmzi em camundongos Swiss, ANDRADE, em 1985, classificou-as em 
três tipos ou biodemas: tipos I, II e III, de acordo com as características histotrópicas 
e de parasitêmia e virulência. No modelo experimental proposto para execução 
deste trabalho foi utilizada a cepa Tulahuen de T. cruzi, que foi caracterizada como 
sendo do tipo II (ANDRADE, S.G. comunicação pessoal). A cepa de T. cmzi do tipo
II apresenta curso parasitêmíco mais lento entre 12° e o 20° dia de infecção e as
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lesões predominantes ocorrem no miocárdio e no músculo esquelético, onde ocorre 
intenso processo inflamatório (ANDRADE, etal, 1985).

Semelhante a outras doenças que acometem as populações no mundo, a doença de 
Chagas é amplamente estudada em diversos modelos experimentais. Diferentes 
aspectos da doença humana sâo reproduzidos em vários modelos, incluindo 
camundongos (SATO eí al., 1992; SANTOS-BUCH et al., 1974; RAMIREZ et al., 
1994; FALASCA et al., 1994). Além disso, muitas descobertas sobre a participação 
da resposta imune no controle da infecção por Trypanosoma cruzi, foram realizadas 
utilizando modelos experimentais com camundongos geneticamente deficientes na 
expressão de subpopulações linfocitárias, bem como de animais deficientes na 
produção de certas citocinas, expressão 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 compõem a imunidade inata apresentam 
importantes funções na resposta do hospedeiro á infecção pelo Trypanosoma cruzi. 
Semelhante a outros organismos patogênicos, o T. cruzi é capaz de ativar proteínas 
e enzimas efetoras do sistema complemento. Entretanto, pesquisadores 
demonstraram que somente as formas não infectivas (epimastigotas) do parasito sâo 
destruídas e as formas infectivas (tripomastigotas) sâo resistentes á ação lítica do 
complemento (NOGUEIRA etal., 1975).

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

Inicialmente, os macrófagos infectados pela forma tripomastigota do T. cruzi são 
induzidos a produzir e secretar a citocina IL-12. Esta citocina foi correlacionada com 
o controle da replicação do parasito, através da evidência de secreção de {FN-y 
após adição de sobrenadante de cultura de macrófagos obtidos de animais
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infectados, na cultura de esplenócitos de animais não infectados {CARDILLO et al., 
1996; ALIBERTI et al., 1996). A IL-12 produzida pelos macrófagos foi descrita como um 
potente indutor na produção de IFN-y pelas células NK e por outras subpopulações de 
células T (GATELY, 1994). Quando camundongos infectados são tratados com 
anticorpos monoclonais anti-IL-12, ocorre aumento da parasitemia e da mortalidade 
neste grupo, quando comparado ao gmpo controle. Em outro enfoque experimental, o 
tratamento, dos camundongos infectados por T. cruzi da linhagem BALB/c com a 
citocina recomt>inante IL-12. resultou na redução da parasitemia e um significante 
aumento da sobrevida quando comparado aos animais não tratados. As evidencias 
mostraram que este efeito protetor poderia ser correlacionado com altos níveis de IFN-y 
e TNF-a no soro destes animais. Juntos, esses dados reforçam a idéia de que a citocina 
IL-12 exerce um efeito protetor na regulação da parasitemia, sendo que este efeito 
envolve principalmente a produção de IFN-y e TNF-a (HUNTER. 1996).

O IFN-y é secretado principalmente por células presentes em uma resposta imune de 
padrão Thl e tem sido conrelacionado a resistência à infecção por diferentes patógenos 
como a Leishmania (SCOTT. 1989). o Toxoplasma (GAZZINELLI et al., 1992c) e o 
Schistosoma (PEARCE et al., 1991). Adicionalmente, o perfil de lit)eraçâo de citocinas 
durante a infecção por T. cmzi ainda não está totalmente entendido. O interferon-y tem a 
capacidade de ativar macrófagos e inibir a replicação intracelular do parasito através do 
aumento da produção de componentes oxidativos (GAZZINELLI et al., 1992a).

Um dos principais mecanismos que os macrófagos utilizam para eliminar patógenos 
intracelulares é a produção de óxido nítrico induzida por IFN-y e TNF-a. O óxido 
nítrico é um importante fator citotóxico e citostático na resposta imune mediada por 
células a muitos patógenos intracelulares, incluindo Leishmania major (GREEN et 
al., 1990), Mycobacterium bovis (FLESCH et al., 1991), Toxoplasma gondii (ADAMS 
et al., 1990). e Trypanosoma cruzi (GAZZINELLI etal., 1992b). Além do óxido nítrico, 
outros fatores foram previamente citados como fundamentais para ativar a função 
microbicida de macrófagos. A ativação dos mecanismos microbicidas do macrófago 
também causa a liberação de peróxido de hidrogênio, que está envolvido na morte 
do T. crt/z/(NATHAN etal., 1979).
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0  tratamento dos camundongos C57BI/6 com inibictores de iNOS resulta em maior 
suscetibilidade à infecção por 7. cruzi (SILVA et al., 1995). A infecção por T. cruzi de 
camundongos C57BL/6 selvagens e INOS-/-, demonstrou que os animais iNOS -/- 
poderiam compensar a ausência de produção de NO através do aumento qualitativo 
e quantitativo de outras citocinas importantes no controle imune da infecção. Esse 
dado mostra que a produção de NO é importante, mas não é essencial para o 
controle da infecção. (TARLETON etal., 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 esplenócitos de 
camundongos eutímicos ou atímicos cultivados com tripomastigotas vivos (e não 
mortos por irradiação ultravioleta ou aquecimento), houve indução da produção de 
IFN-y por células NK. Mais além, o tratamento de camundongos com anticorpo 
monoclonal anti-IFN^ causou exacert>açâo da parasitemia somente se administrado 
antes ou logo depois da infecção. Em outro experimento, animais depletados da 
população de células NK apresentaram alta parasitemia, mostrando a importância 
das células NK que fazem parte do sistema imune inato. Desse modo, os dados 
revelam que o IFN^ produzido principalmente por células NK do sistema imune inato 
é importante no controle da replicação do parasito no início da infecção (CARDILLO 
et al., 1996). Adicionalmente, foi demonstrado por TARLETON e colaboradores 
(1991) que os níveis séricos de IFN-y decaem gradualmente com o fim da fase 
aguda da infecção.

As células NK determinantes na resistência a infecção pelo T. cruzi possuem um 
marcador NK1.1+, que é expresso em diferentes tipos de células linfóides, incluindo 
células CD3' (KOO et al., 1984; BALLAS et al., 1990) e certas subpqsulações de 
células T, como as duplo negativas ou células T CD4+ ap+ (LEVITSKY et al., 1991), 

e células T yô+ (AZUARA et al., 1997; AZUAfRA et al., 1998). Tem sido demonstrado 
que as células T, com marcador NK1.1, também partidpam na modulação da 
resistênda do hospedeiro à infecção intracelular (EMOTO etal., 1999).
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1.4 Mecanismos efetores e citocinas produzidas durante a infecção por 
Trypanosoma Cruzi.

Após a estimulação por células apresentadoras de antígenos, as células T CD4+ 
podem se diferenciar em células efetoras do padrão Thl ou Th2. O padrão de uma 
resposta imune é intimamente regulado por citocinas presentes durante a fase inicial 
de ativação da célula T. As citocinas IFN-y e IL-12 orientam o desenvolvimento 
celular para o padrão Thl e inibem o padrão Th2. Enquanto que a citocina IL-4 dirige 
para o padrão Th2 e inibe a diferenciação Thl. Esses padrões podem ser 
observados de modo exclusivo in vitro (revisto em PAUL, 1989). in vivo ambos os 
padrões podem coexistir, embora um dos padrões de resposta seja dominante sobre 
o outro, sugerindo uma regulação mais complexa. (KAPLAN et al., 1996; ZHENG et 
al., 1997; WURTZ etal., 2004.).

Uma função importante da citocina IL-10 em controlar a imunidade mediada por 
células foi revelada através de estudos demonstrando a correlação entre maior 
suscetibilidade de linhagens murinas a infecção e uma maior produção da citocina 
anti-inflamatória IL-10 (REED et al., 1994; MINOPRIO et al., 1993). Em outro 
estudo, utilizando a infecção 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 tóxicos causados pelo excesso de produção de IL- 
12, TNF-a e IFN-y (HUNTER et al., 1997). Adicionalmente, o tratamento desses 
animais com IL-10 recombinante reverte à mortalidade precoce. Outro dado 
importante é que o com tratamento desses animais com anticorpos monoclonais 
anti-CD4+, resulta na diminuição dos níveis de IFN-y mesmo na ausência de IL-10, 
mostrando que as células T CD4+ também estariam envolvidas na produção de IFN- 
7 (HUNTER et al., 1997). Cardiilo e colaboradores em 1996, ao tratarem os 
camundongos com anticorpos monoclonais para IFN-y ou NK1.1+, obsen/aram 
aumento da suscetibilidade à infecção bem como a elevação na produção de IL-10. 
Esses dados sugerem que as células T que estariam produzindo o IFN-y seriam as T 
NK1.1.+, nesse modelo experimental.
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Além da IL-10, o TGF-p é outra citocina com propriedades supressoras que pode 
regular a resposta inicial a infecção (SILVA et al., 1991). A IL-10 e TGF-p também 
podem inibir atividades macrofágicas, incluindo a síntese de óxido nítrico 
(GAZZINELLI et al., 1992). Assim, a IL-10 e o TGF-p têm sido associados à 
regulação negativa da síntese e/ou dos efeitos mediados por IL-12 e a síntese de 
IFN-y (HUNTER et al., 1995; TRIPP et al., 1993). De outra maneira, a IL-1p e TNF-a 
potenciam a produção de IL-12. O tratamento de animais com anticorpos 
monoclonais anti-IFN-y é mais prejudicial do que tratamento com anti-IL-12 sobre os 
níveis de parasitemia e mortalidade de camundongos infectados (SILVA et al., 
1998). Portanto, é possível que durante a infecção o parasito possa ativar duas vias 
para síntese 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 produção de 
IFN-y por células T seja mediada pela citocina IL-18, como discutido em outro 
sistema experimental (MÜLLER et al., 2001).

O TNF tem sido associado com a atividade microbicida dos macrófagos, embora a 
função desta citocina na infecção por T. cmzi ainda seja controversa. Quanto à 
habilidade do TNF-a em induzir a atividade contra o T. cmzi, sugerida por DE TITTO 
e colaboradores (1986), muitos pesquisadores não 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 níveis de parasitos na 
corrente sangüínea e da mortalidade. Adicionalmente, foi constatado que os níveis 
séricos de NO nos animais tratados com anti-TNF-a ou anti-IFN-y foi abaixo do 
controle nâo tratado. Estudos in vitro mostraram que os esplenócitos de animais 
infectados e nâo tratados quando colocados em cultura com anti-TNF-a ou anti-IFN- 
y por 48 horas, apresentaram um declínio na produção de NO, sugerindo que estas 
citocinas estão envolvidas na modulação da produção de NO tanto in vitro como in 
wVo(SILVAefa/., 1995).

Em outros modelos experimentais, o tratamento com anti-TNF-a resultou na 
diminuição da atividade microbicida dos macrófagos em animais infectados por L. 
major (GREEN et al., 1990) e T. gondii (LANGERMANS et al., 1992). Entretanto, a 
administração de TNF-a recombinante aos camundongos infectados com T. cruzi



31

resultou em um aumento nas taxas de mortalidade. O aumento da mortalidade 
ocorre, provavelmente, devido ao aumento da resposta pró-inflamatória nos tecidos 
(BLACK et al., 1989). Esses dados sugerem que o TNF-a é uma citocina importante 
na determinação do infiltrado inflamatório e estaria agindo sobre as células 
mononucleares do infiltrado, no sentido de amplificar a migração celular para o local 
e a ativação celular.

Dessa forma, infere-se que após os macrófagos serem infectados e ativados por 
IFN-y, produzem TNF-a que age de modo autócrino e sinérgico ao IFN-y no sentido 
de amplificar a produção de NO para eliminar o patógeno (SILVA et al., 1995).

1.5 A Importância de linfócitos T efetores durante a infecção 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) têm 
indicado o envolvimento de mecanismos efetores mediados por células na 
resistência à infecção (NOGUEIRA et al., 1981). O tratamento de camundongos com 
anticorpo monoclonal anti-L3T4+ (CD4+) e sua concomitante imunização com 
antígenos de T. cruzi revelaram redução nos níveis de anticorpos contra os 
antígenos de T. cruzi e na resposta imune mediada por células, quando comparados 
aos controles não tratados, mostrando que os linfócitos T CD4+ são essenciais para 
o desenvolvimento da resistência ao parasito (ARAUJO et al., 1989; RUSSO et al., 
1988; RIBEIRO DOS SANTOS etal., 1992).

Em determinadas condições experimentais, a depleção de células T CD8+ dos 
camundongos C57BL/6 (resistentes) e C3H/HeSnJ (suscetíveis), e sua posterior 
infecção com a cepa Brazil de T. cruzi, mostrou que camundongos resistentes e 
suscetíveis para esta cepa, desenvolveram altos níveis de parasitemia e mortalidade 
precoce na fase aguda da infecção, quando comparados aos animais não 
depletados de CD8+. Desse modo, foi sugerida a hipótese de que as células T CD8+ 
também seriam fundamentais, durante a imunidade ao T. cruzi, na fase aguda de 
infecção (TARLETON, 1990).
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Em outro trabalho, TARLETON e colaboradores (1992), demonstraram que a 
Infecção por T. cruzi de camundongos Pam-/-, ou seja, deficientes para CD8+, resulta 
em alta parasitemia e morte precoce. Adicionalmente, esses animais P2m-/- 
apresentaram baixo infiltrado inflamatório quando comparado ao Pam+. Sugere-se 
assim que as células T CD8+ também estariam relacionadas ao recrutamento de 
células inflamatórias e de produção de citocinas.

Quanto à função citolítica das células T CD8+, a utilização de camundongos 
geneticamente modificados para não produzirem granzima/perforina, sugere que o 
controle da infecção por esta população celular nâo é dependente da via citolítica 
granzima/perforina. A infecção de camundongos deficientes em células T CD8+ 
causa aumento da suscetibilidade, enquanto que a infecção de camundongos 
deficientes em perforina ou granzima B resulta em pouca alteração na 
suscetibilidade destes animais quando comparados aos controles (TARLETON etal., 
1998).

Desse modo, as células T CD8+, mais do que eliminar células infectadas com 
patógenos intracelulares via perforina/granzima B, utilizam outros mecanismos 
citolíticos, como a via Fas/FasL, via citocinas que agem sobre macrófagos e outras 
células (BERKE, 1995; KAGI et al., 1996; SAD et al., 1996). A função das células 
CD8+ na resistência a infecção tem sido amplamente estudada, de modo, sabe-se 
que estas células estão presentes nos infiltrados inflamatórios 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 depleção de células T CD4+ 
e CD8+ de camundongos infectados causou aumento quantitativo de células 
mononucleares no infiltrado inflamatório em associação com o aumento no número 
de parasitas no tecido (TARLETON et al., 1994).

A maior suscetibilidade à infecção por T. cruzi na ausência de células T também foi 
observada em modelos experimentais utilizando camundongos nu/nu 
(KIERSZEIVIBAUM et al., 1979), timectomia neonatal (SCHUMUNIS et al., 1971) ou 
tratados com ciclosporina A (McCABE et al., 1985). A ausência de células T com 
moléculas de superfície CD4+ e/ou CD8+ causa alterações quantitativas e
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qualitativas na resposta imune conü-a o T. cruzi, envolvendo o padrão de citocinas, 
Isotipo e especificidade de imunoglobulinas, e que resultam no aumento da 

susceptibilidade a infecção pelo T. cruzi (ROTTENBERG et al., 1993). Outros fatores 
como a carga genética do hospedeiro e do parasito, o tamanho do inóculo e a qualidade 

do sistema imune do hospedeiro também influenciam o curso da infecção 

(ROTTENBERG eí a/., 1995).

Camundongos geneticamente modificados para não expressar linfócitos CD4+ ou C D 8 +, 

quando infectados mostraram-se mais suscetíveis. Nesse mesmo estudo, fbi verificado 

que as células do t>aço e linfonodo de camundongos deficientes e m  C08+ apresentaram 

altos níveis de m R N A  de IL-4. Portanto, o aumento da suscetibilidade ao T. cruzi, devido 
a ausência de células T CID8 +, foi associado ao aumento da interleucina 4 

(ROTTENBERG et al., 1993) que poderia regular de modo negativo os mecanismos 
microbicidas do macrófago (GAZZINELLI et al., 1992). Adicionalmente, o tratamento de 
camundongos com anticorpo monoclonal anti-IL-4, durante a infecção com T. cruzi, 
revelou baixa parasitemia (PETRAY et al., 1993), mostrando desse modo, que a IL-4 
poderia regular direta ou indiretamente a resposta imune durante a fase aguda da 

infecção..

As células T “naive” uma vez ativadas irão produzir citocinas como a IL-2, IL-4, IL-5, IL- 

10 e IFN-y ( M O S M A N N  et al., 1986). A  capaddade e m  secretar citodnas do padrão Th2 
e m  relação ao padrão Th1 está intimamente ligada â presença de níveis suficientes de 

IL-4 no início da resposta imune, tanto in vivo cx)mo in vitro (LÊ G R O S  et al., 1990; 
SWAIM et al., 1990). Então, provavelmente, uma resposta imune gerada na ausênda de 
lL-4, ira se desenvolver cx>m o padrão de dtodnas do tipo Thl. Mais tarde demonstrado 

que as células T N K  podem ser as prindpais células produtoras de IL^, auxiliando a 

diferendação e m  Th2 (BENDELAC etal., 1997).

