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RESUMO

A infeccado causada pelo Trypanosoma cruzi apresenta como uma das principais
caracteristicas o intenso infilirado inflamatério no miocardio nos estagios iniciais da
infeccdo. Assim, a elucidacdo de moléculas envolvidas no recrutamento de leucécitos
para o coracao de individuos infectados é essencial para elaboracdo de estratégias
terapéuticas para miocardite chagasica crénica. A leucosialina CD43 €& uma
sialoglicoproteina altamente O-glicosilada abundante na superficie celular dos
timdcitos, linfécitos T e da maioria das células de linhagem linfohematopoiética. O
CDA43 esta diretamente envolvido no contato entre células participando de uma série
de eventos como sinalizacdo, adesao, desordens auto-imunes, cancer e interagdes
parasita hospedeiro, além de atuar como ligante de E-selectina durante o processo de
recrutamento de leucdcitos para sitios inflamatérios. Estudos prévios demonstraram
que o CD43 presente na superficie dos linfécitos T é o receptor para trans-sialidase
durante a infecgao pelo T. cruzi. Nosso objetivo neste estudo foi avaliar o envolvimento
do CD43 durante a infec¢ao experimental murina pelo T. cruzi utilizando camundongos
deficientes para CD43. Observamos que os animais CD43KO infectados apresentam
um perfil de resposta de linfécitos TCD4" do tipo Th,, com aumento nos niveis de IL-4
secretados no sobrenadante de linfécitos T esplénicos e maior percentual de células
TCD4" produtoras de IL-4 se comparados aos animais selvagens infectados. Apesar
do perfil Th,, ndo observamos diferenga na parasitemia entre os animais selvagens e
CD43KO infectados; o que poderia ser explicado pela maior atividade citotoxica de
linfécitos T obtidos de camundongos CD43KO. As analises de PCR em tempo real
revelaram diminuicdo na carga parasitaria tecidual dos animais deficientes em CD43.
Adicionalmente, analises de citometria de fluxo e histopatologia revelaram que
camundongos CD43KO infectados apresentaram reducdo no percentual e no niumero
absoluto de leucdcitos inflamatorios no tecido cardiaco e menor lesdao tecidual.
Observamos ainda, que a auséncia do CD43 tornou os animais mais resistentes a
doenca de Chagas, com menor parasitismo tecidual e menor mortalidade.
Corroborando com os dados obtidos durante a fase aguda, animais CD43KO,
crbnicamente infectados, apresentaram menor fibrose tecidual. Juntos, nossos
resultados sugerem que o CD43 desempenha papel relevante na cardiomiopatia
observada durante a infeccao pelo T cruzi, apresentando-se como um potencial alvo

de intervencao terapéutica durante a fase aguda da doenca de Chagas.
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ABSTRACT

One characteristic of infection by Trypanosoma cruzi is the pronounced inflammatory
process in the myocardium at the early stage of infection. Thus, elucidation of
molecules involved in the recruitment of leukocytes to hearth of infected hosts is an
important step to elaborate strategies for therapeutic intervention in the chagasic
cardiopathy. CD43 leukosialin is a large sialoglycoprotein abundantly express on the
surface of thymocytes, T lymphocytes and most of cells from lymphohemopoietic
lineage. The CD43 is directly involved in the contact between cells participating in a
series of events such as signaling, adherence, auto-immune disorders, cancer and
host parasite interactions, besides being a ligand for E-selectin during leukocytes
recruitment to inflammatory sites. Previous studies have shown that the CD43 present
on the surface of T lymphocytes is the receptor for frans-sialidase during infection with
T. cruzi. During this study our aim was to evaluate the involvement of CD43 in the
murine experimental infection by T. cruzi using CD43 deficient mice. We found that
CD43KO infected mice displayed a Th, biased response, with increased levels of
secreted IL-4 and high percent of IL-4 secreting TCD4" in total splenic T cells when
compared with their wild type littermates. Despite this Th, profile, no difference was
observed in parasite blood levels between CD43KO and WT infected mice, which could
be explained by the increased citotoxicity of T lymphocytes obtained from CD43KO
infected mice. In addition, analysis by histopathology and flow citometry revealed a
decrease number of inflammatory cells in cardiac tissue of CD43KO infected mice and
attenuated tissue damage. Also, we observed that the absence of CD43 become mice
more resistant to Chagas' disease, with lower mortality and lower tissue parasitism.
Corroborating the data obtained during the acute phase, CD43KO mice, chronically
infected, had lower tissue fibrosis. Together, our results suggest that CD43 plays
important role in the cardiomyopathy observed during T. cruzi infection, presenting as a

potential target for therapeutic intervention during the acute phase of Chagas disease.
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“ Run, rabbit run.
Dig that hole, forget the sun,
And when at last the work is done

Don't sit down it's time to dig another one.”

Roger Waters
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1. Introducéo

1.1 Doencga de Chagas

A doenga de Chagas permanece como um grande problema de saude
publica e € a maior causa de morbidade e mortalidade na América Latina.
Passados 100 anos de seu descobrimento, o processo de patogénese da
doenga ainda ndo esta completamente elucidado, o que se deve em grande
parte a complexidade da relagdo parasita-hospedeiro (Marin-Neto, 2007).
Durante a fase aguda da doenca, a indugdo da ativagdo de linfécitos T €
fundamental para defesa do hospedeiro contra a infecgdo pelo T. cruzi
(Rottemberg et al., 1995; Tarleton et al., 1996). Porém, sabe-se que o parasita
induz uma expansao policlonal de células T antes mesmo que o sistema imune
desenvolva uma defesa direcionada contra o T. cruzi. Essa condigéo leva a
imunopatologias e representa um grande obstaculo para criagdo de vacinas
(Reina-San-Martin et al., 2000).