1.6 As células TNKe a molécula de CDl

As células T  N K  são uma subpopulação de células distintas dos linfódtos T 

convendonais. As células T  N K  expressam receptees de dois tipos de células, o 

receptor de células T  (TCR) e o receptor N K  ( G O D F R E Y  et al., 2000). Foi 

identificado o marcador CDl 61+, u m  marcador de superfíde normalmente 

observado e m  células N K  e corresponde ao marcador NK1.1.+ (JOYCE et ai., 1996).
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Além disso, apresentam o T C R  com uma cadeia a invariavél, e m  camundongos 
(Va14-Ja281) e e m  humanos (Va24-Ja18), pareados com número limitado de 

cadeia p de TCR, e m  camundongos (Vp8.2) e e m  humanos (Vp11), principalmente 
( GO D F R E Y  ef a/., 2000).

E m  contraste com as células T convencionais, as células T N K  sâo estimuladas por 

glicolipídios apresentados principalmente por moléculas do complexo de 

histocompatibilidade principal tipo l-nâo clássico, chamado CD1d. Essa molécula é 

composta pela p2-microglobulina e cadeia CD1d nâo polimórfica ( G O D F R E Y  et al., 
2000). Por outro lado, as células T convencionais para serem ativadas necessitam 

do reconhecimento do peptídeo, apresentado no contexto do complexo de 

histocompatibilidade principal pelo receptor de célula T, concomitantemente à 

ligação de moléculas coestimulatórias.

As moléculas CD1 compõem uma família de proteínas de superfície celular que tem 

sido associada com a apresentação de antígenos para células T auxiliares, cujo 

isotipo CD1d, dentre os 5 isotipos existentes, foi conservado e m  roedores e 

humanos (PORCELLI, 1995). A  molécula CDl d está presente principalmente na 

superfície de células B, dendríticas e macrófagos. U m a  população celular que 

expressa altos níveis de CDl sâo as células B esplênicas da zona marginal, uma 

subpopulação de células B distinta que expressa CD21 (receptor para C3d) e pode 

estar envolvida na resposta natural a antígenos bacterianos (R O A R K  et al., 1998).

Estudos recentes têm sugerido o envolvimento das células T N K  CD161+Va14-Ja18 

na regulação de inúmeras condições autoimunes, infecciosas e câncer (PARK et al.,
2000). A  descoberta de que as células T N K  respondem ao agente antitumoral 

derivado de esponja marinha, a a-galactosilceramida (a-GalCer), tem levado muitos 

grupos de pesquisa a investigar as propriedades imunomodulatórias deste 

componente e m  várias condições patológicas, incluindo modelos experimentais de 

autoimunidade (LUC V A N  KAER, et al., 2005). Utilizando camundongos NOD, foi 
verificado que as fêmeas apresentaram exacerbação da diabetes e baixos números 

de células T N K  restritas a CD1d, enquanto que os camundongos machos, que 

apresentaram baixa incidência da doença, tinham altos níveis de células T N K
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( N A U M O V  et al., 2001). No entanto, o tratamento das fêmeas com a-GalCer, causou 
melhora das condições do animal, conseqüência do acumulo de células T N K  

restritas a CDId e células dendríticas mielóides. Estes dados sugerem que a flinçâo 

imunorregulatória de células T  N K  restritas a CDId está intrinsicamente ligada ao 

recrutamento de células dendríticas de origem mielóide para o linfonodo do 

pâncreas e conseqüentemente reduzir a inflamação ( N A U M O V  et al., 2001).

Adicionalmente, estudos de infecção de animais C57Bl_/6 eutímicos ou 

timectomizados e depletados ou não de células NK1.1+ sugerem uma importante 

função regulatória das células NK1.1+ nos animais eutímicos, e diferente nos 

timectomizados. Esta função regulatória inclui a atividade auxiliar na geração de 

células T com marcadores de memória/ativação (CARDILLO et al., 2002). Outro 
dado importante publicado por CARDILLO e colaboradores, e m  2002, é que 

camundongos selvagens submetidos à timectomia, tratados ou não com anticorpo 

monoclonal anti-NK1.1+, apresentaram elevados níveis de infiltrado inflamatório. Já 

animais eutímicos a depleção de NK1.1+ causou diminuição significativa do infiltrado 

inflamatório quando comparado ao controle, durante a infecção aguda. Além disso, 

animais eutímicos com depleção de NK1.1+ apresentaram maior parasitemia e 

mortalidade quando comparado ao camundongo timectomizado tratado ou não com 

anti-NKI.1. Neste trabalho, foi ainda demonstrado que animais depletados de 

células NK1.1+ produzem quantidades equivalentes de anticorpos totais anti T. cruzi. 
Porém, na fase aguda da infecção por T. cruzi, houve uma diminuição dos níveis de 
IgG e acúmulo de IgM, indicando uma possível relação modulatória entre essas 

células. Esses dados sugerem que as células T NK1.1.+ poderiam de alguma forma 

estar regulando a atividade inflamatória nos tecidos de animais eutímicos, e de uma 

maneira diferente e m  timectomizados, infectados por T. cmzi (CARDILLO et al., 
2004).

Alguns trabalhos sugerem que a disfunção e/ou diminuição da quantidade de células 

T N K  restritas a CD1d está claramente relacionada com o desenvolvimento da 

autoimunidade nos roedores e humanos (BAXTER et al., 1997; IWAKOSHI et al.,
1999). Devido a potencial ligação entre linfócitos T N K  e a autoimunidade, foi 

revelado que, várias linhagens de camundongos, incluindo N O D  ( G O M B E R T  et al., 
1996; B A X T E R  etal., 1997), MRL-/p/y/pr(MIEZA etal., 1996) e SJL/J (YOSHIMOTO
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et al., 1995), que são geneticamente suscetíveis a autoimunidade tem reduzido 
número de células T NK, comparado com linhagens de camundongos que não 

desenvolvem autoimunidade. Deste modo, a deficiênda de células T N K  está 

associada com o aumento da suscetibilidade a autoimunidade ( CA R N A U D  et al.,
2001). Adicionalmente, e m  alguns modelos experimentais de autoimunidade, a 

geração de camundongos N O D  defidentes na molécula CDId resultou na 

exacerbação da doença (SHI et al., 2001). De outro modo, a restauração do número 
de células T N K  por transferência adotiva (BAXTER et al., 1997) ou por geração de 
animais transgênicos para células T N K  (LEHUEN et al., 1998, M A R S  et al., 2002), 
resulta e m  melhora da doença.

As células T N K  restritas a CD1d podem ser estimuladas por IL-12, produzida 

principalmente pelas células dendríticas. As células apresentadoras de antígenos e m  

geral expressam CD1d e apresentam moléculas como a a-galactosilceramida e 

glicofosfoinositol (GPI) para as células T N K  restritas a CDId ( K A W A N O  etal., 1997; 
M O L A N O  et al., 2000). Especificamente, durante a infecção aguda poderia ocorrer a 
ativação das células T N K  Va14-Ja281. No entanto, durante a fase crônica da 

infecção essas células parecem desenvolver u m  aumento da atividade pro- 

inflamatória que contribui para uma intensa inflamação crônica (DUTHIE et al.,
2002).

Segundo BENDEl-AC (1992), as células T  NK1.1+ poderiam ser a prindpal fonte de 

IL-4 durante uma resposta imune. Essa citocina tem mostrado sua importância na 

fase crônica da infecção experimental, uma vez que e m  animais geneticamente 

modificados para nâo produzirem a IL-4, infectados com T. cruzi, há acentuado 
aumento na inflamação tecidual, com aunriento do infiltrado inflamatório (RIBEIRO 

D O S  S A N T O S  et al., 2001). As células T efetoras duplo negativas, CD 4  e C D 8 , 

participam ativamente do processo inflamatório, infiltrando o teddo muscular 

esquelético na fase aguda da infecção (SUN &  TARLETON, 1993; T A R L E T O N  etal., 
1994).
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1.7 A Resposta Humoral e a importância de Linfócitos B durante a infecção pelo 
Trypanosoma cruzi.

Segundo M A S O N  (1996), devido à alta expressão de moléculas CD1d e m  células B, 

sugere-se que elas possivelmente seriam as principais células apresentadoras de 

antígenos para os linfócitos 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 infecção por 
T. cruzi, houve uma diminuição dos níveis de IgG e acúmulo de IgM, indicando que a 
ausência de células T N K  acarreta diminuição da produção de anticorpos e da 

mudança de isotipo de imunoglobulinas.

Utilizando modelo experimental de inflamação crônica intestinal, foi constatado que 

as células B com alta expressão da molécula CDId, possivelmente as células B da 

zona marginal dos folículos linfóides do baço, poderiam atuar como regulatórias 

durante a inflamação. Esse processo regulatório poderia ser atribuído à secreção de 

interleucina 10 por células B, pois foi verificado que a transferência de células B de 

animais geneticamente modificados para não produzirem a citocina IL-10 não foi 

capaz de controlar esse tipo de inflamação e m  animais duplo K O  para os genes e 

TCR-a. Dessa forma, foi demonstrada a importância das células B como importante 

componente regulatório de processos inflamatórios (MIZOGUCHI eta l. 2002).

Na fase aguda da infecção experimental por T. cruzi, a capacidade da resposta 
imune mediada por células não é totalmente suficiente para controlar a replicação do 

parasito (TRISCHMANN et al., 1983). A  produção de anticorpos parece ser 

necessária para eventual controle da replicação do parasito na corrente sangüínea 

(TRISCHMANN etal., 1984).

Diversos estudos foram feitos quanto ás diversas funções dos anticorpos anti-T. 

cruzi: lise (LAGES SILVA, 1987), opsonização (SCOTT & M O Y E S  1982), 

citotoxicidade celular dependente de anticorpo (LIMA MARTINS, 1985), ativação de 

complemento (MOTA & UMEKITA, 1989, BRODSKYN, 1989; SPINELLA, 1992) e 

neutralização. Outros estudos sugerem que os anticorpos poderiam não participar no
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controle Inicial da proliferação dos parasitas, mas seriam eficazes na destruição dos 

mesmos, após a fase aguda de infecção. 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)

U m a  das principais funções das células T CD4+ é ativar as células B por contato 

célula-célula, bem como por fatores solúveis (citocinas) fazendo com que estas se 

diferenciem e m  plasmócitos secretores de imunoglobulinas. Neste sentido, 

R O T T E N B E R G  e colaboradores (1995) mostraram que, cerca de 20 dias após a 

infecção com a cepa Tulahuen de T. cruzi, camundongos geneticamente deficientes 
para a molécula CD4+ apresentaram baixos títulos de anticorpos anti-T.c/i/z/ quando 

comparados aos animais controles que continham células T CD4+.

Estudos de infecção experimental por T. cruzi e m  camundongos deficientes e m  
células B (C57B176 ^iMT), mostraram que as parasitemias desses animais são 

semelhantes aos C57BI/6 selvagens. Assim, na ausência de uma resposta humoral, 

camundongos infectados com T. cruzi apresentam evidências de u m  controle inicial 
da infecção. Entretanto, os animais deficientes e m  células B falham e m  conter a 

replicação do parasito e morrem no inicio da fase crônica. A  capacidade de 

camundongos deficientes e m  células B e m  sobreviver por u m  período de tempo 

significativo sob a infecção com uma cepa virulenta sugere que uma resposta imune 

mediada por anticorpos não é tão relevante e m  comparação à resposta mediada por 

células T CD4+ ou C D 8 +, no controle da fase aguda (TARLETON et ai., 1998). 
Entretanto, a infecção de camundongos C57BI_/6 selvagens ou deficientes e m  

células B com a cepa Tulahuen de T. cruzi, induziu aos altos níveis de parasitemia 
comparado aos controles selvagens. Estes dados sugerem que na fase aguda da 

infecção as células B possuem importância relativa na resposta imune (POSTOL et 
al., 2 0 0 1 a).

Quanto ao processo inflamatório, os animais deficientes para células B 

apresentaram infiltrado inflamatório menos intenso quando comparados com o grupo 

controle selvagem, na fase aguda da infecção (20 dias de infecção). No entanto, o 

infiltrado inflamatório, nos animais deficientes e m  células B, aumenta na fase crônica 

da infecção (60 dias de infecção), no músculo esquelético. Adicionalmente, o
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número de células T e T NK1.1.+ diminuem e m  animais deficientes

e m  células B, comparado aos selvagens, durante a infecção crônica. Esses dados 

sugerem que as células B poderiam regular a migração de células T NK1.1.+ ao 

músculo esquelético e que as imunoglobulinas poderiam ser importantes regulando 

a migração destas células para os tecidos, na fase crônica da infecção (POSTOL et 
al., 2001b). C o m o  mencionado anteriormente, possivelmente as células B da zona 
marginal do folículo linfóide do baço é que poderiam atuar como regulatórias durante 

o processo infíamatório (MIZOGUCHI et al., 2002) e regular a migração de células T 
NK1.1+ (POSTOL et al., 2001b).

1.8 Estudo de mecanismos envolvidos na memória imunológica.

Durante a fase aguda da infecção por T. cruzi ocorrem alterações nos 

compartimentos de células T, principalmente nos órgãos linfóides, como ativação 

policlonal e redução da celularidade no timo, principalmente devido à depleção de 

timócitos duplo-positivo CD4+ C D 8 + por apoptose (TALIAFERRO et al., 1955; 

SAVINO et al., 1989; LEITE-DE-MORAES et al., 1991) bem como alterações das 
populações de células T CD4+ e C D 8 + (LEITE-DE-MORAES et al., 1992).

Durante a infecção ocorrem alterações quantitativas e qualitativas das diferentes 

subpopulações de células T CD4+ ou C D 8 + quanto à expressão de marcadores de 

superfície. Após a exportação das células para o tecido linfóide periférico, as células 

T maduras localizam-se dentro de regiões de recirculação de linfócitos e expressam 

marcadores celulares que o caracterizam fenotipicamente como células “virgens", 

“naive” ou não primadas. E m  camundongos, as células T “naive” expressam altos 

níveis de C D 45 R B e CD62L e níveis baixos ou intermediários de CD44 (SPRENT, 

1993). A  sobrevivência das células T  “naive” requer continuo contato com peptídeos 

próprios através do complexo principal de histocompatibilidade combinado com a 

exposição a citocinas como a IL-7. Hipoteticamente, esses estímulos 

presumivelmente induzem uma forma de baixo nível de sinalização que é suficiente 

para a manutenção da homeostasia celular, mas não induzi-lo a entrar no ciclo 

celular (SPRENT, 2001).
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O  estimulo dos linfócitos T “naive” para se diferenciarem e m  células efetoras ocorre 

após dois sinais: (1) Primeiro é necessário à ligação do T C R  com o complexo 

peptideo/complexo principal de histocompatibilidade e (2 ) através de interações das 

moléculas acessórias sobre a superfície de células T com seus ligantes sobre as 

células apresentadoras de antígenos. Quando há a ausência do segundo sinal, os 

linfócitos entram e m  estado de anergia. Este importante mecanismo regulatório 

protege contra a estimulação periférica de células T auto-reativas, mas pode 

também levar a tolerância imunológica a antígenos externos e tumorais que não sâo 

eficientemente apresentados por células apresentadoras de antígenos profissionais 

(JENKINS etal., 1987; H A R D I N G  etal., 1992).

Após estimulação, as células T apresentam baixa e/ou negativa expressão de 

C D 4 5 R B  e CD62L e alta expressão de CD44. Ocorre desta forma, a modulação na 

expressão dessas moléculas sobre a superfície celular. Evidências sugerem que a 

actina do citoesqueleto celular estaria regulando a redistribuição de receptores sobre 

a superfície celular após a estimulação das células T (KUPFER et al., 1987).

Ao alcançar a finalização da resposta imune com a eliminação do patógeno, grande 

número de células efetoras geradas durante a resposta imune são eliminadas. A  

sobrevivência e m  massa dessas células levaria a u m  congestionamento nos tecidos 

linfóides e, portanto, comprometendo subseqüente resposta imune. Para solucionar 

este problema, cerca de 9 0 %  das células efetoras são eliminadas após o término da 

resposta primária, sendo assim, somente poucas células sobrevivem para se tornar 

células de memória de longa sobrevida (SPRENT, 2001).

Para que o sistema imune do animal elimine o patógeno de modo eficaz é preciso 

que haja u m  compartimento de células T  diversificado e numeroso, para haver 

qualidade e quantidade de células durante a resposta imune. O  reconhecimento do 

antígeno por células T  depende da diversidade do repertório de receptor de célula T. 

A  diversidade de células T tem sido estimada e m  torno de 10® células T diferentes 

e m  humanos e 10® e m  camundongos (ARSTILU^ et al., 1999; C A S R O U G E  et al.,
2000). Durante a seleção do repertório de células T sâo requeridos uma variedade 

de peptídeos apresentados nos processos de seleção positiva e negativa. Portanto, 

camundongos que expressam M H C  associado com pouca variedade de peptídeos
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apresentam significativa contração no repertório de células T (SURH et al., 1997; 
S A NT ' AN G EL O  etal., 1997; B A R T O N  eta l., 1999).

Quanto às células B, são constituintes normais do timo e principalmente do baço 

(INABA et al., 1988) e podem apresentar peptídeos derivados da região variável da 
imunoglobulina (WEISS et al., 1989) ou peptídeos derivados de antígenos expressos 
endogenamente (l_ANZAVECHIA, 1985). Desse modo, sugere-se que as células B 

poderiam potencialmente servir como fonte de diversidade de peptídeos no timo. 