1.2 — Agente causador e resumo epidemioldgico recente

A infecgdo pelo T. cruzi, inicialmente era restrita a pequenos mamiferos
das matas e campos da América, desde a Patagbnia até o sul dos Estados
Unidos. Esses animais (tatus, gambas, roedores) convivem com insetos
triatomineos hematofagos (barbeiros) silvestres, e entre eles ainda hoje circula
o T. cruzi (Tarleton et al., 2007). Com a chegada do homem e 0s processos de
colonizagdo, aconteceram desequilibrios ecologicos (desmatamentos,
queimadas) e os barbeiros invadiram as habitagbes rusticas e pobres dos
lavradores e colonos. A infecgdo chegou ao homem (doenga de Chagas) e aos
mamiferos domésticos. Existem pelo menos 15 milhdes de pessoas infectadas
pelo T. cruzi, com aproximadamente 100 milhdes vivendo em regides que as
submetem ao risco de adquirir a doenga (Coura et al., 2002), sendo a maioria
na América Latina (Moncayo et al., 2006).

Gragas ao programa de conten¢do da doenga em paises da América do
Sul, a transmisséo do T.cruzi por vetores ou por transfusdo de sangue vem
sendo eliminada com sucesso no Uruguai (desde 1997), Chile (desde 1999) e
Brasil (desde 2005). Assim, a incidéncia global de novos humanos infectados
por T.cruzi diminuiu 67% (Moncayo et al., 2006). Em 9 de junho de 2006, o

1



Ministério da Saude do Brasil recebeu a Certificacdo Internacional de
Eliminagcdo da Transmissao (por Triatoma infestans) da doenga de Chagas
conferida pela Organizacdo Pan-Americana da Saude e pela Organizagéo
mundial de saude. Apesar dos avancgos alcangados nos controles vetoriais e
transfusionais em paises do Cone Sul, a doenga de Chagas ainda representa
um sério desafio, primeiro pela sua peculiar epidemiologia, caracterizada pela
diversidade de situagdes de risco (grande numero de vetores e reservatorios
potenciais, variadas formas de infeccido e diferentes estoques do parasito que
circulam no ambiente domiciliar, peridomiciliar e silvestre), segundo por nao
dispor de medidas profilaticas e esquemas terapéuticos mais eficientes, menos
téxicos e de baixo custo e terceiro pela falta de um entendimento mais
completo da fisiopatolologia da evolugéo da doenga crénica.

Em virtude das correntes migratorias cada vez mais frequentes da
Ameérica Ibérica para os Estados Unidos e o Canada, existe a preocupagao de
que possa haver a introducdo de numeros significativos de doadores
soropositivos para doenga contribuindo para o estoque de sangue contaminado
durante a transfusdo sanguinea ou transplante de o6rgaos (Tarleton et al.,
2007). Recentemente, foi relatada a transmissao do T. cruzi por via oral através
do consumo de alimentos contaminados (lanni & Mady, 2005; Yoshida et al.,
2008). O grupo que analisou este assunto recomendou a necessidade de se
considerar a transmissédo oral dentro do Programa Nacional de Prevengéo e
Controle da Doenga de Chagas, bem como do Programa Nacional de
Prevencdo e Controle de Doengas Transmitidas por Alimentos. Assim esta
doenca continua sendo um sério problema de saude publica entre as endemias
rurais, e por incapacitar individuos em plena idade produtiva. Embora tenha
sido classificada como potencial “candidata” a eliminacdo e/ou erradicacao
mundial, a doenca de Chagas ainda nao pode ser prontamente eliminada com
as formas atuais de controle, havendo necessidade de se expandir e sustentar
os esforgos de controle epidemiolégico além de se desenvolver solugbes mais
definitivas, incluindo aquelas relacionadas a quimioterapia (De Souza et al.,
2006).



1.3 — Ciclo de vida do T. cruzi

O ciclo evolutivo do T. cruzi é complexo e envolve estagios de
desenvolvimento morfologicamente distintos que se alternam entre dois
hospedeiros, um inseto hematdéfago (barbeiro) e espécies de mamiferos
(Brener, 1973; Tyler & Engman, 2001).

Quando o inseto hematéfago suga o sangue de um mamifero
contaminado com as formas tripomastigotas nao replicativas, tem inicio o ciclo
de desenvolvimento caracteristico do T. cruzi. Na porgao anterior do trato
digestivo do inseto essas formas tripomastigotas diferenciam-se em formas
epimastigotas, replicativas, sendo exclusivas do hospedeiro invertebrado e néo
infectivas para mamiferos. Apds migrarem para o intestino posterior do
triatomineo, os epimastigotas sofrem metamorfoses, diferenciando-se em
tripomastigotas metaciclicos, nao replicativos, capazes de infectar o hospedeiro
mamifero. Durante o repasto sanguineo do vetor infectado, as formas
tripomastigotas metaciclicas, liberadas nas fezes do inseto, atravessam a
pele ou mucosas através de uma descontinuidade. As formas infectivas
sao altamente moveis e capazes de penetrar em diferentes células nucleadas
de mamiferos, preferencialmente células do sistema fagocicito mononuclear (Brener,
1973; Andrade & Andrews, 2005).