Adicionalmente, as células B constituem u ma das principais populações de células 

expressando M H C  classe II e são capazes de apresentar antígenos para células T 

(CONSTANT, 1999).

No baço foi descoberto que e m  modelos experimentais livres de infecção e m  

camundongos deficientes e m  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 baço ( NG O  et al., 2001). Desse modo, a 
deficiência de células B pode causar ineficácia da resposta imune relacionada à 

ausência de produção de anticorpos e a sua influência sobre as células T. Assim, as 

conseqüências da ausência de células B, incluem redução da resposta de células T 

nos modelos de infecção com Salmonella typhimurium (MASTROENI et al., 2000), 
Bordetella pertussis (LEEF et al., 2000), Chlamydia trachomatis (YANG et al., 1998), 
Francisella tulaensis (ELKINS et al., 1999), Plasmodium chabaudi ( L A N G H O M E  et 
al., 1998) e Leishmania major ( HO E R A U F  et al., 1996). As células B também são 
requeridas no desenvolvimento de células T autoreativas que destroem as células p 

pancreáticas nos camundongos N O D  (SERREZE eta l., 1996).

Estudos utilizando uma linhagem de camundongos deficientes e m  célula B, Jh -/, 

obtidos através da deleção do segmento gênico Jh (CHEN et al., 1993), 

apresentaram quantidade menor de timócitos comparado aos animais controles. 

Desse modo, a ausência de células B e seu produto, a imunoglobulina poderia 

influenciar o desenvolvimento de timócitos (JOÃO et al., 2004). Esses dados 

mostram os efeitos na quantidade de células T no timo e conseqüentemente na 

periferia decorrente da ausência de células B. Outra linhagem de camundongos, 

^MT, obtido através da quebra do exon da cadeia (KITAMUf^ et al., 1991),



42

mostra que o defeito gênico acarreta ausência de células B funcionais, ocasionando 

na falta de produção de imunoglobulinas importantes na reposta imune como a IgG 

e a IgM. No entanto, nestes animais ocorre uma pequena produção de 

imunoglobulinas, principalmente da classe IgA (cerca de 4,6%), comparados aos 

animais controles ( M A C P H E R S O N  etal., 2001; H A S A N  etal., 2002).

Portanto, para o estudo de parâmetros que possam estar ligados à resistência e à 

manutenção da memória imunológica durante a infecção, selecionamos u m  modelo 

experinnental que possa auxiliar na compreensão dos mecanismos efetores 

envolvidos neste sistema.
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2.1 Objetivo Geral

• Recentemente, como descrito e m  projeto de pesquisa prévio desenvolvido 

e m  nosso laboratório (coordenado por CARDILLO e m  1999; FAPESP) 

animais desprovidos de linfócitos B funcionais (^iMT) apresentam uma severa 

inflamação no músculo estriado na fase crônica da infecção experimental 

pelo T. cruzi (POSTOL et al, 2001a, 2001b e 2001c). A  inflamação no 
músculo esquelético observada nestes animais foi muito mais intensa do que 

de C57BI/6 infectados. No presente estudo pretende-se avaliar a função 

regulatória de células T NK1.1+ durante a infecção experimental pelo T. cruzi. 
Será comparada a resposta inflamatória dos diferentes grupos de animais 

infectados, bem como a memória imunológica e m  animais desprovidos de 

linfócitos B ou reconstituídos com estas células durante a infecção.

2.2 Objetivos específícos

• Verificar a sobrevida de animais p M T  C57BI/6 e controles C57BL/6 

infectados, após transferência de células B provenientes de animais C57BL/6 

ou C57BI/6 IL-10 KO. Neste item, será de grande interesse também o estudo 

da influência da transferência de células B de animais normais ou de animais 

IL-10 K O  sobre as células mononucleares que infiltram tecidos musculares 

dos animais fxMT C57BI/6 na fase crônica inicial, durante a infecção 

experimental pelo T. cruzi.

2. OBJETIVOS

Verificar a influência da transferência de células B na migração de células T 

NK1.1+ na fase crônica da infecção experimental pelo T. cruzi, e m  animais 
p M T  C57BI/6 previannente reconstituídos com linfócitos B de animais 

C57BL/6 ou C57BL/6 IL-10 KO. Pretende-se quantificar as células T 

NK1.1+ que infiltram os tecidos do músculo estriado e m  animais deficientes 

e m  linfócitos B reconstituídos ou não com células B provenientes de animais 

C57BL/6 ou C57BL/6 IL-10 KO. Adicionalmente os mesmos grupos serão
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tratados com imunoglobulinas provenientes de animais C57BI/6 normais, e 

seus baços serão igualmente avaliados. Estes procedimentos serão 

utilizados no sentido de avaliar e m  qual extensão as células B normais ou 

células B que não são capazes de produzir IL-10 ou até mesmo o produto de 

uma célula B, como por exemplo a imunoglobulina, pode influenciar a 

migração de células T NK1.1+ para os tecidos musculares e o perfil de 

ativação e memória de outras populações celulares que participam no 

controle da Infecção.

Analisar a influência da depleção de células NK1.1+ de animais p MT e 

C57BI/6 durante a fase crônica inicial quanto ao perfil de ativação e memória 

das células T no baço e no músculo esquelético. Nesta fase da Infecção, os 

an\ma\s tratados com ant\-NK1 . 1 (ou nâo tratados), serão quantificados 

quanto as células mononucleares dos infiltrados inflamatórios de fragmentos 

de tecido muscular e m  ^ M T  C57BI/6 comparados aos controles C57BI/6 
infectados, 15 dias após a depleção de células NK1.1+.

Analisar as populações linfocitárias periféricas por citonnetria de fluxo, com 

ênfase especial e m  células T ap+ NK1.1+ e para expressão de C D 1 + sobre 

linfócitos B. Serão analisados células mononucleares do músculo esquelético 

e os esplenócitos dos diferentes grupos experimentais para a freqüência de 

células T  CD4+ ou C D 8 + com o marcador CD45RB"®^ indicando células T de 

memória.

Verificar os níveis de T N F  a no tecido e no sobrenadante de esplenócitos in 
vitro e a expressão desta citocina no músculo esquelético dos animais 
infectados, no modelo experimental descrito.
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3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fêmeas, das linhagens BALB/c (nu/+), C57BI/6 (B6 ), 

C57BI/6 |j,MT com gene deficiente para cadeia pesada (n) da imunoglobulina 

(l^MT) e C57BI/6 c o m  gene deficiente para a produção de interleucina 

10 (IL-10 KO) c o m  4 a 6  sema n as  de idade, criados e mantidos no Biotério 

do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz, Fiocruz, Bahia. As matrizes dos animais 

n M T  foram gentilmente cedidas pelos Drs. Luís Guilherme Starí< Aroeira (IPEN- 

Instituto de Pesquisas Nucleares, SP) e Carlos Martinez-Alonso (Universidade 

-vutonoma de Madri-Centro de Biologia Molecular). Os protocolos experimentais aqui 

utilizados foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA) do Centro 

de Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.2 Parasitos

O  parasito Trypanosoma cruzi da cepa Tulahuen foi mantido por passagens seriadas 
semanais e m  camundongos C57BI/6 e BALB/c (nu/+), através da administração, por 

via intraperitoneal, de 10^ formas tripomastigotas/animal. Para infecção dos grupos 

experimentais, o sangue dos camundongos na fase aguda de infecção foi coletado e 

acondicionado e m  microtubos contendo heparina. Após determinação do número 

total de parasitos por m L  de sangue do animal, uma alíquota do sangue foi então 

diluída e m  solução salina tamponado com fosfato (PBS) estéril. A  partir da solução 

diluída contendo o número de formas tripomastigotas definido, 0,2 m L  foi injetado via 

intraperitoneal e m  camundongos.

3.3 Determinação do número de parasitas no sangue circulante (parasitemia).

O  número de parasitas circulantes foi obtido e m  diferentes dias após a infecção, 

segundo método previamente descrito por M E L O  &  B R E N E R  e m  1978. Inicialmente, 

5|jL de sangue da cauda do animal foram colhidos e depositados sobre uma lâmina 

e e m  seguida, o sangue foi recoberto com uma lamínula 2 2  x 2 2  m m  de modo a se

3. MATERIAL E MÉTODOS
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obter uma camada delgada ocupando homogeneamente toda a superfície da 

lamínula. Através de observação pelo microscópio, o número de formas 

tripomastigotas foi determinado a partir da contagem de 2 0  campos microscópicos 

(objetiva de 40x), multiplicação por 5. Conhecendo-se a área dos campos 

microscópicos, foi possível determinar o numero de parasitas por mm^. 

Posteriormente, os dados foram desenhados graficamente para visualização da 

cinética da parasitemia no animal. Foi também determinada a taxa de mortalidade do 

animal.

3.4 Infecção aguda e crônica.

Para a obtenção de animais na fase aguda de infecção, primeiro foi verificado o 

comportamento da cepa Tulahuen de T. cruzi nos animais C57BL/6 selvagens e 
|jMT C57BI/6. Foram assim obtidos animais na fase aguda de infecção e utilizados 

com aproximadamente 30 dias após infecção com inóculo de 100 formas 

tripomastigotas. Quanto à obtenção de animais suficientes para a remoção de baços 

na fase crônica inicial de infecção, os animais foram infectados com 50 ou 100 

formas tripomastigotas e monitorados. Quando necessário, e utilizando inóculos de 

1 0 0  formas, foram tratados (no caso de inóculo de 1 0 0  formas) com a droga 

benzonidazol (Rochagan-Roche), na concentração de lOOmg/kg de peso corporal, 

durante 3 dias seguidos, por via oral. Neste sentido, obteve-se número suficiente de 

animais para serem utilizados com cerca de 60 dias de infecção por T. cruzi, aqui 
denominada fase crônica inicial.

3.5 Transferência adotiva de células B.

As células B foram obtidas através da seleção negativa dos esplenócitos, utilizando- 

se esferas magnéticas recobertas com anticorpo monoclonal contra IgM de 

camundongo (Miltenyi, conforme instruções do fabricante). E m  seguida, as mesmas 

foram coletadas e m  meio H B S S  (GIBCO). Após duas centrifugações, as células 

foram ressuspensas e m  H B S S  e e m  seguida injetadas, por via endovenosa, e m  

camundongos ̂ MT. A  eficiência da purificação de células B foi testada por citometria 

de fluxo, indicando uma população de linfócitos B purificada e m  98%.
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3.6 Tratamento com Imunoglobulina

Para a realização 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 após a retração do coágulo, o soro foi obtido por 

centrifugação a 1000 rpm, 15 minutos e 4° C. Posteriormente, para inativação das 

proteínas do sistema complemento, o soro foi tratado a 56° C  por Ih, posteriormente 

aliquotado e congelado a -20° C. Os animais |jMT C57BI/6 geneticamente 

modificados para não transcreverem o gene |j, (KO) de 4 a 6  semanas de idade, 

foram tratados com SOOpL de soro contendo imunoglobulinas (Ig) de animais 

C57BI/6 selvagens e m  u m  período total de 30 dias, e m  dias intercalados, através da 

via intraperitoneal. O  tratamento foi iniciado no m e smo dia de infecção e o último dia 

de tratamento foi seguido pelo sacrifício do animal, quando da realização do 

procedimento experimental. Segundo referencia bibliográfica, a concentração de 

imunoglobulinas no soro de camundongos normais está entre os intervalos de 

concentração apresentada na Tabela 1, de acordo com a subclasse de Ig e também 

da linhagem de camundongo. Assim, cada 1 m L  de soro de C57BI/6 normal pode 

conter entre 7,76 a 14,3 m g de Ig e portanto, foi administrado por via intraperitoneal 

entre 3.88 e 7,15 mg de Ig presente e m  cerca de 500|jL de soro, por camundongo.

Subclasses de 

imunoglobulinas

Concentração no bor. 

(mg/mL)

IgM 0 . 6  - 1 . 0

IgG 6.9 - 12.9

IgA 0.26 - 0.4

IgD N D A

IgE 0 . 1  . 1 0 '̂

Tabela 1. Variação na concentração de diferentes subclasses de imunoglobulina no 

soro de camundongos normais. Obtido de M A L E  e colaboradores, 1987.
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3.7 Depleção de células NK1.1+ in vivo.

Para a depleção de células NK1.1+ in vivo, foi utilizado anticorpo rrranoclonal anti- 

NK1.1 obtido do fluido ascítico e usado após precipitação com sulfato de amônio. A  

depleção in vivo de células com marcador NK1.1 foi obtida por injeções 

intraperitoneais com 1 mg/camundongo/dia de anticorpo monoclonal anti-NK1.1 

(PK136, American Type Culture Collection, Rockville, MD), e m  três doses e m  dias 

intercalados, aproximadamente 55 dias após a infecção. Os experimentos foram 

realizados no 70° dia após a infecção. A  eficiência da depleção de células NK 1 .1+ foi 

testada após os tratamentos com anticorpos monoclonais, alcançando 

aproximadamente 9 8 %  de depleção celular. O  anticorpo utilizado foi o m e smo que 

aquele descrito e m  trabalhio 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 são tratados antes e durante a infecção (CARDILLO et al., 2004; CARDILLO 
eta l., 2002; CARDILLO eta l., 2000).

3.8 Cultura de células do baço para obtenção de sobrenadante

Células totais de baço provenientes de animais C57BI/6 e p M T  normais ou 

infectados, após obtenção, lavagem, contagem e ressuspensão e m  concentração de 

10 X 10^ por mL, foram cultivadas na presença ou não de LPS e m  placas de 24 

poços (Corning, NY, USA). As células foram cultivadas e m  suspensão e m  meio de 

cultura RPMI 1640 (Sigma), suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal 

(Hyclone, Logan, UT, USA), 5x10’® m M  de 2-mercaptoethanol (Sigma), 20 pg/mL de 

sulfato de gentamicina (Shering-Plough Ltda). Elas foram incubadas e m  estufa 

umidificada, a 37° C, 5 %  C O 2 por 48 horas e após esse período colhido o 

sobrenadante para dosagem de TNF-a pelo método de ELISA.

3.9 Dosagem de citocinas.

A  primeira fase do ensaio imunoenzimático (ELISA) é a preparação da superficie dos 

poços de placas de 96 poços (Nunc), através da adição de anticorpos monoclonais
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anti-TNF-a (G281-2626) adquiridos da Pharmingen, que aderem na superficie dos 

poços. Sâo adicionados então cerca de 50 juL da solução de anticorpo monoclonal, 

diluídos e m  P B S  na proporção de 200 vezes, e m  cada poço e incubado a 10° C  por 

no mínimo 12 horas. Na segunda fase do experimento, a placa primeiramente foi 

lavada 4 vezes através da adição de PBS, acrescido de 0,05% (v/v) Tween 20 

(Sigma) e posteriormente adicionado 150|j,L de PBS contendo 5 %  (p/v) de proteínas 

(caseína) do leite desnatado (Nestié) e incubado por 1 hora a 4° C. Este passo tem 

como objetivo o bloqueio de ligações inespecificas, através da ação da caseína 

presente no leite. Após a incubação, a placa foi lavada por 4 vezes com PBS 

acrescido de 0,05% (v/v) Tween 20 e as amostras aplicadas e m  volume de 50 |j,L 

por poço. A  curva da citocina TNF-a recombinante (Pharmingen) foi realizada 

através de diluições seriadas, a partir de 50 ng/mL. A  citocina recombinante foi 

diluída e m  P BS contendo 0,1% (p/v) de B S A  (Albumina bovina) (Sigma). Após esses 

passos, a placa foi então incubada por no mínimo 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/v) Tween 20. Adicionou-se e m  seguida 50|liL de anticorpo anti-TNF-a 

biotinilado (MP6-XT3) provenientes da Pharmingen, diluído e m  PBS-0,05% Tween 

2 0 , seguindo-se de incubação por 1 hora a temperatura ambiente, sob proteção da 

luz. Após as lavagens, foi adicionado 50 (xL/poço de Streptoavidina conjugada a 

peroxidase na diluição de 1:4000, diluída e m  P BS e incubada por 30 minutos a 

temperatura ambiente. No final do processo, a reação foi revelada com 50|jL/poço 

de solução reveladora contendo lOmL de tampão citrato 0,1M (pH 5.0), 3̂ iL de H 2O 2 

(0,3% v/v) e 5 mg de OPD, no volume de 50 )xL por poço. O  bloqueio da reação foi 

realizado através da adição de 50|j,l_/poço de ácido Sulfúrico (H2S O 4) na 

concentração de 4N. E m  seguida, a placa foi submetida à metria através do leitor de 

ELISA, com o comprimento de onda de 490 nm. Da m e sma maneira, as células 

mononucleares do sangue periférico de animais IL-10 K O  foram obtidas através de 

sangria pela cauda (gradiente de Ficoll - Pharmacia Biothec) e estimuladas com 

anti-CD3 por 48 horas. E m  seguida o sobrenadante foi dosado e triado para a 

presença de IL-10 por ELISA, como descrito e m  CARDILLO, 1996.
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3.10 Isolamento de células mononucleares do músculo estriado esquelético.