Assim, no citoplasma da célula hospedeira, os tripomastigotas diferenciam-se
em amastigotas, replicativos, encontrados exclusivamente no hospedeiro mamifero.
ApoOs sucessivos ciclos de divisdo binaria, os amastigotas diferenciam-se em formas
tripomastigotas, que serdo liberados no espaco intercelular, apés o rompimento da
membrana da célula hospedeira. Estas formas podem atingir a corrente sanguinea,
invadir novas células, ou serem ingeridas pelo inseto vetor durante seu repasto,
completando o ciclo biolégico de transmiss&o do T. cruzi (Hoare, 1972; Brener,

1973; Tyler & Engman, 2001). O ciclo de vida esta resumido na figura 1.
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Figura 1. Representacd@o esquematica do ciclo de vidado T. cruzi.

1.4 — Manifestagdes clinicas

As apresentagdes clinico-patolégicas da doenga de Chagas no homem
sao divididas em duas fases: aguda e crbénica. A fase aguda corresponde ao
periodo inicial da infeccao pelo T. cruzi no mamifero, podendo ser aparente ou
nao. Nessa fase, a parasitemia é evidente, e pode ser observada por exames
parasitoldgicos diretos do sangue. As formas amastigotas do T. cruzi séo
encontradas em varios tecidos, como na camada muscular de varios
segmentos do tubo digestivo, no miométrio, nas paredes da veia central da
supra renal, na musculatura estriada em geral e no sistema nervoso central
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(SNC) (Rossi & Ramos, 1996). Na maioria dos casos ndo ha sintomas, mas
nos casos sintomaticos ha sinais de inoculagao (chagoma ou sinal de Romana)
com febre e, em casos graves adenopatia generalizada, edema,
hepatosplenomegalia, meningoencefalite e miocardite (Coura 2007).
Clinicamente, no coragéo, a doenga de Chagas aguda se caracteriza por uma
intensa miocardite onde a evolugdo dos infiltrados focais ou difusos se faz
lentamente, com tendéncia a insuficiéncia cardiaca. No SNC ha
meningoencefalite difusa nos casos mais graves (Brenner, 2000). Esta fase
inicial pode ser seguida por uma fase crénica que, na maioria dos casos se
apresenta como uma forma indeterminada (assintomatica, com resultados
normais de eletrocardiograma e raio-X do coragéo, eséfago e cdélon), que pode
evoluir para a forma cardiaca e/ou digestiva (megaesdfago, megacélon (Coura,
2007). A transicdo da infeccdo aguda para a cronica é determinada pelo
desenvolvimento de imunidade adquirida, que é altamente efetiva em controlar
ambos, parasitismo tecidual e sanguineo. Assim, com o desenvolvimento das
respostas imunes especificas ao parasito, a vasta maioria dos ninhos de
amastigotas é eliminada dos tecidos, o foco necrético € regenerado e a
parasitemia cai para niveis indetectaveis de tripomastigotas na corrente
sanguinea (Brener et al., 2000).

A fase cronica cardiaca € a mais expressiva manifestacdo da doenca de
Chagas, tanto por causa de sua frequéncia quanto sua gravidade. Ela
geralmente aparece entre a segunda e quarta décadas de vida, de cinco a
quinze anos apos a infecgao inicial (Coura, 2007). Durante essa fase, ciclos
assintomaticos de infec¢ao celular podem ocorrer por varios anos e em alguns
pacientes, a patologia pode re-emergir e as lesées afetarem irreversivelmente
orgaos do sistema nervoso periférico, digestivo e principalmente o coragao,
sendo a cardiomiopatia uma das mais sérias e frequientes manifestacées da
doenga de Chagas crbénica (Rossi & Ramos, 1996).

Varios estudos sugerem que, na infecgéo pelo T. cruzi, o controle local
do parasitismo por linfocitos T efetores gera necessariamente um grau de leséo

tecidual associado ao recrutamento de células inflamatoérias.



1.6 — Mecanismos envolvidos na miocardite da doenca de Chagas

A persisténcia de parasitas no coracdo, a resposta autoimune e o
desbalango da autonomia cardiaca sao as principais hipéteses para a
patdgenese da cardiomiopatia chagasica crbénica (Rossi et al., 1995). Porém,
atualmente, a teoria mais aceita € a de que os danos cardiacos sejam
resultantes de uma resposta imune efetora induzida por parasitas persistentes
no tecido (Tarleton and Zhang, 1999). Contudo, a necessidade da presencga
dos parasita, ndo exclui o papel agravante adicional da resposta autoimune
(Girones & Fresno, 2003; Leon & Engman, 2003). Isto poderia estar
relacionado ao mimetismo molecular entre o parasita e antigenos proprios ou
pela liberagdo e apresentagdo de antigenos proprios derivados de células
danificadas pela infecgdo (revisto por DosReis et al., 2005). Uma das
caracteristicas mais marcantes da doenga de chagas €& o evidente infiltrado
inflamatorio no miocardio nos estagios iniciais da infec¢ao (Rossi et al., 1995;
Parada et al., 1997). Estudos apontam que os sintomas e os sinais clinicos que
ocorrem durante a fase inicial estdo positivamente correlacionados com a
cardiomiopatia chagasica crbnica (Dias, 1989; Rossi et al., 1995).

Estudos utilizando biépsias de endomiocardio de pacientes chagasicos
crbnicos demonstraram que a evolugcdo clinica da doengca se deu em
consequéncia da destruicao continua das fibras cardiacas, fibrose, hipertrofia
compensatéria e redugao de performance (Higuchi et al., 1987).

Baseado nessas observacgdes € plausivel propor que as alteragdes nas
funcdes cardiacas que ocorrem durante a fase crénica sejam consequéncia da
miocardite induzida durante a fase aguda (Michailowsky et al., 2004). Portanto,
a elucidacdo de moléculas que controlam o recrutamento inicial de leucécitos e
consequentemente a intensidade da miocardite aguda é importante para a
elaboracdo de novas estratégias terapéuticas (Lannes-Vieira, 2003; Teixeira et
al., 2002).

Varios estudos tém salientado o papel primario da inflamagao durante a
patogénese da doencga de chagas. Em camundongos infectados, tal processo
inflamatorio é composto de linfocitos, predominantemente CD8* (Sun and
Tarleton, 1993), mondcitos, macréfagos e eosindfilos. Ha ainda a associagao

da expressao de citocinas e da éxido nitrico sintase induzida (Chandrasekar et

6



al., 1998; Huang et al., 1999). Adicionalmente, o aumento da expressao de
moléculas de ades&o vascular tem sido descritas tanto no endotélio cardiaco
como no soro de camundongos e humanos infectados (Laucella et al., 1996).
Tanowitz e colaboradores em 1990 apontaram o endotélio vascular como alvo
da invasao do T. cruzii e anos mais tarde, Huang e colaboradores
demonstraram que a infeccdo de células endoteliais de veias umbilicais
humanas (HUVEC) levou a ativacdo de NF-kB e aumento da expresséo de
VCAM e E-selectina, bem como ao aumento da expressdo do RNAm de ICAM-
1 (Huang et al., 1999). Mais recentemente, Michailowsky e colaboradores
demonstraram que camundogos deficientes para ICAM-1 apresentavam
diminuicdo na migragao de linfocitos T para o corag&o, tornando o hospedeiro
mais susceptivel a infecgdo (Michailowsky et al., 2004). Estes estudos
demonstram que, embora essencial para o controle do parasita, a resposta

imune pode contribuir para a patogénese na doenga de Chagas.

1.6 - Resposta imune a infeccdo

1.6.1 - Imunidade inata

O sucesso da sobrevivéncia do T. cruzi no hospedeiro vertebrado
depende principalmente da sua capacidade de penetrar e multiplicar-se no
interior das células e evadir o sistema imunoldogico (Zambrano-Villa et al.,
2002).

No curso da infecgdo chagasica, um conjunto de proteinas séricas
pertencentes ao sistema complemento sdo ativadas pela imunidade inata ou
natural. Enquanto as formas nao infectivas (epimastigotas) do parasita séo
destruidas rapidamente, as formas infectivas (tripomastigotas) séo resistentes
a acgao litica do complemento. Esta resisténcia esta relacionada com a
expressao de proteinas na superficie do parasita como € o caso da gp160, que
apresenta propriedades semelhantes ao fator de aceleracido de decaimento
(DAF ou CD55) humano. Assim como o DAF, a gp160 pode ligar-se a C3b e
C4b e inibir a posterior ligagdo de outros membros pertencentes a cascata do
complemento, evitando desta maneira a formagdo da C3 convertase e a

subsequente lise do parasita (Norris et al, 1991). Além do sistema



complemento, dentro da imunidade inata, um conjunto de células
desempenham um papel fundamental na proteg¢ao contra o parasita.

O uso de modelos murinos experimentais tem mostrado que a
resisténcia inata do hospedeiro contra o parasita depende parcialmente de
células como a natural killer (NK), macrofagos (M®) e células dendriticas (DC),
que sao aptos a produzirem uma gama de citocinas como a interleucina-12 (IL-
12), interferon gama (IFN-y) e o fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) (Reed,
1998).

A invasdo das células do hospedeiro, especialmente de macréfagos,
pelo T. cruzi inicia a resposta inata. Este processo é iniciado por macréfagos
que secretam as citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-12, esta ultima por sua
vez ativa células NK a secretar IFN-y (interferon-y). O IFN-y age reciprocamente
sobre macréfagos, ativando-os para uma atividade microbicida. Camargo e
colaboradores (1997) demonstraram que a ancora GPl de mucinas de
tripomastigotas e amastigotas esta envolvida na sintese das citocinas pro-
inflamatdrias interleucina-12 (IL-12) e TNF-a em macroéfagos, efeito este que é
potencializado por IFN-y. O papel do TNF-a na resposta inata do hospedeiro €
complexo, levando a efeitos tanto deletérios como protetores. O TNF-a
juntamente com o IFN-y induz a produgao de 6xido nitrico (NO) e a eliminagao
parcial de formas intracelulares do parasita (Muioz-Fernandes et al., 1992).
Macrofagos de animais susceptiveis a infecgdo pelo T. cruzi secretam altos
niveis de TNF-a se comparados com macrofagos de animais resistentes.