Os tecidos musculares, retirados dos animais dos diferentes grupos, foram 

previamente separados do tecido ósseo, cortados e m  pequenos pedaços e tratados 

com 1,0 mg/mL de colagenase (Sigma), diluída e m  PBS, por 30 minutos a 37° C. E m  

seguida, as células mononucleares provenientes do músculo esquelético foram 

separadas através de gradiente descontínuo de Percoll (Pharmacia Biothec). As 

células mononucleares foram então obtidas, com o auxílio de pipetas Pasteur, na 

interface entre as soluções de Percoll 40 e 8 0 %  (v/v). Estas células foram então 

lavadas uma vez por centrifugação a 2000 rpm por 30 minutos a 4°C, com PBS. E m  

seguida, lavada novamente com P B S  com lOOOrpm, 15 minutos e 4° C. Terminadas 

as lavagens, foi determinada a concentração de células através da contagem e m  

câmara de Neubauer, e os mesmos submetidos á marcação de moléculas de 

superfície celular e análise por citometria de fluxo. É importante ressaltar que o 

número de células mononucleares obtidas do músculo esquelético de animais 

cronicamente infectados apresenta grande variação numérica.

3.11 Preparação das células do baço total para coloração por Citometria de fluxo. 
(FACS).

Inicialmente o baço foi extraído cirurgicamente, e m  condições de esterelidade, dos 

camundongos provenientes dos diferentes grupos experimentais e submetidos ao 

processo de maceração do órgão para obtenção das células. Estas células foram 

lavadas por 2 vezes, por centrifugação a 1000 rpm por 10 minutos a 4° C. Após a 

primeira centrifugação, o sobrenadante foi ressuspenso e m  P B S  e após os primeiros 

artefatos ou “debris” se depositarem sobre o fundo do tubo, retira-se a solução e m 

outro tubo a fim de que seja excluído os artefatos depositados. Terminado o 

processo, realizou-se outra centrifugação e por fim a ressuspensão e m  cerca de 3 ml 

de PBS. Para preservação das células viáveis, as mesmas foram mantidas sob 

baixas temperaturas (4-10° C), onde os tubos contendo as células foram 

acondicionados e m  isopores contendo gelo. Após as lavagens, o número de células 

foi então determinado pela contagem e m  câmara de Neubauer. Ao obter o número 

de células por mililitros, foram preparadas diluições contendo 2 x 10® células e m  

cada 100 pL. As células foram plaqueadas e m  placas de 96 poços (“Falcon”),
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adicionando-se 2x10° células/poço, e posteriormente centrifugadas a 2000 rpm por 

3 segundos. E m  seguida foram ressupensas, cuidadosamente, por “agitação” no 

Vortex, de imediato foi adicionado e m  cada poço cerca de 100 ijL de tampão de 

FACS, constituído de PBS, 5 %  (v/v) Soro Fetal Bovino e 0,1% (p/v) Azida. 

Terminado o processo, as células estão prontas para serem utilizadas no processo 

de marcação de moléculas de superfície e de moléculas intracelulares para análise 

posterior e m  citômetro de fluxo.

3.12 Análise das populações celulares por citometria de fíuxo.

As células provenientes do baço e as mononucleares do músculo esquelético foram 

ressuspensas, na concentração de 2x10^ células/mL, e m  tampão de FACS. 

Alíquotas de lOOpL das suspensões celulares foram incubadas, por 30 minutos a 

temperatura ambiente e protegidos da luz, com os seguintes anticorpos monoclonais 

(mAbs): anti-TCR ap, anti-CD4 e anti-CD8 conjugados com isotiocianato de 

fluoresceína: anti-NKI.1, anti-CD45RB, anti-CD62 e anti-CDI, conjugados com 

ficoeritrina; anti-NKI.1 e anti-IgM conjugados a biotina (os quais sofreram posterior 

incubação com fluorocromos), além de reagentes controles para bloqueio do 

receptor de Fc (reagentes obtidos da Pharmingen). E m  seguida, as células foram 

lavadas 3 vezes por centrifugação e ressuspensas e m  0,5 m L  de PBS/Azida. As 

suspensões de células foram submetidas à leitura e m  citômetro de fluxo (FACScan, 

Becton Dickinson, Sunnyvale, CA).

3.13 Protocolo experimental para análise de populações linfocitárias após coleta de 
células no FACS.

Apôs a marcação dos linfócitos T do baço ou de células mononucleares do músculo 

esquelético, as mesmas foram analisadas no citômetro de fluxo, para a presença de 

marcadores de superfície. C o m o  exemplo, aqui são apresentadas as marcações das 

moléculas CD4+ CD62L (Fig. 1) A  baixa expressão ou ausência desse marcador 

indica o fenótipo de uma célula T efetora/memória. Primeiramente, observa-se 

análise e m  Citômetro de Fluxo (FACScan, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) das 

células sobre parâmetros de granulosidade (SSC) e o tamanho das células (FSC) 

(Figura IA). Assim, na figura IA podemos determinar que na região R, há um
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enriquecimento de linfócitos T. O  gráfico 1B ilustra as células T da região definida 

e m  Rl quanto à presença do marcador C D 4  (FL1-H - e m  Fluoresceína) e CD62L 

(FL2-H - e m  Ficoeritrina). Após a definição das barreiras para determinar se as 

células são positivas ou negativas quanto à presença do marcador, foi realizada a 

análise estatística pelo programa Cell Quest do mesmo aparelho. Para obtenção da 

freqüência de células T CD4+ CD62L negativa, primeiro foi definida a porcentagem 

total de células T com marcador CD4+ (Região R2 da figura 1C). Posteriormente, 

sobre a porcentagem total de células T CD4+ foi obtida a porcentagem de células T 

CD4+ que não expressa o marcador CD62L (Fig. 1D), a partir da qual foi traçado o 

histograma 1E. Assim, foi a freqüência de células CD62L negativas (l\̂ 1) sobre o 

total de células CD4+ positivas. Finalmente, a barreira Ml da figura 1E indica a área 

de células T CD4+ CD62L negativa (33%).
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Figura 1. Esquema do protocolo experimental para análise dos dados obtidos do Citômetro de 

fluxo: De modo ilustrativo, o gráfico A ilustra os esplenócitos diferenciados por granulosidade (SSC) e 
tamanho (FSC). A região R1 no gráfico A representa uma área com alta densidade de linfócitos. O 
gráfico B irá determinar a presença de marcadores FL1 (CD4+ ou CD8+) e FL2 (CD62L) a partir da 
população celular da região R1 do gráfico A. Após delimitar as barreiras para definir a presença ou 
ausência do marcador (gráfico B). No gráfico C está evidenciado a % de expressão dos marcadores 
em cada quadrante. O gráfico D foi obtido através da demarcação de populações celulares positivos 
para o marcador FL1 no gráfico C. O gráfico E explicita de outra maneira o gráfico D, de modo a 
visualizarmos a presença do marcador FL2 somente na população FL1 positiva.
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Grupos Experimentais apresentados nos gráficos a seguir:
B6 - C57BI/6 não infectado 
B6I - C57BI/6 infectado
B6I/T -  C57BI/6 infectado e tratado com anti-NK1.1 
îMT - i^MT não infectado 

(4,!VITI - ^MT infectado
|xMTI/T - l̂íVIT infectado e tratado com anti NK1.1 
^iMT+lg - |j,MT não infectado e tratado com Ig 
laMTI+lg - i^MT infectado e tratado com Ig 
iaMT+B - |liMT não infectado e reconstituído com B 

iaMTI+B - )iMT infectado e reconstituído com B
îí\^TI+BKO - laMT infectado e reconstituído com células de animais IL-10 KO

3.14 Avaliação histológica

Os camundongos foram sacrificados ao final do experimento, coletando-se a 
amostras de tecidos de músculos esquelético e cardíaco para posterior análise 
histológica. Uma parte dos fragmentos foi fixada em solução de PBS contendo 10% 
(v/v) de formaldeído (Merck), emblocada em parafina e os cortes histológicos foram 
corados por H.E. (Hematoxilina e Eosina). Adicionalmente, outro fragmento do 
músculo esquelético foi emblocado em solução de congelamento de tecido (Triangle 
Biomedical Sciences) e imediatamente congelado em nitrogênio líquido, para 
posterior estudo por Imunohistoquímica. As secções histopatológicas de tecido 
muscular esquelético e cardíaco foram analisados segundo Método de graduação de 
infiltrado inflamatório e necrose: (-/+) sem alterações; (+) 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 
lâminas. 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 hidratação com PBS contendo Tris HCL 0,05M, pH 7,5 e 0,01% (v/v) 
Tween 20 (TBS-Tween). O bloqueio de ligações inespecificas foi efetuado através 
da solução TBS-Tween contendo 5% (v/v) de soro de cabra inativado. A seguir foi 
feita incubação a 20 minutos seguido de lavagem com TBS-Tween e marcação com 
anticorpo primário de rato anti-TNF-a de camundongo (G281-2626 purificado e 
adquirido da Pharmingen), diluído em TBS-Tween na proporção de 1:25 com 
incubação de um dia para outro. No dia seguinte, as lâminas foram lavadas com 
TBS-Tween e bloqueadas para biotina endógena através da adição de PBS 
contendo 0,1% (p/v) de BSA e NaNa por 20 minutos. Outras lavagens foram 
realizadas e as lâminas foram incubadas com TBS-Tween com 5% (p/v) de leite 
desnatado (Leite l^olico -  Nestié) por 15 minutos, contendo caseína. Após novas 
lavagens foi adicionado o anticorpo secundário biotinilado anti-rato (produzido em 
coelho adquirido da Zymed, San Francisco-California, USA) que identifica o anti- 
TNF-a produzido em rato (Pharmingen) na proporção de 1:4000, por 45 minutos. 
Lavando-se novamente com TBS-Tween foi realizado novo bloqueio desta vez para 
inativar a peroxidase endógena, através da incubação com PBS com 0,3% (v/v) de 
H2O2 (por 30 minutos). Após lavagens com TBS-Tween, foi adicionado 
streptoavidina peroxidase e incubado por 20 minutos (diluição de 1:300 em TBS- 
Tween), seguida novamente de lavagem com TBS-Tween. No último passo são 
adicionados a solução reveladora com 10 mL de PBS contendo 0,01 mg de 
diaminobenzidina (0,0001%) (DAB) onde são adicionados 120 îL de H2O2. Foi 
observada a coloração dos controles negativos e positivos, após 5 minutos e então a 
reação foi bloqueada pela adição de água destilada gelada e lavou-se após com 
TBS-Tween. Após a revelação e bloqueio, os cortes foram ainda corados com Verde 
■'ema 2% (p/v) (Vetec) (coloração do núcleo celular) e fixados e seqüencialmente na 

lavagem com Álcool etílico (Pring) 90%, 80% e 70% e finalmente Xilol (Nuclear). 
Após esses processos são montadas as lâminas em Bálsamo do Canadá (Biotec). 
Desse modo, observando-se parâmetros do controle positivo (Linhagem de 
Macrófagos - J774) estimulado com LPS (Lipopolissacarídeo) e do controle negativo 
com a mesma linhagem celular, porém, sem o estimulo, foram observados os 
tecidos que apresentaram expressão de TNF-a com coloração especifica.
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3.16 Forma de análise dos resultados

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



57

4.1. Avaliação dos padrões de resistência à infecção por Trypanosoma cruzi 
utilizando-se a cepa Tulahuen em camundongos C57BI/6.

4.1.1 Números de formas tripomastigotas circulantes em animais pMT e C57BI/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 infecção pelo T. cruzi. Os grupos 
experimentais estudados foram: C57BI/6 infectados (B6I), pMT C57BI/6 infectados 
(pMTI), [jMT infectados e tratados com imunoglobulinas (pMTI+lg), pMT infectados e 
reconstituídos com células B de C57BI/6 (pMTI+B). Assim, foram obtidos os gráficos 
de parasitemia dos diferentes grupos ao longo da infecção até aproximadamente 60 
dias de infecção (Fig. 2). Comparativamente, podemos observar na figura 2 que os 
animais B6I apresentaram níveis parasitêmicos abaixo dos animais pMTI. O grupo 
|j|\/ITI+lg apresenta o maior pico parasitêmico no 20° dia de infecção, comparado ao 
controle [jMTI.. Após esse dia, neste grupo, a parasitemia decresce e no 29° dia de 
infecção, em animais píVITI+lg. Já 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 infecção. O grupo experinnental 
pMTI+B controlou melhor a parasitemia, após a transferência 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 jxl^T apresentam parasitemia 
maior do que animais C57BI/6 infectados (pico no 24" dia de infecção). A 
mortalidade acompanha a taxa de parasitemia dos diferentes grupos descrita acima, 
sendo que a referida taxa é descrita a seguir.

4. RESULTADOS
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Através da comparação da taxa de mortalidade dos diferentes grupos experimentais, 
todos os animais mostraram relativa susceptibilidade á cepa Tulahuen. 
Notadamente, os animais |j,MTI foram os primeiros a apresentar taxa de mortalidade 
aparente (20 dias, dados não mostrados). Comparativamente, os animais pMTI 
apresentaram taxas maiores do que B6I. A mortalidade no grupo pMTI alcançou 
100% aos 60 dias e, portanto maior do que 861. Já nos grupos reconstituídos ou 
tratados (pMTI+B e pMTI+lg, respectivamente) as taxas de mortalidade foram 
semelhantes até o 32° dia de infecção (60% e 50% respectivamente). Porém, a 
mortalidade do grupo pMT+lg aumenta progressivamente a 100%, até no 38° dia de 
infecção. 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 infecção (dados não 
mostrados). Interessantemente, um dos grupos pl̂ ^T apresentou uma sobrevida 
mais longa, o grupo pMTI+B. Na figura menor inserida (detalhe da Fig. 3B) está 
representada a mortalidade dos grupos previamente citados, quando inoculados 
com menores números de formas tripomastigotas de T.oruzi (50 formas 
tripomastigotas). A mortalidade de |jl\/IT infectado e reconstituído com linfócitos B de 
C57BI/6 IL-10 KO foi similar (não mostrados) ao aqui apresentado para o grupo de 
camundongos pMT reconstituídos com células B de C57BI/6 selvagem. Portanto, 
observa-se claramente que o grupo i^MT é altamente susceptível quando comparado 
a seu controle C57BI/6 infectado. A reconstituição com linfócitos B resulta em maior 
resistência à infecção.

4.1.2 Taxa de mortalidade/sobrevida.
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PARASITEMIA CAMUNDONGOS C57BU6 B minus INFECTADOS COM A 
CEPA TULAHUEN OOTrypanosoma cruzi

DIAS DE INFECÇÃO

Figura 2. Números de parasitos circulantes. Camundongos C57BI/6 (B6) e pMT C57BI/6 
(mMT) foram infectados por via intraperitoneal com 100 formas tripomastigotas da cepa 
Tulahuen e a parasitemia foi determinada nos dias indicados. Grupos experimentais: pMT 
C57BI/6 infectados (pMTI), pMT C57BI/6 infectados tratados com Imunoglobulina (pMTI+lg), 
|jMT C57BI/6 que sofreram transferência adotiva de células B (pMTI+B); C57BI/6 infectados 
(861). Em detalhe (A), gráfico inserido; inóculo de 50 fonnas tripomastigotas, como descrito 
em métodos. Número de animais por grupo experimental; n=10. Estatística* (p<0,05) 
comparando ^MTI+ig* com îMTI e B6I; ixMTI* com B6I.
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MORTALIDADE CUMULATIVA

24 26 29 32 35 38 41 44 47 51 55 57 60
DIAS DE INFECÇÃO

Figura 3. Taxa de mortalidade cumulativa. Camundongos C57BI/6 (86) e |jMT C578I/6 
(|jMT) foram infectados por via intraperitoneal com 100 fomias tripomastigotas da cepa 
Tulahuen e a mortalidade foi determinada nos dias indicados. Grupos experimentais; pMTI, 
pMTI+lg, l̂MTI+8, 861. Inserção no detalhe em 3A indica inóculo de 50 formas 
tripomastigotas. Número de animais utilizados por grupo experimental: 10.

4.2 Número total de células do baço dos animais de diferentes grupos 
experimentais na fase aguda (30 dias) da infecção por Trypanosoma cruzi.

Os resultados da figura 4 mostram que na ausência de células B funcionais (pMT 
C57BI/6) há uma tendência dos animais C57BI/6 apresentarem maiores números de 
células no baço. Em camundongos não infectados (aqui denominados normais), do 
grupo |jMT+B há número de células semelhante aos controles pMT. A administração 
de Ig em animais i^MT (pMT+lg) levou a um aumento de esplenócitos quando 
comparados aos pMT e aos C57BI/6 controles (Fig. 4A).

Após a infecção, os animais C57BI/6 e |jMT apresentaram em tomo de 100 milhões 
de células. Comparativamente, os grupos experimentais Infectados (B)
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apresentaram um baço maior do que os não infectados (A), com exceção do grupo 
|jMT+lg. O baço dos animais pMTI+B (106 x 10® células) tem tamanho médio 
semelhante ao dos animais |jMTI (111x10® células) (Fig. 48).

Figura 4. Número total das populações de células esplênicas durante aos 30 dias de 
infecção. Na figura A (não infectados-N) e B (infectados-l) está representado o número total 
de células do baço, dos diferentes grupos experimentais: B6N (C57BI/6 não infectados), 
IjMTN (pMT C57BI/6 não infectados), pMTN+B (normais e reconstituídos com células B), 
|jMTN+lg (normais e tratados com Ig), B6I (infectados), |jMTI (infectado), pMTI+B (infectado 
e reconstituído com células B de camundongos C57BI/6), e pMTI+lg, (infectado e tratado 
com imunoglobulina). Animais por grupo experimental: 3. Análise estatística com teste não 
paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). pMTN+lg * : estatisticamente significante em relação 
ao grupo de animais pMTN ; pMTI+lg * : em relação ao grupo pMTÍ e pMTI+B. A barra no 
gráfico se refere ao desvio padrão dos dados obtidos.

4.3 Marcadores de superfície celular sobre linfócitos T do baço evidenciados por 
citometria de fluxo (FACS) durante a fase aguda da infecção (30 dias).

4.3.1 Alterações quantitativas das populações de células T de baço que não 
apresentam o marcador CD45RB.

Neste tópico são analisadas as quantidades totais de linfócitos T presentes no baço 
dos diferentes grupos experimentais negativas para a expressão do marcador de 
superfície celular CD45R8 (CD45R8"®^) (Fig. 5). Quanto à freqüência de células T 
CD4+ CD45R8 e CD8+ CD45R8 (respectivamente, Figs. 5A e 8), notamos
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que o grupo de animais C57BI/6 normais apresenta freqüência similar do marcador 
de células CD45RB (sobre células T CD4+ e CD8+ totais), quando comparado ao 
grupo pMT normal. A administração de Ig a animais pMT normais aumenta CD4+ 
CD45RB quando comparados aos pMT normais sem tratamento. A transferência 
adotiva de células B em animais pMT não infectados diminui as proporções de 
células T CD4+ CD45RB em relação a seus controles pMT normais. Já o 
tratamento com células B ou Ig em pMT normais aumenta a freqüência de células 
CD8+ CD45RB .

Após a infecção, observa-se que os animais B6I apresentam maiores proporções de 
células T CD8+ CD45RB quando comparados ao grupo pMTI (Figs. 5B). A 
reconstituição de animais pMTI com células B aumenta significativamente o número 
de células T CD4+ CD45RB e CD8+ CD45RB Portanto, a reconstituição com 
células B ou o tratamento com Ig em grupos pMT infectado resulta em alta 
freqüência de células CD45RB , tanto em CD4+ como em CD8+ quando 
comparado ao pMTI.

Figura 5. Análise de populações de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) esplênicas, que 
apresentam expressão 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, B6I, pMTN, [jMTÍ, |jMTN+B, pMTI+B. [jMTN+lg, 
[jMTI+íg, descritos em métodos. A barra refere-se ao desvio padrão dos dados. Animais por 
grupo: 3. Análise estatística com teste não paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). Para o 
gráfico 5A - B6I* : estatisticamente significativo em relação ao grupo não infectado ; 
|jMTN+B* e |jMTN+lg* : em relação a pMTN ; pMTI+lg* e pMTI+B* : em relação ao grupo
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[jMTI. Para o gráfico 5B - 861* : em relação ao 86N ; jjMTN+lg* e |jMTN+8* : em relação ao 
MMTN : mMTI+8* : em relação à |JÍ\/ITI.

4.3.1.1 Gráficos representativos das populações de células T de baço que 
apresentam marcadores de memória imunológica: a expressão de CD45RB na 
fase aguda.

Como representação dos gráficos de ativação/memória previamente citados, 
observamos nas planilhas da figura 5.1 e 5.2 a expressão de CD45RB"®  ̂ sobre as 
populações T CD4+ e CD8+, respectivamente. Os gráficos obtidos expressam o 
padrão e a intensidade de coloração do marcador CD45RB sobre as células 
CD4+ e CD8+, quando foi selecionada uma única região contendo linfócitos do baço.
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CD45

Figura 5.1. Citometria de fluxo de lin fócitos do baço de diferentes grupos experimentais, indicando 

células marcadas por anti-CD4+ e anti-CD45RB na infecção aguda: C57BI/6 normais (A), ,uMT 
normais (B), C57BI/6 infectados (C), fiMT infectados (D), (xMT normais e reconstituídos com células B (E) 
ou tratados com Ig (G), ^MT infectados e reconstituídos (F) ou tratados (H). Expressão de marcadores de 
superficie celular CD4+ fluorocromo FITC (eixo X) e CD45RB fluorocromo PE (eixo Y). (Descrito no tópico 
13 em A até E de métodos).
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CD45

Figura 5.2. Citometria de Fluxo sobre lin fócitos esplénicos de grupos experimentais, 

mostrando o marcador CD45RB sobre células T CD8+, na fase aguda: C57BI/6 normais (A), fxMT 
normais (B), C57BI/6 infectados (C), |iMT infectados (D), laMT normais e reconstituídos com células B 
(E) ou tratados com Ig (G), ^iMT infectados e reconstituídos (F) ou tratados (H). Marcadores de 
superfície celular CD8+ fluorocromo FITC (eixo X) e CD45RB fluorocromo PE (eixo Y). (Ilustrado na 
seção 13 de A até E em métodos).
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4.3.2 Alterações na quantidade de esplenócitos que apresentam marcador NK1.1+ 
com r e c e p t o r a n a  fase aguda (30 dias) da infecção.

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

Observamos que cerca de 5% do total das células que expressam o receptor ap+, 
apresentam o marcador NK1.1+ em animais C57BI/6 normais. Comparativamente, 
animais pMT possuem 18% de células ap+NK1.1+, sendo maior do que o grupo 
descrito. O tratamento dos animais pMT com imunoglobulinas não causou 
alterações de células NK1.1+ dentro do compartimento de células ap+ e a 
reconstituição com células B causou diminuição drástica desta mesma população.

A infecção não alterou as proporções de células do grupo C57B1/6 infectado, 
comparado ao não infectado. Quanto ao grupo pMT, a infecção aumentou a 
freqüência de células ap+ NK1.1+ (p<0,05). A reconstituição com células B de 
animais |jMT infectados diminui o numero de células ap+NK1.1+, comparado ao 
infectado nâo reconstituído. Este número é, entretanto maior que os C57BI/6 
infectados (B6I). O tratamento com Ig (pIVITI+lg) aumenta o número de células 
aP+NK1.1 (em animais infectados ou não) quando comparados a animais |JÍ\̂ T 
infectados e reconstituídos com células B (pMTI+B).
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Figura 6. Efeito do tratamento in vivo de animais |jMT infectados, com imunoglobulina 
ou transferência adotiva de células B, durante a fase aguda: Na figura estão expressas 
os números relativos de células T ap+ com marcador NK1.1+, nos diferentes grupos 
experimentais: B6N, B6I, |jMTN, |jMTI, |jMTN+B, |jMTI+B. |jMTN+lg, MMTI+lg. A barra no 
gráfico indica o desvio padrão. Foram utilizados 3 animais de cada grupo. Análise estatística 
com teste não paramétrico i\4ann-Whitney (p<0,05). pMTN* : estatisticamente significativo 
em relação a B6N ; pMTr : em relação ao B6I ; |jMTN+B* : em relação ao pMTN ; |jMTI+B* : 
em relação a |jMTI.

A exemplo do que ocorre na figura 6, observa-se na ilustração da figura 6.1 os 
padrões e intensidade de coloração dos marcadores ap+ e NK1.1+ sobre os 
esplenócitos. Verifica-se através dos gráficos obtidos por citometria de fluxo que o 
grupo experimental de camundongos i^MT normais apresenta quantidade elevada de 

NK1.1+ dentro da população total de células ap+, quando comparado ao grupo de 
animais C57BI/6 normais (Figs. 6.1 A e B). Sugere-se que após a infecção de 
animais C57BI/6 e pMT, ambos os grupos tendem a aumentar o número destas 
células comparado aos controles não infectados (Figs. 6.1C e D). O grupo de 
camundongos )nMT infectados e tratados com imunoglobulinas apresentou numero 
semelhante ao seu controle infectado (Fig. 6.1E). Já a reconstituição com células B 
em animais |iMT infectados causou diminuição na freqüência de células ap+NK1.1+, 
quando comparados aos controles pMT infectados (p<0,05) (Fig. 6.1F).
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Figura 6.1. Análise dos esplenócitos por citometria de fluxo, evidenciando o marcador 
NK1.1+ e receptor ap+ de linfócitos T, durante a infecção aguda; C57BI/6 normais (A), 
jxMT normais (B), C57BI/6 infectados (C), ^MT infectados (D), nMT infectados e tratados 
com imunoglobulina (E) e laMT infectados e reconstituídos com células B (F). Os 
marcadores de superfície utilizados foram ap+ associado ao fluorocromo FITC (eixo X) e 
NK1.1+ ao fluorocromo PE (eixo Y). (Descrito em no tópico 13 de A até E em métodos).
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4.3.3 Análise de populações de células B do baço que apresentam marcador CD1 
sobre células IgM positivas, na infecção aguda.

Comparativamente, o grupo de animais C57BI/6 normais apresenta 0,8 milhões de 
células ígM+CD1+ e os animais |jMT apenas um residual de células (Fig. 7). Estes 
números foram obtidos sobre a população total de células IgM positivas. A infecção 
de C57BI/6 causa diminuição de células lgM+CD1+ em cerca de 20 vezes, 
comparado aos animais C57BI/6 normais (p<0,05). O número relativo destas células 
está representado na figura 7.1.

Figura 7. Análise de populações de células B esplênicas, que apresentam o marcador 
CD1+ sobre células IgM positivas, na fase aguda: Foram utilizados diferentes grupos 
experimentais:B6N (não infectado), 861 (infectado), pMTN (não infectado), [jMTI (infectado). 
Animais por grupo: 3. Análise estatística com teste não paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). 
861* : estatisticamente significativo em relação ao B6N. A barra no gráfico ilustra o desvio 
padrão.

4.3.3.1 Ilustração gráfica referente a marcadores CD1+ e lgM+ 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 padrão e intensidade 
de expressão dos marcadores de superfície 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) são células lgM+ CD1+ nos animais C57BI/6 normais 
(“gate” em linfócitos segundo item 13 de métodos, Fig. IA). De maneira similar, 
observa-se em B, C e D esta população 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 linfócitos (como na Fig. IA). De modo comparativo, 
observamos que os animais C57BI/6 apresentam maior quantidade destas células 
do que os pMT, mas que após a infecção este numero é reduzido de 9,7% para 
2,1% nos animais C57BI/6 (Figs. 7.1 E e F). Já os animais [jMT apresentam um 
residual de 1,9% e após a infecção este número é reduzido para 0,15% (figuras 
7.1GeH).
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Figura 7.1. Análise dos marcadores CD1+ e lgM+ sobre esplenócitos por citometria de fluxo, em infecção aguda: C57BI/6 
normais (A), C57BI/6 infectados (B), ^MT normais (C), |uMT infectados (D). Os marcadores de superfície utilizados foram igM+ 
marcados com “cychrome” (eixo X) e CD1+ conjugado à ficoeritrina (eixo Y). Os histogramas são 6.1E, F, G e H (Como descrito em 
métodos, tópico 13 de A até E).



4.4 Celularidade do baço na fase crônica inicial de animais fjM Ti reconstituídos 
com células B.

Cumpre ressaltar que os grupos obtidos e os resultados inseridos na figura 2(A) e 
3(A) são dos grupo de animais que serão utilizados para a análise 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 
número de animais na fase crônica inicial de infecção por T. cruzi.

4.4.1 Número total de células do baço dos animais de diferentes grupos 
experimentais na fase crônica inicial de infecção por T. cruzi.

O gráfico 8 ilustra a quantidade de esplenócitos presentes no baço (número 
absoluto) nos diferentes grupos experimentais. O gráfico 8A mostra a quantidade de 
células do baço em animais controles não infectados C57BI/6 e pMT, que 
apresentaram números semelhantes de esplenócitos. A infecção aumenta o número 
total de células do baço, em animais pMTI comparados a pMT (Fig. 8B). 
Adicionalmente, um outro grupo experimental foi composto por animais pMT 
infectados e reconstituídos com B de animais C57B1/6 geneticamente modificados 
para não produzirem interleucina 10 (pMTI+BKO). A análise do número total de 
células do baço dos animais desse grupo experimental e também do grupo que foi 
reconstituído com células B de animais C57B1/6 selvagens, mostrou que estes dois 
grupos apresentaram números semelhantes ao grupo pMT normal, e menor que do 
grupo |jMT infectado.
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Figura 8. Número total das populações de células esplênicas, na fase crônica inicial.
Nesta figura está representado o número total de células do baço de animais normais (A) e 
de infectados (B), dos diferentes grupos experimentais: B6N (não infectados), |jMTN (não 
infectado), B6I (infectados), pMTI (infectado), mMTI+B e pMTI+BKO (infectado e recebeu 
transferência adotiva de células B de camundongos C57BI/6 selvagens e de IL-10 KO, 
respectivamente, no mesmo dia da infecção). n=3 por grupo. A barra indica o desvio padrão. 
Análise estatística com teste não paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). jjMTI+B* e 
|jMTI+BKO* ; estatisticamente significante em relação ao pMTI.

4.5 Análise dos marcadores de superfície celular dos linfócitos do baço de 
animais na fase crônica inicial (60 dias) da infecção.

4.5.1 Alterações quantitativas das populações de células T de baço em fase 
crônica inicial, e que não apresentam o marcador CD45RB.

Na figura 9, observamos as porcentagens de células T CD4+ e CD8+ com 
expressão negativa do marcador CD45RB obtidas dentro do total de cada população 
celular. (Obtenção descrita como obtido para figura 1 de A até E, em métodos). O 
grupo de animais C57BI/6 não infectados apresenta cerca de 45% de CD4+ 
CD45RB e 3% de CD8+ CD45RB comparativamente o grupo pMT não 
infectado com cerca de 17% de CD4+ CD45RB e 5% de CD8+ CD45RB 
Verificamos que os animais C57BI/6 não infectados apresentam maiores proporções 
de células T CD4+ CD45RB quando comparado ao animal pMT não infectados. 
Após a infecção os animais C57BI/6 apresentaram 42% de CD4+ CD45RB e 39% 
de CD8+ CD45RB Os animais pMT infectados apresentaram cerca de 15% de 
CD4+ CD45RB e 21% de CD8+ CD45RB É importante ressaltar que após a
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infecção o grupo de animais C57BI/6 apresentou maiores proporções de células T 
CD4+ e CD8+ CD45RB do que os animais pMT (Figs. 9A e B). Além disso, a 
infecção de C57BI/6 levou ao aumento de células T CD8+ CD45RB comparado 
ao controle.

A transferência adotiva de células B normais em animais pMT infectados resultou 
em cerca de 45% de CD4+ CD45RB © 25% de CD8+ CD45RB Quanto aos 
animais reconstituídos com células B de animais IL-10 KO as porcentagens 
observadas foram de 40% de CD4+ CD45RB e 23% de CD8+ CD45RB 
Observamos que as proporções de células T CD4+ CD45RB aumentam após a 
reconstituição de animais [JÍ\/IT infectados (Fig. 9A), até os níveis de animais 
C57BI/6, mas não aumentam para a população de células T CD8+ CD45RB (Fig. 
9B). Do mesmo modo, a transferência de células B de animais IL-10 KO em animais 
[jMT causou aumento de células T CD4+ CD45RB .

Figura 9. Análise de populações de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) esplênicas, que 
apresentam o marcador CD45RB na fase crônica: Nesta figura está representada os 
números relativos de células do baço de células T CD4+ CD45RB (A) e CD8+ CD45RB 

(B), dos diferentes grupos experimentais: B6N, B6I, pMTN, pMTI, |jMTI+B e |jMTI+BKO. 
A barra indica o desvio padrão. Análise estatística com teste não paramétrico Mann-Whitney 
(p<0,05). n=3 por grupo. Representativo de 2 experimentos. Para o gráfico 9A - pMTN* : 
estatisticamente significativo em relação ao B6N ; pMTI* : em relação ao B6I ; pMTI+B* e 
|jMTI+BKO* : em relação ao pMTI. Para o gráfico 9B -  B6I* : em relação ao B6N ; ijMTI*: 
em relação ao |jMTN.
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4.5.2 Alteração das proporções de células NK1.1+ aP positivas: diminuição de 
NK1.1+ no baço de animais pMT, na fase crônica inicial.

O gráfico mostra a população total de células NK1.1 positivas sobre o total de 
células T ap+, na qual há 19% (C57BI/6 infectados), 1,2% (jjMT infectados), 0,85% 
(|jMTI+B) e 0,62% (pMTI+BKO) de células ap+ com marcador NK1.1. As células 

ap+ NK1.1+ estão portanto em proporções aumentada nos animais C57BI/6 em 
relação aos pMT infectados, nesta fase da infecção. Vale salientar que após a 
reconstituição dos grupos de animais pMTI com células B, o número absoluto de 
células ap+NK1.1 aumenta em pMTI de maneira significante e chegam a se 
equiparar ao de C57BI/6 (dados não mostrados).

G ru p o s  E x p erim en ta is

Figura 10. Freqüência de células NK1.1+ em células T (ap +) após transferência adotiva 
de células B em animais ^MT, durante a infecção crônica: Na figura acima estão 
expressos os números relativos de células T aP+ com marcador NK1.1+(A) dos diferentes 
grupos experimentais: B6I, jiM TI, ^MTI+B e |j,MTI+BKO (transferidos com células B de 
C57B1/6 IL-IOKO). A barra indica o desvio padrão. Animais: n=3 por grupo. Análise 
estatística com teste não paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). Representativo de 2 
experimentos. laMTI* : estatisticamente significativo em relação ao B6I ; ^iMTI+B* e 
|iMTI+Ig* : em relação ao |j.MTI.