Apesar destas citocinas pro-inflamatérias desencadearem um papel
fundamental no curso da infecgdo chagasica, sabe-se, que em excesso,
tornam-se toxicas para o hospedeiro. Sendo assim, é importante que haja uma
resposta auto-regulatéria, que pode ser mediada por citocinas como IL-10 e
TGF-B. Varios trabalhos demonstram a fungao auto-regulatéria desta citocina.
A infeccdo de camundongos deficientes em IL-10 com a cepa Tulahuen de T.
cruzi, demonstrou diminuicdo do numero de parasitas circulantes, assim como
uma queda da carga parasitaria no tecido cardiaco. No entanto, os animais
apresentam morte precoce devido aos danos causados pelo excesso de IL-12,
IFN-y e TNF-a (Holscher et al., 2000). Por outro lado, o TNF-a tem ainda um

importante papel no processo preparatorio da imunidade adquirida, induzindo a



maturagao final e migragdo de células dendriticas da pele e mucosas para
orgaos linféides, onde iniciarao a ativacdo e expansao de clones de linfocitos
especificos para antigenos microbianos (revisto por DosReis, 1997). Apesar de
sua atividade microbicida, in vitro, a injecdo de TNF-a aumenta a mortalidade
de animais infectados (Black et al., 1989). No entanto, a exposigao crénica ao
TNF-a suprime as fungbes de linfocitos T, in vivo e in vitro, atenuando a
sinalizagao intracelular mediada pelo engajamento com o receptor da célula T
(TCR).

Durante a infeccdo pelo T. cruzi, células dendriticas imaturas, que
residem em muitos tecidos e orgaos sao capazes de capturar e processar
antigenos. Apos sua maturagado, estas células migram para os linfonodos ou
baco, onde elas ativam células antigeno-especificas. Durante esta migracao,
elas passam por um processo de maturacdo, que constitui uma etapa crucial
para o desenvolvimento de potentes APCs. Durante a maturacao, as células
dendriticas perdem a capacidade de capturar e processar antigenos e
aumentam a expressao de MHC classe I, moléculas co-estimulatérias (CD40,
CD80, CD86), moléculas de adesédo (CD54/ICAM-1), e a secregao de IL-12
(Moll, 2003). Células dendriticas maduras também secretam quimiocinas como
proteina quimioatraente para mondcitos-7 (MCP-1) e proteina inflamatéria de
macrofagos (MIP)-1a, MIP-183, IL-8 e RANTES, favorecendo o recrutamento e a
ativagao de leucocitos (Caux et al., 2000). Além disso, também s&o capazes de
regular a expressao de receptores como CCR7 e CXCR4, que medeiam sua
migracao para orgaos linféides secundarios (Caux et al., 2000). No contexto da
co-estimulacido, Planelles e colaboradores demonstraram em 2003 que a
infeccdo por T. cruzi em camundongos Balb/c (susceptiveis), mas ndo C57BI6
(B6) (resistentes) leva a diminuicdo da expressao de CD86 e CD40 em células
dendriticas, sugerindo a importancia no sucesso da co-estimulagdo para a
resisténcia do hospedeiro a infecgéo (Planelles et al., 2003).

Recentemente, Chaussabel e colaboradores (2003) demonstraram que
camundongos infectados com o T. cruzi apresentavam um relevante numero de
células dendriticas CD11c” no bago, e baixos niveis de CD86. Ao contrario,
camundongos tratados com LPS quando comparados aos n&o tratados,
apresentavam altos niveis de expressao da molécula co-estimulatéria. Estes

dados indicam, que no curso da infeccdo chagasica, as células dendriticas
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apresentam alteragcbes tanto na migracdo quanto na maturagao,
impossibilitando desta maneira uma efetiva ativagdo de células T antigeno
especificas. Resultados semelhantes ja haviam sido obtidos por Van-Overtvelt
e colaboradores (1999), que evidenciaram que células dendriticas maturadas
pelo tratamento com LPS, mas infectadas ou incubadas em meio oriundo de
cultivo do T. cruzi apresentavam deficiéncia na secrecao de IL-12, IL-6 e TNF-
a. Além disso, também foi observado que as células perderam sua capacidade
de expressar MHC Il e CD40. Estes resultados sugerem que proteinas
secretadas pelo parasita durante o curso da infeccdo podem proporcionar um
eficiente mecanismo de evasao, comprometendo a funcionalidade das células

dendriticas.

1.6.2 - Imunidade adquirida

A fase aguda da doenca de Chagas é caracterizada por uma ativacao
policlonal de células B e T (Minoprio et al., 1986), contribuindo na fisiopatologia
da infec¢do e no desenvolvimento de uma resposta auto-imune (Minoprio et al.,
1988). A presenga de varios clones inespecificos de células B leva a uma
hiperproducdo de imunoglobulinas, no entanto, a resposta contra antigenos
parasitarios representa apenas uma pequena fragdo da Ig total produzida,
sendo detectados anticorpos autorreativos (Minoprio et al., 1987). Apesar de
todos os isotipos de Igs apresentarem-se elevados, os isotipos 1gG2 em
camundongos e IgG1 em humanos sdo dominantes. Embora a maior parte da
estimulacado de células B durante a infecgao pelo T. cruzi parega dependente
de células T, moléculas expressas pelo parasita podem induzir a mitogénese
de linfécitos B. Bento e colaboradores (1996) demonstraram a agdo mitogénica
do glicoinositol fosfolipideo (GIPL) de T. cruzi sobre as células B quando em
presenca de citocinas ou outros co-estimulos. Adicionalmente, resultados
obtidos por Gao e colaboradores (2002) demonstraram que a por¢ado C-
terminal de proteinas da familia da trans-sialidase foi capaz de ativar células B,
induzindo a producgao de anticorpos nao especificos contra a enzima.

Os linfécitos T desempenham grande relevancia durante a infecgéo
chagasica. A vital importancia desta populagao de células foi determinada pelo

uso de anticorpos monoclonais anti-TCD4/TCD8", ou por mutagdo génica. Os
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dados obtidos in vivo demonstraram que a auséncia de uma das
subpopulagdes desencadeia alta parasitemia e morte precoce em animais
resistentes ao parasita (Tarleton, 1995).