76

4.5.3 Quantificação das populações de células B do baço que apresentam marcador IgM+ e 
CDl +, aos 60 dias da infecção.

Sugere-se que o número absoluto de células CD1+lgM+ tende a aumenta nos 
animais C57BI/6, após 60 dias de infecção (Fig. 11). Adicionalmente, como era 
esperado, os animais |jMT não apresentaram números consideráveis de CD1+ sobre 
células B, pois não apresentam esta última população. No entanto, quando esses 
animais são submetidos à transferência de células B de animais C57BI/6 selvagens 
ou C57BI/6 IL-10 KO, podemos constatar o aumento desta população celular (Fig. 
11). Ainda assim, o nível numérico de células expressando esse marcador nos 
animais reconstituídos se apresenta menor quando comparado aos C57BI/6 não 
infectados e infectados (Fig. 11). Nesta fase da infecção não há redução de células 
lgM+CD1+ em C57BI/6 infectados comparados a C57BI/6 nomnais. Este resultado 
difere daquele obtido na fase aguda da infecção (Fig. 7).
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Figura 11. Análise de populações de células B esplênicas, que apresentam o 
marcador CD1+ sobre células lgM+, na fase crônica. Foram utilizados diferentes grupos 
experimentais: B6N, 861, |jMTN, |jMTI, pMTI+B e |jMTI+BKO. A barra ilustra o desvio 
padrão. Análise estatística com teste não paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). n= 3 por 
grupo. 86N* : estatisticamente significativo em relação ao grupo [jMTN ; 861* : em relação 
ao grupo |jMTI ; |jMTI+B* e pMTI+BKO* : em relação ao grupo pMTI.

A partir dos resultados aqui descritos para as populações linfocitárias periféricas, 
procederemos á análise dos infiltrados inflamatórios do ponto de vista qualitativo e
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quantitativo, e das células que migram para os tecidos (como por exemplo, músculo 
esquelético) no modelo experimental aqui descrito.

4.6 Análise de marcadores de superfície presentes nas células mononucleares do 
músculo esquelético de animais na fase crônica inicial da infecção.

4.6.1 Alterações quantitativas das populações de células T encontradas no músculo 
esquelético que não apresentam o marcador de memória imunológica CD45RB.

Nos gráficos que se seguem, sâo apresentadas as porcentagens do marcador 
CD45RB"®  ̂dentro da população total de células T CD4+ ou CD8+ (Fig. 12). Quanto 
às células T CD4+ CD45RB (Fig. 12A), podemos observar que os animais 
C57BI/6 infectados apresentaram cerca de 92% de células ativadas no músculo 
esquelético. Nos animais pMT infectados os números chegam a 81%. Os números 
de células T CD4+ CD45RB tendem a aumentar, quando são observadas as 
células nos animais |jMT infectados e reconstituídos com células BKO e tendem a 
diminuir com a reconstituição com células B.

Quanto às porcentagens de células CD45RB dentro da população total de 
linfócitos T CD8+ (Fig. 12B), proporcionalmente são a metade dos valores 
encontrados para CD4+ . Os grupo de animais C57BI/6 infectados apresentou cerca 
de 50% das células T CD8+ com expressão negativa do marcador CD45RB Em 
contrapartida, 24% das células T CD8+ são CD45RB nos animais pMT infectados 
(p<0,05). A reconstituição de animais pMT infectados com células B de animais 
C57BI/6 IL-10 KO resultou em aumento de linfócitos T CD8+ CD45RB"®  ̂(o que os 
aproxima dos números descritos para o grupo C57BI/6 infectados), comparado ao 
grupo pMTI (p<0,05).
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Figura 12. Análise de populações de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) no músculo 
esquelético, que apresentam o marcador CD45RB na fase cronica: Nesta figura 
estão representadas as percentagens de células T CD4+ CD45RB e CD8+ CD45RB 
obtidas segundo descrição na metodologia: 861 (infectados), mMTI (infectados), ijMTI+B e 
pMTI+BKO (infectados e que receberam transferência adotiva de células B de 
camundongos C578I/6 selvagens e de IL-10 KO, respectivamente, no mesmo dia da 
infecção). n=3 por grupo. A barra indica o desvio padrão dos dados obtidos. Análise 
estatística com teste não paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). 861* : estatisticamente 
significativo em relação ao grupo pMTI ; |jMTI+8KO* : em relação ao grupo |jMTI.

4.6.2 Análise das populações de células NK1.1 positivas presentes no músculo 
esquelético, durante a fase crônica inicial da infecção por T. cruzi.

O gráfico 13 representa o número de células CD4+NK1.1+ e a(3+NK1.1+ do infiltrado 
inflamatório do músculo esquelético em diferentes grupos experimentais na fase 
crônica inicial da infecção. No gráfico 13A observamos que os animais C57BI/6 
apresentam porcentagens próximas a 7,6% de células CD4+NK1.1, enquanto que os 
animais gMT 0,4%. A reconstituição com células B de animais C57BI/6 normais e 
IL-10 KO, resultou porcentagens próximas a 0,5% e 2,5% respectivamente. No 
gráfico 13B observa-se que os animais C57BI/6 apresentam 2% de células 
ap+NK1.1, enquanto que os animais pMT apresentam 3%, e os reconstituídos com 
células B de animais normais e IL-10 KO, 1,5% e 1% respectivamente.
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Figura 13. Análise de populações de células T CD4+ (A) e ap+ (B), que apresentam o 
marcador NK1.1+, no músculo esquelético (60 dias): Nesta figura está representada a 
percentagem de células NK1.1+ dentro das populações totais de células CD4+ e ap+, dos 
diferentes grupos experimentais: B6I, [jMTI, pMTI+B e pMTI+BKO. A barra indica o desvio 
padrão. Análise estatística com teste não paramétrico n=3 por grupo. Mann-Whitney 
(p<0,05). Representativo de 2 experimentos. Para o gráfico 13A - B6I* : estatisticamente 
significativo em relação ao grupo |jMTI ; |jMTI+BKO* : em relação ao grupo pMTI. Para o 
gráfico 13B - pMTI+B* e pMTI+BKO* : em relação a pMTl.

4.6.2.1 Gráfico de NK1.1+ sobre as células T CD4+ e ap+

Corroborando os dados observados nos gráficos das figuras ISA e B, na figura 13.1 
estão evidenciados os gráficos que identificam os marcadores de superfície citados 
na figura 13 (anterior). Nesses gráficos estão expressos os padrões de intensidade 
de coloração do marcador NK1.1 sobre células a(3+. Inicialmente podemos verificar 
nas figuras 13.1A e B que os animais C57BI/6 e pMT na fase crônica de infecção 
apresentam quantidade semelhante de células a|3+ com marcador NK1.1+. A 
reconstituição do grupo de animais |JÍ\/ITI mostra tendência a diminuição destas 
células no músculo esquelético desses animais (Figs. 13.1C comparado a 13.1 D).

Em relação ás células T CD4+ NK1.1+, verifica-se maior número dessas células no 
músculo esquelético de animais C57BI/6 (Fig. 13.1 D), comparado ao [jMT (Figs. 
13.1E). A reconstituição desses animais com células B de IL-10 KO aumenta a 
NK1.1+ comparado ao não reconstituído (Figs. 13.1 E e F).
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Nesta figura estáo representadas as células NK1.1+ sobre a população total de células CD4+ e ap+, dos diferentes grupos experimentais: 
C57BI/6 infectado (A e D), |jMT C57BI/6 infectado (B e E), pMT C57BI/6 infectado e reconstituído com células B (C e F). (Descrito em 
métodos, seção 13 de A até E). Nos gráficos de D a F está representada a região de células CD4+ NK1.1+, demarcada no gráfico através 
de R1.
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4.7 Número total de células do baço dos animais crônicos: tratados (ou não) com 
anti NK1.1+.

Observa-se na figura 14 que as alterações no número total do baço de animais 
C57BI/6 e |jMT na fase crônica inicial de infecção não foram significativas. O 
tratamento com anti-NKI.1 não causou alterações significativas no tamanho do baço 
de animais infectados C57BI/6 (B6I/T) e nem de |jMT infectados (pMTI/T) quando os 
comparamos aos respectivos grupos infectados e não tratados: C57BI/6 (B6I) e pMT 
(fjMTI). Porém, quando comparamos os grupos C57BI/6 e [jMT tratados com anti- 
NKI.1 observamos, após 15 dias de tratamento que o grupo de C57BI/6 tratado 
apresenta tendência a ter maior celularidade.

G ru p o s Experim entais

Figura 14. Número total das populações de células esplênicas, após o tratamento com 
anti-NK1.1, na fase crônica de infecção. Nesta figura está representada os números totais 
de células do baço, dos diferentes grupos experimentais: C57BI/6 (B6I) infectado e C57BI/6 
(B6IT) infectado e tratado com anti-NKI.1, pMTI infectado, (jMTIT infectado e tratado 
periodicamente com três doses em dias intercalados, desde o 55° dia de infecção, com anti- 
NK1.1 (protocolo idem ao grupo experimental B6I/T). O experimento foi realizado no 70° dia 
de infecção. n= 3 por grupo. A barra indica o desvio padrão. Análise estatística com teste 
não paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). B6I/T* : estatisticamente significativo em relação 
ao pMTI/T.
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4.8 Efeito da depleção de células NK1.1+ quanto aos marcadores de superfície 
celular nos linfócitos do baço, durante a fase crônica inicial (70 dias).

4.8.1 Alterações quantitativas das populações de esplenócitos que apresenta baixa 
ou ausência da expressão de CD45RB, na fase crônica inicial.

Podemos observar na figura 15, porcentagens de células T CD4+ (Fig. 15A) e CD8+ 
(Fig. 15B) indicando células esplênicas CD45RB dos diferentes grupos 
experimentais, em fase de infecção crônica inicial. Nesta terceira fase experimental 
do trabalho pode-se considerar que o tratamento com anti NK1.1+ em pMT 
infectados causou diminuição de células T CD8+ CD45RB (Fig. 15B). O 
tratamento de C57B1/6 com anti NK1.1, parece não revelar diferenças no número de 
células CD4+ CD45RB (Fig. 15A). Quanto à população de linfócitos T CD8+ 
CD45RB , podemos verificar que o número de células é menor, para todos os 
grupos, quando comparado a CD4+. Ainda para a população de células CD8+, 
observa-se que o grupo pMTI é cerca de 2 vezes maior que os outros grupos 
experimentais (Fig. 15B).

Figura 15. Análise de populações de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) esplênicas, que 
apresentam o marcador CD45RB após o tratamento com anti-NKI.1+, na infecção 
crônica inicial: Nesta figura esta representada a percentagem de células T CD4+ CD45RB 

e CD8+ CD45RB dos diferentes grupos experimentais: B61, B61/T, [jMTI, |jMT1/T. 
Inicio do tratamento no 55° dia de infecção, em três doses (400pg/dia/animal) em dias 
intercalados e posteriormente o procedimento experimental no 70° dia de infecção. As 
barras indicam o desvio padrão. Análise estatística com teste não paramétrico Mann- 
Whitney (p<0,05). Animais: n= 3 por grupo. ĴMT1/T* : estatisticamente significativo em 
relação ao grupo pMTI ; pMTI+ : em relação aos demais grupos do mesmo gráfico.
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4.8.2 Alterações na quantidade de esplenócitos que apresentam marcadores CD4+ 
NK1.1+ e/ou receptor ap+ NK1.1+ após tratamento com anti NK1.1.

Na figura 16 observamos as porcentagens de células NK1.1+ sobre as populações 
totais de CD4+ e ap+. Verificamos que não houve diferenças significativas entre os 
grupos experimentais, quanto as porcentagens de células T CD4+NK1.1. Porém, no 
gráfico 16B, podemos observar que quando os animais C57BI/6 infectados foram 
tratados com anti-NK1.1+, ocorreu uma diminuição de linfócitos T ap+ NK1.1 + 
(observado 15 dias após a depleção).

Figura 16. Efeito do tratamento in vivo com anti NK1.1+ em animais pIVIT e C57BI/6 
infectados: Marcadores NK1.1+, CD4+ e ap+ (TCR) sobre células esplênicas. Acima estão 
expressos os números de células CD4+ que apresentam marcador NK1.1+ (A) e células T 
ap+ com marcador NK1.1+(B), nos diferentes grupos experimentais: B6I, B6I/T, |jMTI, 
[jMTI/T. Inicio do tratamento no 55° dia de infecção, em três doses (400|jg/dia/animal) em 
dias intercalados e posteriormente o procedimento experimental no 70° dia de infecção. A 
barra indica o desvio padrão. Análise estatística com teste nâo paramétrico Mann-Whitney 
(p<0,05). n=3. B6I/T* : estatisticamente significativo em relação ao grupo B6I.
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4.9 Análise dos marcadores de superfície celular de linfócitos T do infiltrado 
inflamatório do músculo esquelético de animais tratados ou não com anti NK1.1, 
durante a fase crônica inicial.

4.9.1 Alterações quantitativas das populações de células T CD4+ e CD8+ 
encontradas no músculo esquelético e que apresentam baixa ou ausência da 
expressão do marcador CD45RB.

Obtivemos, semelhantemente aos dados adquiridos na segunda fase experimental 
do trabalho, maiores porcentagens de células T CD4+CD45RB"®  ̂ e CD8+ 
CD45RB‘̂®'’'°̂ "®̂ no infiltrado inflamatório do músculo esquelético de animais C57BI/6 
infectados do que em animais (jMT infectados (Fig. 17). A diferença citada é maior 
na população de células T CD4+. A depleção de células NK1.1+ nos animais 
C57BI/6 infectados causou uma tendência a diminuição de CD4+ CD45RB"®  ̂ . 
Quando animais pMT infectados foram tratados com anti-NKI.1, houve aumento da 
população de células T CD4+ CD45RB"® .̂ De modo comparativo, os animais 
C57BI/6 infectados e tratados com anti-NKI.1, não apresentaram alteração na 
população de células T CD8+ CD45RB^ '̂’‘°̂ "®̂ no infiltrado inflamatório, enquanto 
que houve aumento das proporções dessas células quando animais pMT infectados 
foram submetidos a depleção de NK1.1+.

Figura 17. Análise de populações de células T CD4+ (A) e CD8+ (B) presentes no 
infiltrado inflamatório do músculo esquelético e que apresentam o marcador
CD45RB'’®"‘°"’®̂, durante a fase crônica inicial. Nesta figura esta representada as 
porcentagens de células que apresentam marcador CD45RB‘’®'''°'"®3 dentro da população 
total de células T CD4+(A) ou CD8+ (B) dos diferentes grupos experimentais: B6I, B6I/T, 
[jMTI, |jMTI/T. Os animais foram tratados com 3 doses intercalados de anticorpo monoclonal
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ànti-NK1.1 (400pg) a partir do 55° dia de infecção e analisados no 70° dia. A barra indica o 
desvio padrão. Análise estatística com teste não paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). n=4 
por grupo. Para o gráfico 17A e B - pMTI* : estatisticamente significativo em relação ao 
grupo B6I ; pMTI/T* ; em relação ao pMTI.

4.9.1.1 Representações gráficas de linfócitos T do músculo esquelético com 
CD45RB^ ’̂̂ °'̂ ^̂  na fase crônica inicial.

De maneira a exemplificar os resultados obtidos e expressos no gráfico 17, estão 
ilustrados nas figuras 17.1 e 17.2 a intensidade de coloração de CD45RB‘*®'*°'"®̂ em 
células T CD4+ e CD8+, respectivamente. Na figura 17.1A e B observamos maior 
freqüência de células CD45RB"®  ̂ sobre a população total de linfócitos T CD4+ em 
animais C57BI/6, quando comparado aos animais (í MT. Os números expressos 
exemplificam os encontrados na figura 17.
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CD45RB

CD4

Figura 17.1. Análise por Citometria de fluxo de células do infiltrado inflamatório 
presente no músculo esquelético de animais na fase crônica de infecção: A figura A 
representa células mononucleares de animais C57BI/6 infectados. Os outros grupos são: 
C57BI/6 infectados e tratados com anti-NK1.1(B) (tratado com 3 doses de SOÔig em dias 
intercalados), jiMT infectados (C), e fiMT infectado e tratado com anti-NK1.1(D) (protocolo 
idem ao de C57BI/6 tratados). Os grupos animais foram constituídos por 4 animais. (Descrito 
no item 13 de A até E em métodos).
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CD4

Figura 17.2. Citometria de fluxo das células do infiltrado inflamatório do músculo 
esquelético de camundongos C57BI/6 e )iMT infectados tratados ou não com anti- 
NKI.1+. Na figura A esta representada células CD8+CD45RB‘’®''‘°'"®̂ de animais C57BI/6 
infectados. Os outros grupos são; C57BI/6 infectados e tratados com anti-NK1.1(B) (tratado 
com 3 doses de 500|ug em dias intercalados), |líMT infectados (C), e .̂MT infectado e 
tratado com anti-NKI.1 (D) (protocolo idem ao de C57BÍ/6 tratados). Os grupos animais 
foram constituídos por 4 animais. (Descrito no item 13 de A até E em métodos).
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4.9.2 Análise das populações de células do infiltrado: células NK1.1+ no músculo 
esquelético de animais tratados ou não com anti NK1.1, durante a fase crônica inicial 
da infecção por T. cruzi.

Na figura 18, obtivemos os números relativos de CD4+NK1.1+ e de ap+NK1.1 + 
presentes no infiltrado inflamatório do músculo esquelético de diferentes grupos 
experimentais durante a fase crônica da infecção. Estas populações celulares foram 
avaliadas 15 dias após a depleção. Na figura 18A, verificamos que os animais 
C57BI/6 infectados apresentam 1% de células T CD4+ NK1.1+ positivas no infiltrado 
inflamatório. Observa-se que os animais pMT infectados apresentam 0,3%, também 
nesta fase da infecção. Os animais C57BI/6 infectados e depletados de NK1.1 + 
apresentam 0,5% destas células, e os animais [jMT infectados e tratados com anti- 
NKI.1 cerca de 0,23%. Também na fase crônica inicial, a figura 13 apresenta 
número relativo diverso do apresentado na presente figura: na figura 13 os animais 
foram infectados com maior inóculo.