A importancia dos subsets de células T (TCD4" e TCD8") no controle da
proliferacdo do parasita em diferentes 6rgados foi avaliado por Russo e
colaboradores (1996) utilizando anticorpos mococlonais anti-MHC I, anti-CD4"
e anti-CD8". No trabalho, os autores observaram que a administracdo de
anticorpos anti-MHC 1l e anti-CD4" contribuiram para o aumento da carga
parasitaria no coragao e figado dos animais infectados. Todavia, o tratamento
dos animais com anti-CD8" aumentou a carga parasitaria somente no figado.
Nenhum aumento significativo foi observado no coragcdo dos animais infectados
e tratados com anti-CD8", sugerindo que a atividade de diferentes subsets de
células T contra o parasita varia de acordo com o érgao infectado, com a cepa
do T cruzi e com a linhagem de camudongos utilizados.

Foi demonstrado que linfocitos T CD8" sdo predominantes em lesdes

inflamatorias crénicas em camundongos e humanos, com um baixo percentual
de células T CD4" (Tarleton, 1995). Desta forma os danos teciduais e a fibrose
observada seriam consequéncia do papel destrutivo das células T CD8" e seus
produtos. Porém, as células T CD4" seriam necessarias para a a¢éo de células
T CD8" ja que a deplegéo de células T CD4" diminui as respostas inflamatérias
no coragao durante a fase crénica da doenga (Tarleton, 1995).
Tais resultados reforcam os dados descritos na literatura, revelando que a
distribuicao de linfécitos nos diferentes tecidos inflamados nao é aleatéria. Essa
migracgéo de leucdcitos depende das interagbes com o endotélio e com a matriz
extracelular, sendo as moléculas de adesédo as responsaveis pela regulagéo
destas interagdes (Springer, 1994).

Apesar da ativagdo policlonal in vivo, ocorre uma marcante
imunossupressao durante a fase aguda da infecgéo pelo T. cruzi, evidenciada
por métodos distintos. Durante a imunossupressao a produgao da citocina
mitogénica de linfocitos IL-2, produzida pela populagao de linfécito Th1, esta
significativamente reduzida (Tarleton, 1988) e foi demonstrada a reducédo na
expressdo de fatores nucleares que levam a transcricdo do gene da IL-2
(Soong & Tarleton, 1994). Outro mecanismo para a regulacdo da vasta

populacdo de linfécitos ativados seria sua eliminagdo por apoptose (AICD:
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activation induced cell death). Neste sentido, Lopes e colaboradores (1995)
verificaram que linfécitos T CD4" de camundongos infectados apresentaram
uma resposta mitogénica diminuida em comparagdo com ceélulas de animais
normais quando submetidos a estimulacdo via TCR/CD3. Estes estimulos
provocaram morte por apoptose nestas células notando-se uma correlagao
direta entre a diminuigdo da proliferacdo e a AICD (Lopes & DosReis, 1996).
Dados posteriores indicaram que a via Fas (CD95) de indugao de morte celular
participa na apoptose de células T CD4" na doenga de Chagas experimental
(Lopes et al, 1999). A molécula Fas é um receptor que induz apoptose quando
engajado pelo seu ligante (FasL), presente em células T recém ativadas. A
estimulag&o antigénica de células T cronicamente ativadas induz a expressao
de Fas e FasL, resultando na morte entre linfocitos, um importante mecanismo
de imunorregulagéo, que elimina preferencialmente células T CD4" e linfécitos
B ativados no final da resposta imune. Foi observado que a morte celular via
Fas elimina a maior parte das células T CD4 produtoras de IFN-y na fase
aguda da infecgdo, e que a indugdo de AICD potencializa a replicagdo de
formas infectantes do T. cruzi em monocamadas de macrofagos (Nunes et al.,
1998; Freire-de-Lima et al., 2000).

1.7 — Resposta de células TCD8" durante a infec¢do chagasica experimental

O T. cruzi entra na célula hospedeira, escapa do interior de um vacuolo
parasitéforo pela agcdo de uma proteina formadora de poros (tipo porina), e
ocorre a liberacdo dos parasitos para o citoplasma (Andrews, 1994). As
proteinas do parasita assim como todas as proteinas plasmaticas, sao
sensiveis a degradacdo mediada por enzimas do proteossoma, permitindo que
peptideos resultantes oriundos do parasita se associem as moléculas de MHC
do tipo | e sejam expressas como complexos peptideo-MHC na superficie
celular. Os linfocitos TCD8" sdo capazes de reconhecé-los, e iniciam
rapidamente uma resposta protetora eliminando as células infectadas na
tentativa de neutralizar o crescimento exacerbado do parasito (Tarleton, 2004).
As primeiras evidéncias sobre a importancia dos linfécitos TCD8" na infecgéo
experimental pelo T. cruzi foi demonstrada através da infecgdao de