Quanto ao total da população de células T ap+ NK1.1+ presentes no infiltrado 
inflamatório do músculo esquelético, observamos que os animais C57BI/6 
apresentam proporções aumentadas de células ap+NK1.1+ (3,6%) em relação ao 
tratado com anti NK1.1, enquanto que a depleção de NK1.1 de animais pMT 
infectados não causou alterações significativas.

Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Figura 18. Populações de células T CD4+ (A) e ap+ (B), que apresentam o marcador 
NK1.1.+. presentes no músculo esquelético na fase crônica de infecção. Nesta figura 
estão representadas as porcentagens de células que apresentam marcador NK1.1+ dentro 
da população total de células T CD4+ ou a|3+ (figura 17A e B), dos diferentes grupos 
experimentais: B6I, B6I/T, |jMTI, pMTI/T. Inicio do tratamento no 55° dia de infecção, em três
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doses (400Mg/dia/animal) em dias intercalados. O procedimento experimental foi realizado 
no 70® dia pós-infecção. A barra representa o desvio padrão. Análise estatística com teste 
não paramétrico Mann-Wtiitney (p<0,05). Animais: n=4 por grupo. Para o gráfico 18A - 
B6I/T* : estatisticamente significativo em relação ao grupo 861.

4.10 Avaliação da resposta inflamatória no músculo em animais tratados com anti- 
NKI.1 + durante a fase crônica inicial: histopatologia

4.10.1 Alterações de aspectos microscópicos do infiltrado inflamatório presente no 
tecido muscular de animais pMT infectados e tratados ou nâo com anti-NK1.1+.

Neste tópico (Prancha I - figura 19) são mostradas fotomicrografias de cortes do 
músculo cardíaco (Figs. 19A) e estriado (Figs. 19B até D) aos 60 dias de infecção. 
Durante a fase crônica inicial, foi observada baixa intensidade de infiltrado 
inflamatório no coração de animais |j!\^T infectados e nos controles C57BI/6 
infectados (ilustração 19A exemplifica os infiltrados avaliados. Vale salientar que os 
animais foram infectados com baixo inóculo de T. cruzi (50 formas). Ainda em 
fragmentos do coração, 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 coração de luMT (Fig. 19A). Nestas condições, quando os animais ^MT 
foram comparados com os C57BI/6 não foram evidenciadas diferenças quantitativas 
de infiltrado inflamatório no coração desses animais, bem como em fragmentos do 
músculo esquelético destes grupos (infiltrado inflamatório moderado graduado em - 
/+ : como descrito em métodos). De modo comparativo, não observamos diferenças 
significativas entre animais C57BI/6 infectados e ^MT infectados no inoculo de 50 
formas tripomastigotas. Ainda sobre a Prancha I (Figs. 19B a D) observam-se 
fotomicrografias revelando um discreto infiltrado inflamatório composto 
principalmente por células mononucleares, de aspecto focal e perivascular. Em vista 
disso, a figura 19B comparada à figura 19D mostra claramente que no caso destes 
últimos (|a!\/IT tratados com anti-NKI.1) houve maior infiltrado inflamatório de células 
mononucleares, de modo difuso e perivascular (graduação definida em métodos, 
respectivamente -/+ e +). Pode-se assim inferir que o tratamento com anti-NK1.1 dos 
camundongos pMTI infectados intensificou a resposta inflamatória. Outro aspecto
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histopatológico relevante é a presença de processo de regeneração do tecido 
muscular esquelético no grupo pMTI tratado com anti NK1.1. (Fig. 19C). Na figura 
19C, a seta indica os núcleos dos miócitos em processo de divisão (seta indicativa).

PRANCHA I

Figura 19. Fotomicrografía de cortes histopatológicos do tecido cardíaco (A) e 
muscular esquelético (B a D) de camundongos C57BI/6 e pMT durante a fase crônica 
inicial de infecção por T. cruzi, corados com H.E.; A secção histopatológica da foto A é 
do coração de animal pMT (̂ iMTI) infectado. A fotomicrografía B é de camundongos |jMTI 
em aumento de 20x. As secções C (40x) e D (20x) são de animais pMTI tratados com anti- 
NK1.1. Os grupos experimentais tinham um número de 4 camundongos cada. Seta 
indicativa na Secção C; divisão de núcleos dos miócitos de fibra muscular destruída.
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4.11 Dosagem da produção de TNF-a no baço (ELISA) e detecção da expressão 
desta citocina no tecido muscular esquelético (Imunohistoquímica).

4.11.1 Secreção de TNF-a in vitro em células de baço de animais pMT infectados.

Na figura 20, observam-se as dosagens in vitro de TNF-a secretado pelas células do 
baço dos diferentes grupos experimentais. Verificamos que os esplenócitos de 
camundongos ^MT não infectados secretaram níveis de TNF-a maiores que os de 
C57BI/6 não infectados, expressos em pg/ml. Da mesma maneira, 30 dias após a 
infecção, as células do baço de animais laMT também apresentaram maiores 
proporções de TNF-a, quando comparados aos C57BI/6. No entanto, quando 

comparamos jxMT infectados com os não infectados, não observamos diferenças. 
Fato semelíiante foi visto entre os animais C57BI/6 (B6I e B6N).

Grupos Experimentais

Figura 20. Secreção de TNF-a por esplenócitos de animais infectados ou não. Células 
do baço foram obtidas de camundongos C57BI/6 e pMT infectados ou não, como descrito 
em Material e Métodos, utilizando-se três animais por grupo experimental. As células foram 
cultivadas (10x10® células por poço) em duplicatas, na ausência de estimulo (Meio = M). A 
barra representa o desvio padrão. O sobrenadante foi coletado após 48 horas e a produção 
de TNF-a foi determinada por método imunoenzimático (ELISA). Análise estatística com 
teste não paramétrico Mann-Whitney (p<0,05). Animais: n=2 por grupo. B6N-Meio* e B6I- 
Meio* : estatisticamente significativo em relação aos grupos pMT.
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4.11.2 Análise imunohistoquímica para TNF-a nos cortes histológicos do músculo 
esquelético dos diferentes grupos experimentais.

Na figura 21 observamos as secções de músculo esquelético criopreservado de 
camundongos B6I e fxMTI com marcação especifica para TNF-a, através do método 
de imunohistoquímica (descrito em material e métodos).

Comparativamente, na figura 21A e B observamos a coloração das células de 
linhagem macrofágica J774 estimuladas em cultura com LPS (B) ou não estimuladas 
(A). Em 20A (lãminas-controle que se apresentaram sem coloração de peroxidase 
evidente), verifica-se somente a coloração verde que evidencia o núcleo celular que 
apresenta sua forma típica e regular (aumento 40X). Na figura 21B observamos a 
coloração das células que além da coloração verde do núcleo, apresenta também 
uma coloração castanha no citoplasma e na matriz extracelular (aumento 40X). 
Quanto às secções do tecido muscular, de camundongos B6I e nMTI, a reação de 
imunomarcaçâo em lãminas-controle apresentou resultado negativo (Prancha 11 -  
Figs 21C e E 40X). Prosseguindo, na figura 21D (animais B6I) foi observado 
infiltrado inflamatório focal e perivascular e de modo co-localizado á marcação de 
TNF-a nas células mononucleares. Nos animais pMTI também foi observado a 
presença de TNF-a no citoplasma e matriz extracelular de células mononucleares 
(Fig. 21F). Verificamos que aparentemente houve maior intensidade de marcação de 
TNF-a nos tecidos de juMTl do que em B6I. Entretanto este resultado é apenas 
sugestivo, pois um número maior de animais precisa ser estudado quanto à 
expressão desta citocina no músculo estriado.
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Figura 21. Fotomicrografía de imunomarcaçâo em TNF-a em cortes histopatológicos 
do tecido muscular esquelético de camundongos C57BI/6 e pMT durante a fase 
crônica inicial de infecção por T. cruzi. As figuras A e B ilustram as células J774 com (B) 
e sem (A) o anticorpo primário anti-TNF-a. Estão representadas as secções histopatológicas 
de animais pMT infectados no controle negativo (0) ou positivo (D). As fotomicrografias E e 
F são de camundongos C57BI/6 infectados (respectivamente controle negativo e positivo). 
Aumento de 40x para secções A e B e de 20x para as demais.
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Através dos diferentes modelos experimentais utilizados até hoje, foi possível 

estudar alguns dos mecanismos imunológicos que estão envolvidos na resistência à 

infecção. Atualmente, as perguntas estão voltadas sobre os processos 

imunorregulatórios que ocorrem, e m  diferentes modelos experimentais. Desse modo, 

o objetivo principal deste trabalho foi avaliar se as células B influenciam a memória 

imunológica e a migração de células T efetoras para os tecidos, durante a infecção 

por Trypanosoma cruzi. Ademais, de importância fundamental é o estudo das células 
NK1.1+ presentes nos compartimentos periféricos como baço e músculo estriado, 

possivelmente contribuindo para a geração de linfócitos ativados e de memória. Para 

avaliar a geração de linfócitos T de memória e as células envolvidas na manutenção 

da memória imunológica, utilizamos u m  modelo experimental de infecção por T. 
cruzi, e m  camundongos desprovidos de células B funcionais.

No presente estudo foi investigada inicialmente a sobrevida e o números de 

parasitos circulantes e m  animais p M T  e C57BI/6 infectados com a cepa Tulahuen de 

T. cruzi (Figs. 2 e 3). A  inoculação com 100 formas tripomastigotas (Fig. 2) ou com 
50 formas (Fig 2A) nos permitiu observar diferenças entre os animais p M T  e C57BI/6 

quanto à parasitemia (Fig 2 e 2A) e a mortalidade (Figs. 3 e 3A). Os animais pMT 

reconstituídos com células B controlaram melhor a parasitemia e apresentaram 

melhor sobrevida quando comparados aos camundongos p M T  não reconstituídos. 

Esses dados sugerem que as células B estariam participando da resistência a 

infecção.

Diversos estudos indicam que as células B estão presentes no timo e no baço 

(INABA et al., 1988). No timo elas podem participar no processo de apresentação de 
peptídeos durante o evento de seleção tímica das células T (WEISS et al., 1989; 
LANZAVECCHIA, 1985). Neste sentido, as células B poderiam potencialmente servir 

como fonte de apresentação de peptídeos no timo, gerando diversidade do 

reconhecimento, inerente a células T (CONSTANT, 1999). Adicionalmente, foi 

descoberto que e m  camundongos desprovidos de células B, ocorre diminuição no 

desenvolvimento da zona de células T da polpa branca. Isto sugere que as células B 

influenciariam no desenvolvimento das células T no baço (NGO et al., 2001),

5. DISCUSSÃO
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demonstrando que possivelmente a ausência destas células causaria diminuição da 

população de linfócitos T no baço e, conseqüentemente, diminuição do mesmo.

Vários estudos demonstraram que na infecção de camundongos por T. cruzi ocorre 
ativação policlonal de linfócitos B (entre eles, CORSINI & COSTA, 1981; MINOPRIO 

et al., 1986). Assim, podemos correlacionar o aumento da celularidade do baço dos 
grupos experimentais com a expansão policlonal de linfócitos. Durante a fase aguda 

de infecção, há aumento do número e do tamanho dos linfócitos no baço, indicando 

a presença de células ativadas (MINOPRIO et al., 1988). Assim, ocorre também 
produção de anticorpos de múltiplas especificidades (MINOPRIO et al., 1989). Neste 
tipo de ativação a maior parte dos linfócitos B ativados na infecção pelo T. cruzi não 
apresenta especificidade por antígenos parasitários. Na fase aguda de infecção, as 

diferenças de tamanho de baço foram mais evidentes e m  nossos estudos (Fig. 8). 

Observamos que na fase crônica, a depleção de células com marcador NK1.1 na 

fase crônica inicial, não causou alterações significativas no tamanho do baço e m  

C57BI/6 e |jMT (Fig. 14). Adicionalmente, na fase crônica os animais pMT 

reconstituídos com células B apresentaram os baços diminuídos, comparados aos 

não reconstituídos (Fig. 8B). Possivelmente, uma hipótese poderia ser que, após a 

transferência adotiva de células B e m  animais pMT, a célula B passe a regular 

negativamente a expansão de determinadas populações celulares através da 

produção de lL-10 ou até me smo através da liberação de imunoglobulinas.

Após a análise da celularidade do baço dos animais, foram evidenciados os perfis de 

ativação e memória dos esplenócitos de camundongos e m  fase aguda de infecção. 

As células T virgens apresentam marcadores de superfície celular que as tornam 

fenotipicamente distintas de outras populações celulares. Assim, as células T 

virgens expressam e m  sua superfície celular altos níveis de C D4 5 RB  e CD62L e 

baixa ou intermediárias de CD44. Dependendo das condições após, uma resposta 

imune essa célula T passa a ser identificada como célula T efetora de memória. 

Essa célula expressa baixos níveis de C D 4 5 R B  e CD62L e altos níveis de CD44. 

Sendo assim, a ativação das células T causa modulação negativa e/ou positiva de 

algumas de suas moléculas e m  sua superfície, conforme descrito acima (SPRENT, 

1993).



E m  nosso modelo experimental, foram analisados outros marcadores de ativação e 

memória: CD62L, CD44 e CD69 (aqui não incluídos, material e m  análise e 

avaliação). E m  decorrência de estudarmos linfócitos T de memória, selecionamos o 

marcador C D 4 5 R B  que exemplifica bem esta população quando esta presente e m  

baixos níveis - ou mesmo ausente - da superfície celular. Por essa razão e pelos 

resultados obtidos referentes a células de memória, não incluímos outros 

marcadores nesta tese. Tomando por base que o marcador CD45RB indica com 

clareza o fenótipo de u m  linfócito T de memória/efetora, e que linfócitos B poderiam 

atuar no sentido de favorecer a manutenção desta memória e o aumento de 

linfócitos T, avaliamos a presença deste marcador sobre esplenócitos e m  função da 

presença ou ausência de linfócitos B. Muitos grupos de pesquisa demonstraram a 

importância das células B antígeno-específica e m  apresentar antígenos para as 

células T in vivo (revisto e m  A B B A S  et al., 1984; M A L Y N N  et al., 1985; KURT- 
J O N E S  et al., 1988). E m  outro modelo experimental, a imunização de camundongos 
|jMT C57BI/6 não infectados com a proteína KLH (Proveniente de Hemocianina) e 

posteriormente o estímulo e m  cultura do linfonodo com o m e smo antígeno, revelou 

reduzida capacidade e m  responder ao re-estimulo (RIVERA et al., 2001). Ademais, 
foi demonstrado e m  modelo experimental semelhante (mas não na infecção por T. 
cruzi), que a transferência adotiva de células B maduras poderia restaurar a ativação 
normal de células T CD4+ (LIU et al., 1995).

Na infecção aguda, observamos que a reconstituição dos animais jxMT com células 

B resultou e m  aumento no número de células T com marcador CD45RB"®^ no baço 

(Fig. 5). T a m b é m  nesta figura, de modo semelhante o tratamento com 

imunoglobulinas aumentou o número de células T CD4+ e CD8+ CD45RB"®^ e m  

animais p M T  infectados (pMTI+lg). Na fase crônica de infecção, os animais C57BI/6 

infectados apresentaram novamente maiores proporções de células T de memória 

comparadas ao grupo experimental jjMT infectado (Fig. 9). A  reconstituição de 

animais p M T  com células B resulta e m  aumento da freqüência de células T CD4+ e 

CD8+ apresentando CD45RB"®^, no baço. E m  nossos resultados utilizando também 

animais C57BI/6 demonstramos que, tanto na fase aguda como na crônica os baços 

de animais p M T  infectados apresentaram menor número de células T CD45RB"®® 

(comparados aos C57BI/6 e aos animais p M T  infectados e reconstituídos). Assim, 

estes resultados mostram que na ausência de células B, o desenvolvimento de
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células T é modificado. Além disso, de acordo com os nossos resultados 

experimentais sugerimos que as células B são importantes no aumento de células T 

CD4+ CD45RB"®® até a fase crônica. Possivelmente, estas últimas seriam 

responsáveis para a manutenção da população de CD8+ CD45RB"®® até a fase 

crônica inicial.

Antes de procedermos a análise do marcador NK1.1 averiguamos a expressão de 

CD1 sobre as células IgM positivas. Os estudos demonstram que as células B lgM+ 

CD1+ são importantes na ativação de uma subpopulação e m  especial, a de células 

T NK1.1+ (BENDELAC et al., 1997). Essa subpopulação celular é ativada pelas 
células B através da interação via molécula de CDId (BRIGL & BRENNER, 2004). A  

infecção aguda por T. cruzi em animais C57BI/6, causou diminuição de células CD1+ 

lgM+ de modo significativo (Fig. 7). Esse dado sugere que a ativação policlonal das 

células B pode levar a uma modulação negativa da molécula CD1+ sobre as células 

IgM positivas ou, alternativamente, células B podem estar sofrendo diferenciação 

terminal intensamente. A  última afirmação é válida, pois e m  número absoluto a 

diminuição de células lgM+ CD1+ e m  animais C57BI/6 infectados (fase aguda) é 

significativa (Fig. 7). Já e m  pMT, o baço dos animais p M T  não apresentaram células 

B, que seriam evidenciadas como IgM positivas (como esperado). Mais tardiamente 

e na fase crônica, os animais C57BI/6 indicaram u m  aparente aumento de lgM+ 

CD1+ no baço, após a infecção (Fig.11). A  transferência adotiva de células B 

(selvagens) ou B (IL10-KO) para animais p M T  infectados ocorreu de modo eficiente 

reconstituindo os animais, como demonstrado pela análise dos esplenócitos por 

citometria de fluxo (Figs. 7 e 11).

Quanto aos esplenócitos ap+ NK1.1+, observamos que na fase aguda de infecção 

os grupos ^iMT infectados apresentaram as mesmas proporções de células ap+ 

NK1.1+, comparados aos não infectados (Fig. 6). Já o tratamento de animais pMT 

normais com Ig aumenta os números de células a p +  NK1.1+ (Fig. 6). U m a  das 
hipóteses sugeridas, é que as imunoglobulinas ou fatores do soro poderiam atuar no 

sentido de regular positivamente a expansão das células ap+ NK1.1+. Desse modo, 

sugere-se através dos dados, que a imunoglobulina pode ser uma molécula
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importante não só na resposta imune, mas tamisém na regulação da expansão de 

algumas das subpopulações das células T.

E m  outro trabalho, sugere-se que para a geração de diversidade de células T  sâo 

requeridas células B e imunoglobulina (Ig) (JOÃO et al., 2004). E m  nossos 

resultados, aos 60 dias de infecção, os números de células esplênicas ap+ NK1.1 + 

e m  animais C57BIÆ são maiores do que e m  animais |jMT. Nesta fase da infecção, a 

reconstituição de animais |jMT, com células B, não altera as proporções de células 

ap+ NK1.1+ (Fig. 10). De maneira relevante, a reconstituição de animais p M T  com 

células B (IL-10 KO) causou aumento no número de células T CD4+ NK1.1+ no 

músculo esquelético. Essa população celular é uma subpopulação de células ap, 

com T C R  restrito e dependente da classe I para sua maturação e diferenciação 

(BENDELAC, 1997). De alguma maneira, talvez por mediadores solúveis como, por 

exemplo, a IL-10, as células B pocteriam estar regulando a expansão das células T 

CD4+ NK1.1+.

Segundo G O D F R E Y  e colaboradores (2000) as células T  N K  podem ativar as 

células B através da ligação via molécula de CDId e isto poderia ser explicado e m  

nossos estudos de maneira que estas células possam induzir à produção de 

anticorpos anti T. cruzi. Similarmente, a infecção por T. cruzi e m  camundongos 
depletados de células T  N K  resultou na diminuição dos níveis 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 função regulatória e m  animais C57BI/6 eutímicos, mas não e m  

camundongos timectomizados infectados pelo T. cruzi. Esta função regulatória 

estaria relacionada à atividade auxiliar e na geração de células T efetoras ou de 

memória. No trabalho citado, a resistência à infecção foi correlacionada à presença 

de células T  CD4+CD45RB"®® presentes no baço já antes da infecção.

C o m o  descrito mais acima, utilizamos o marcador CD45RB"®® para identificar 

populações lirrfocitárias de memória/efetora. No entanto, foi descrito que CD44““° 

pode caracterizar linfócitos T  CD8+ de memória central e efetora, sugerindo ainda a 

possibilidade de interconversâo enfre estas duas populações (TOUGH, 2003). As 

células T  de memória central sâo caracterizadas fenotipicamente por apresentarem
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os marcadores 0044^“"“ , CD45RB""^ e receptores para a quimiocina C C R 7’'“*’ e 

CD62L''“'', permitindo a sua localização e m  órgãos linfóides. O  autor discute ainda 

que possivelmente o fenótipo funcional de memória e m  estados de infecção (como 

pelo vírus influenza) tem sido associado somente à memória central, isto porque 

vários estudos mostram apenas estágios tardios da infecção considerando u m único 

ponto. Neste sentido, estudamos diferentes fases da infecção e utilizamos o 

marcador único CD45RB. Especificamente e m  nossos estudos, propomos que a 

manutenção do estado de memória e m  células T CD4+ é verificada e m  pMT 

infectados somente quando reconstituídos com células B. Este mesmo mecanismo 

de manutenção da memória imune aparentemente não acontece com administração 

de Imunoglobulinas.

A  manutenção da memória e m  linfócitos T CD8+ é bem estabelecida no caso de 

pMTI+B, quando os números absolutos desta população celular são avaliados no 

baço (resultados não mostrados). Claramente, na fase crônica estudada (resultados 

e m  avaliação, aqui não apresentados) estes números passam de aproximadamente 

200.000 no |jM T  infectados e não reconstituídos com linfócitos B, para 1.000.000 de 

células CD8+ CD45RB"*'^ nos reconstituídos (jjMTI comparados aos |jMTI+B). 

Nossos resultados indicam desse modo que a presença da célula B estaria ligada à 

formação de células T CD45RB"'^ na fase aguda e manutenção/aumento de 

memória imune na fase crônica de infecção, possivelmente conferindo ao grupo de 

animais reconstituídos com células B, maior sobrevida. C o m o  mencionado, os 

animais infectados apresentaram menor freqüência de células T CD45RB"®®, 

na fase aguda de infecção, comparados aos C57BI/6. No entanto, a reconstituição 

de animais pMT, com células B, resultou no aumento de CD45RB"®^ no baço (Fig. 5), 

o que possivelmente estaria relacionado com a resistência do animal a infecção, 

resultando e m  diminuição da parasitemia e da mortalidade (Fig. 2 e 3). 

Adicionalmente, o tratamento com Ig também aumentou o número de células T 

CD4+ CD45RB"®^, na fase aguda da infecção. Podemos assim sugerir que as 

células T CD4+ CD45RB"®^ estariam relacionadas, e alguma forma, à manutenção 

de células T CD8+ CD45RB"®^, durante a infecção, tanto após a reconstituição com 

células B ou a administração de Ig (Fig. 9).
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Pode ser ainda proposto que para a geração e manutenção de células T CD8+ é 

preciso haver determinadas citocinas no microambiente linfocitário. Notadamente, 

S P R E N T  (2004) descreve e m  seu artigo de revisão que o linfócito T CD8+ de 

memória depende da síntese de interleucina 15 e ainda da presença de interleucina 

2 para se manter viável a nível periférico. No mesmo artigo é comentado que estas 

citocinas, por sua vez, seriam capazes de induzir quantidades ótimas de secreção 

de IFN-y que, juntamente com a própria IL-15, controlariam a expansão destas 

células. Logo, e m  nosso modelo experimental há uma possibilidade de que a 

reconstituição com linfócitos B e m  p M T  infectados (|jMTI+B) restabeleça o equilíbrio 

para a produção de algumas destas citocinas secretadas por linfócitos T, 

contribuindo para a manutenção da memória da população T CD8+.

B E V A N  e colaboradores (2004) demonstraram que a formação de células T CD8+ 

de memória não é dependente de células T CD4+. Porém, a manutenção da 

subpopulação de células T CD8+ de memória é dependente de células T CD4+ no 

sistema de infecção de animais C57BI/6 selvagens e M H C  K O  com Listeria 
monocytogenes e o vírus L C M V  e aparentemente é o que pode acontecer e m  nosso 
sistema experimental.. Pode-se afirmar, portanto que m e smo que haja diferenças na 

predominância de células T CD8+ (SUN & T A R L E T O N  et al., 1998) ou de células T 
CD4+ (RUSSO et al., 1988; AÍRAUJO eí al., 1989; RIBEIRO D O S  S A N T O S  et al., 
2001) no infiltrado inflamatório do coração, é necessária a presença de ambas as 

populações celulares durante a infecção pelo T. cruzi para que haja uma resposta 
efetora apropriada, já que as células T e m  geral são importantes na resistência á 

infecção.

Quanto á análise dos fragmentos de tecido e m  nosso modelo experimental, e m  

relação aos infiltrados inflamatórios, não foram observadas diferenças quantitativas 

quando o inóculo foi de 50 parasitas. Assim, nossos estudos histopatológicos aqui 

apresentados nâo indicaram diferenças de infiltrado mononuclear no tecido cardíaco 

e muscular esquelético entre animais p M T  e C57BI/6 infectados. Na figura 19 foi 

apresentado o infiltrado inflamatório representativo dos grupos estudados (Fig 19A - 

coração; e 19B - músculo esquelético). Quando a infecção dos animais ocorre 

utilizando 500 e 1000 formas o infiltrado inflamatório é mais intenso e m  [jMT, 

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



POSTOL, E.. MENGEL, J., AROEIRA, L.S., ;N0M1Z0, A. A N D  CARDILLO, F., 
2001a; POSTOL, E., MENGEL, J., AROEIRA, L.S., CARDILLO, F., 2001b).

Sobre os níveis de TNF-a, quisemos relacionar os níveis desta citocina com a 

intensidade da resposta inflamatória e necrose nos tecidos de p M T  e m  fase crônica 

inicial. No que se refere à imunohistoquímica, o número de animais foi muito baixo 

para detectar diferenças, sendo que a figura 21 apenas ilustra a expressão de TNF 

no tecido de ambos os grupos experimentais (C57BI/6 e jaMT infectados). 

Aparentemente, houve aumento da expressão de TNF-a nos tecidos de p MT 

infectados comparados a seus controles C57BI/6. Nos resultados referentes à 

dosagem de TNF-a no sobrenadante de cultura de esplenócitos de animais 

infectados, observa-se produção de TNF-a detectável e m  células esplênicas de 

pMT. A  expressão de TNF-a no tecido (Fig. 21) e a secreção desta citocina por 

esplenócitos (Fig. 20), sugere terem existido diferenças significativas entre animais 

p M T  e C57BI/6. Esta poderia ser uma explicação para a extensa necrose encontrada 

e m  animais p M T  no início da fase crônica da infecção. U m a  explicação para este 

fato é que naturalmente os animais )jM T  apresentam produção aumentada de todas 

as citocinas. Fato este que poderia ser explicado pela compensação do sistema 

imunológico e m  manter o equilíbrio na ausência de células B que são células 

importantes na regulação.

Foi ainda demonstrado e m  nosso modelo que houve diminuição de células T 

CD45RB''“̂ no tecido muscular de animais p M T  comparado aos controles. U m  dado 

importante revelado e m  nosso estudo foi que animais p M T  reconstituídos com 

células B apresentaram tendência a aumentar as proporções de células T 

CD45RB"““ neste local. Já a reconstituição com células B (IL-IOKO) aumentou 

significantemente o número de células T NK1.1+ no teddo muscular. Desta maneira, 

possivelmente as células B poderiam atuar como regulatórias durante o processo 

inflamatório, como descrito e m  outro modelo experimental, livre de infecção 

(MIZOGUCHI etal., 2002). E m  relação ao infiltrado de células encontradas no 

músculo esquelético de animais p M T  ocorre aumento de células T CD8+ CD45RB"““ 

no infiltrado inflamatório, 15 dias após a depleção de NK1.1 (Fig. 17). Esses dados 

estâo relacionados aos dados da análise histopatológica, onde foi observado que o 

tratamento de animais p M T  com anti-NKI.1, causou aumento de células no infiltrado
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inflamatório. No baço de animais C57BI/6 os números de células T CD4+ NK1.1+ ja 

são baixos m e smo antes do tratamento. No músculo, o tratamento com anti-NK1.1 

causou diminuição significativa de células T CD4+NK1.1+ e a|3+NK1.1+ e m  animais 

C57BI/6. Nos animais |jM T  m e smo antes do tratamento os números já são baixos e 

menores que os de C57BI/6 (Fig. 18). Esses dados indicam que após a depleção de 

células NK1.1+ dos animais C57BI/6 infectados, ocorre baixa reposição de células T 

NK1.1+ (tanto ap total ou CD4+), 15 dias após o tratamento. Foi verificado também 

e m  nossos resultados que a reconstituição com células B (de animais IL-10 KO) e m  

animais laMT cronicamente infectados resultou e m  aumento das proporções de 

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

As células T CD4+ NK1.1+ tem sido descritas como células T NK1.1+ que, e m 

camundongos, expressam a cadeia invariante do T C R  Va14 e são dependentes de 

CDId (BENDELAC, 1997). O  fato de as células T CD4+ NK1.1+ já estarem 

aparentemente diminuídas e m  animais p M T  (tratados ou não com anti-NKI.1) 

poderia indicar que estas células tenham função regulatória e que podem depender 

de células B para sua expansão (Fig. 16). Esses dados sugerem que as células T 

CD4+ NK1.1+, e m  baixos números (e ainda mais aos 15 dias após a depleção de 

NK1.1), poderiam estar regulando negativamente a geração de células T de 

memória efetora no tecido muscular esquelético.

Finalmente, nossa hipótese é que na provável ausência/diminuição de células 

T CD4+ NK1.1+ (como no caso dos pMT), poderia haver maior inflamação. Ao 

contrário, o total de células ap+ NK1.1+ poderiam estar, e m  nossos estudos, 

induzindo á resposta aumentada, visto que esta população celular pode ser indutora 

de resposta (CARDILLO et al., 2002; DUTHIE et al., 2005). Interessante observar 
que a população CD4+ NK1.1+ está efetivamente maior e m  p M T  transferidos com 

linfócitos B de IL-10 KO, no tecido muscular de animais crônicos. Notadamente, uma 

citocina que poderia controlar o aumento desta população seria, portanto a IL-10 

produzida por linfócitos B. Dessa maneira, a ausência de células B poderia 

influenciar a expansão das células T CD4+NK1.1+ no músculo, durante a infecção 

crônica. A  elucidação deste mecanismo regulatório envolvendo linfócitos T CD4+ 

NK1.1+ poderia explicar a razão pela qual p M T  infectados possuem maior infiltrado 

inflamatório na fase crônica inicial (infecção com 500 e 1000 formas da mesma 

cepa) do que seus controles C57BI/6 infectados da mesma maneira.



Nossos resultados demonstraram que:

• Animais ̂ M T  C57BI/6 apresentam maior parasitemia e mortalidade do que 

os controles C57BI/6 infectados. Estes mesmos animais tornam-se mais 

resistentes pela reconstituição com linfócitos B. Portanto, os linfócitos B 

transferidos estão relacionados ao aumento de resistência e m  animais 

p M T  infectados pelo T. cruzi. Além disso, a transferência de células B 
conferiu uma maior sobrevida ao grupo de animais reconstituídos com 

células B.

• No modelo experimental utilizado, foi observado que imunoglobulinas 

administradas a animais ^iMT infectados podem levar á manutenção de 

células T ap+NK1.1+ comparado ao efeito da reconstituição com linfócitos 

B, a nível periférico. Além disso, como estas células reconhecem a 

molécula CD1 sobre linfócitos B, é provável que a transferência de células 

B a animais (jM T  infectados possa auxiliar no controle da população de 

células NK1.1+. Estas últimas, por sua vez, também podem estar 

envolvidas e m  mecanismos que levam |jM T  reconstituídos a apresentarem 

maior sobrevida.

6. CONCLUSÕES

Animais C57BI/6 infectados apresentam diminuição da freqüência de 

células lgM+CD1+ durante a fase aguda da infecção e mantêm estas 

células na infecção crônica. Células B transferidas estão viáveis nos 

animais )liM T  infectados e levam ao aumento de lgM+CD1+ no baço dos 

animais que receberam as células. A  mesma transferência de células B a 

animais |jl\/IT infectados (comparados aos não reconstituídos) leva ao 

aumento de células T de memória/efetora no baço, evidenciadas pelo 

marcador CD45RB"®^ sobre linfócitos T CD4+ e CD8+.
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• o  tratamento com anti-NK1.1 + e m  animais crônicos; a - Induz aumento do 

infiltrado inflamatório no músculo. Este aumento de inflamação está 

relacionado ao aumento de células T efetoras/memória encontradas no 

músculo esquelético de animais fiMT infectados, 15 dias após o 

tratamento; b - As células T CD4+NK1.1+ estão diminuídas no músculo de 

)aMT infectados. E m  nossos estudos, é possível que estas células 

apresentem atividade anti-inflamatória. Neste sentido, estas poderiam 

regular negativamente a resposta inflamatória neste microambiente. Além 

disso, esta população celular aumenta no músculo esquelético, e m  

situações onde há reconstituição de linfócitos B provenientes de animais 

que não produzem IL-10 (células B de “C57BI/6 IL-IOKO”). Após a 

depleção de células NK1.1+ foi observado ainda que a população de 

células T CD4+NK1.1+ (em animais ^iMT infectados) se mantêm baixas 

enquanto que as células ap+NK1.1+ totais são mais facilmente repostas e 

mantidas no sistema.

• Os níveis de TNF-a estiveram aumentados no sobrenadante de baço 

proveniente de animais ^jMT C57BI/6 quando comparados ao controles 
C57BI/6. A  identificação por imunohistoquímica desta citocina indicou 

existir um provável aumento no tecido muscular esquelético de (jMT 
C57BI/6 infectados comparados aos controles.

Finalmente, células B e possivelmente linfócitos T NK1.1+ (alfa beta, e m  sua 

totalidade) induzem ao aumento de células T memória/efetora (CD45RB"®’̂) na fase 

aguda e a sua manutenção/aumento de resposta na fase crônica de infecção. 

Ademais, a subpopulação T CD4+NK1.1+ está diminuída e m  p M T  C57BI/6 

comparada a seus controles C57BI/6 infectados. C om o  hipótese, esta subpopulação 

de células T CD4+NK1.1+ poderia estar envolvida e m  atividade anti inflamatória, 

visto que a literatura científica descreve que esta mesma população celular pode 

produzir rapidamente interlucina-4.
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