camundongos nocautes (ko) (cd8ko, B-2 microglobulina ko) ou tratados com
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anticorpos anti-cd8, resultando em elevada parasitemia e susceptibilidade em
relacdo aos animais controles (Tarleton, 1992; Rottenberg, 1993 e Tarleton,
1990). Foi demonstrado ainda que a importancia de células TCD8" ndo é
restrita a fase aguda da infec¢do, uma vez que a deplecdo destas células em
camundongos cronificados resultou no aumento da carga parasitaria e resposta
inflamatoéria exacerbada (Tarleton, 1994). Dos Santos et al., (2001)
demonstraram que as células TCD8" presentes no miocardio de camundongos
crénicamente infectados apresentavam um fendtipo CD62L""LFA-1"9"VLA-
419" o que este fendtipo contribuia para a persisténcia destas células no tecido
cardiaco uma vez que Andrade et al., (1989) haviam demonstrado que a
expressdo de fibronectina (ligante para VLA-4) era aumentada na matriz
extracelular de cardiomiocitos durante a fase aguda e a fase cronica da doenga
de Chagas. Mais recentemente, Leavey e Tarleton (2003) demonstraram que a
maioria das células TCD8 * presentes nos tecidos musculares, em especial no
coragao, apresentavam marcadores de superficie caracteristicos de células de
memoria e de células efetoras, porém, apresentaram funcao efetora atenuada
se comparadas as células TCD8" esplénicas. Os autores sugeriram que a
disfuncdo observada nessas células pode ser causada pela persisténcia do T.
cruzi, por componentes inibitérios liberados pelo proprio musculo cardiaco ou
uma combinagao destes fatores.(Leavey & Tarleton , 2003).

Varias proteinas secretadas ou ancoradas a superficie de formas
amastigotas e tripomastigotas tém sido identificadas como alvos potenciais de
respostas mediadas por células T CD8+ (Rodrigues et al., 1999; Wizel, 1997).
Dentre tais moléculas, pode-se destacar proteinas pertencentes a superfamilia
da trans-sialidase (TS), uma vez que respostas mediadas por linfocitos T CD8"
durante a infeccdo pelo T. cruzi sédo, em grande parte, direcionadas contra
epitopos presentes em proteinas pertencentes a esta superfamilia (Martin et
al., 2006). Um dos primeiros peptideos pertencentes a esta superfamilia
identificados como um alvo potencial de células T CD8+ durante a infec¢ao
pelo T. cruzi foi o antigeno-1 de superficie de tripomastigotas (TSA-1), que
promoveu protegdo em camundongos infectados com uma dose letal do
parasito (Wizel et al., 1997). Estudos de imunizagao utilizando este (Wizel et
al., 1998), e outros peptideos pertencentes a superfamilia da TS sob condi¢des

capazes de induzir resposta mediada por células TCD8+, também foram
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capazes de proteger camundongos contra uma infecgao letal (Garg & Tarleton,
2002).

Trabalhos recentes tém descrito varios epitopos presentes em proteinas
de superficie celular nas formas amastigotas e tripomastigotas reconhecidos
por linfécitos T CD8+ durante a infecgdo com parasitas de diferentes cepas e
em camundongos de diferentes linhagens (Tzelepis et al., 2008; 2007, 2006;
Martin et al., 2006). Estes trabalhos permitiram o estudo da cinética de
aparecimento de linfocitos T CD8+ especificos contra tais peptideos, sendo
demonstrado que a expansao inicia-se no pico da parasitemia em
camundongos infectados com a cepa Y do T. cruzi, e atinge o pico no 15° dia
apos a infecgdo (Tzelepis et al., 2006). Durante a infecgdo com outras cepas
menos virulentas foi observado que o pico da resposta de células T CD8+
especificas variou do 14° ao 24° dia apos a infecgédo (Tzelepis et al., 2006).
Estes trabalhos reforcaram as evidéncias de que moléculas do parasita sao
importantes para a geracao de resposta imune protetora durante a infeccéo

pelo T. cruzi.

1.8 — Imunomodulagé&o por moléculas do T cruzi.

O T. cruzi libera no meio extracelular uma série de moléculas que
interferem com a ativagéo de células T, tais como mitdbgenos e co-estimulantes.
Juntas, essas moléculas podem induzir imunossupressao auxiliando o escape
do parasita (DosReis et al., 2005). Entre as moleculas liberadas pelo T. cruzi
estd a frans-sialidase (TS), uma enzima ligada a superficie das formas
tripomastigotas através de uma ancora de glicosilinositolfosfolipideo (GPI).
Durante a fase aguda da infeccdo chagasica € possivel detectar no soro de
pacientes infectados uma elevada quantidade de TS circulante (Cazzulo &
Frasch, 1992). Varios trabalhos demonstraram o envolvimento da TS na
invasdo da célula hospedeira (Schenkman et al., 1991, Burleigh et al., 1995) e
como fator de viruléncia soluvel (Chuenkova & Pereira , 1995). A ftrans-
sialidase pertence a uma familia de proteinas codificadas por mais de 140
genes (Cremona et al., 1999) e dentro da mesma familia s&o encontradas
formas enzimaticamente ativas (TSa) e enzimaticamente inativas (TSi).

Enquanto a TSa apresenta na posicdo 342 uma tirosina (Tyr**?), a TSi

14



apresenta uma histidina na mesma posicao (His**?) (Cremona et al., 1995). A
TSa é uma sialidase unica, capaz de transferir unidades de acido sialico a-2,3
ligados a B-galactopiranose presentes em sialoglicomoléculas exdgenas para
moléculas do tipo mucina na superficie do parasita (Previato et al., 1985 e
1990; Schenkman et al., 1991).

Em 2002, nosso grupo demonstrou que ambas as formas, ativa e inativa
da TS, sdo capazes de se ligar ao CD43 presente na superficie de linfocitos
TCD4". Foi proposto que a TS € um ligante natural do CD43 funcionando como
co-estimulo para os linfécitos T, aumentando a atividade mitogéncia via
proteina cinases, produgdo de citocinas como IL-2 e TNF-a. No mesmo
trabalho, os autores observaram que a interagcdo da TS com o CD43 foi, ainda,
capaz de proteger células TCD4+ isoladas de camundongos infectados da
morte celular induzida por ativagdo (Todeschini et al., 2002). Por outro lado,
Mucci e colaboradores (2002) demonstraram que a administragdo da TSa foi
capaz de induzir a apoptose de timocitos e células T maduras em
camundongos selvagens né&o infectados mas ndo em camundongos deficientes
em CDA43.

Baseado no fato de que a TS do T. cruzi se liga ao CD43 das células do
hospedeiro e de que a sinalizagao via tal glicoproteina esta envolvida na
montagem de respostas inflamatérias e modulagdo da apoptose, seria
interessante avaliar de maneira mais elaborada a importancia do CD43 durante

a infeccao pelo T. cruzi.
1.9 - A sialomucina CD43, distribuicdo e estrutura

O CD43 ¢é a sialoglicoproteina (leucosialina) mais abundante na
superficie celular dos timdcitos e dos linfocitos T, os quais apresentam cerca de
10° moléculas/célula (Gahmberg et al., 1976; Remold-O'Donnell et al.,1987;
Cyster et al., 1991). Também esta presente na superficie de neutrofilos, células
tronco de medula e em linfécitos B ativados (Dyer & Hunt, 1981; Gulley et
al.,1988; Wiken et al., 1988; Stross et al.,, 1989). Embora a expressao seja
normalmente restrita a leucdcitos, o CD43 pode estar presente em carcinomas
e adenocarcinomas de colon e em varios tipos de células ndo hematopoiéticas
(Sikut et al., 1997; Fernandez-Rodriguez et al., 2002).
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O CD43 ¢é uma glicoproteina transmembrana com o dominio
citoplasmatico altamente conservado entre as espécies, contendo 123 ou 124
aminoacidos. Este dominio apresenta trés sitios conservados de fosforilagao
para proteina cinase C (Pallant et al., 1989; Cyster et al., 1990) e uma
sequéncia rica em prolinas com homologia a regiao de ligagao a proteinas da
familia Src (Pedraza-Alva et al., 1996). Trabalhos mais recentes identificaram
ainda no dominio citosdlico, uma sequéncia funcional de sinalizacdo para
localizagéo nuclear (NLS) (Andersson et al., 2004 e 2005).

A leucosialina apresenta um unico dominio transmembrana em hélice,
constituido por 23 aminoacidos e um dominio extracelular constituido
respectivamente por 224, 229 ou 234 aminoacidos em ratos (Killeen et
al.,1987), camundongos (Cyster et al., 1990) e humanos (Pallant et al., 1989;
Shelley et al., 1989). O dominio extracelular apresenta uma estrutura classica
de mucinas, sendo extensivamente modificado por 70-80 cadeias
polissacaridicas O-ligadas a unidades de serina e/ou treonina. Por outro lado,
se encontra poucas ou nenhuma cadeia N-ligada (Cyster et al., 1991). Este
dominio apresenta ainda alta carga negativa, devido principalmente a presenga
de unidades terminais de acido sialico e de grupamentos SO, (Giordanengo et
al, 1995) na maioria das cadeias O-oligossacaridicas (Carlsson et al.,1986;
Fukuda & Carlsson, 1986).

A presencga de varias cadeias sialiloligossacaridicas contribui para que o
dominio extracelular apresente uma conformacio estendida, ndo enovelada.
Analises por microscopia eletrénica de transmissao revelaram que o CD43 é
mais extenso do que a maioria das demais glicoproteinas de superficie celular,
projetando-se cerca de 45 nm a partir da bicamada lipidica (Cyster et al., 1991).

Estudos utilizando anticorpos monoclonais permitiram a identificagcao de
duas glicoformas principais do CD43 na superficie de linfécitos T, uma de 115
kDa (Baecher et al., 1988) e outra de 130 kDa (Jones et al., 1994). A primeira &
formada pelo core tetrassacaridico (NeuNAca2-3GalB1-3(NeuNAca2-
6)GalNAc-Ser/Thr) reconhecido pelo anticorpo monoclonal S7. A isoforma de
130 kDa é reconhecida pelo anticorpo 1B11 e é formada pelo hexassacarideo
(NeuNAca2-3GalB1-3(NeuNAca2-3GalB1-4GIcNAcB1-6) GalNac-Ser/Thr. A
isoforma de maior massa molecular é derivada da isoforma de 115kDa, dado

principalmente pelo aumento da expressdo da enzima N-

16



acetilglucosaminiltraferase core 2 (Ellies et al., 1994; Jones et al., 1994). A
glicoforma de 130 kDa é constitutiva na maioria das células TCD8". Apenas
20% das células TCD4" maduras e imaturas expressam CD43 contendo a
glicoforma de massa molecular menor (115 kDa), e consequentemente menor
expressdo da N-acetilglucosaminiltransferase que O-glicosila o core 2 da
leucosialina. No entanto, durante o processo de ativagdo, a expressdo da
glicoforma de 130kDa ¢ aumentada significativamente em linfécitos TCD4"
(Jones et al, 1994). A figura 2 mostra a biossintese das glicoformas
majoritarias do CD43, as enzimas envolvidas na formagao das O-glicanas e as

alteragdes durante a ativagao de linfécitos.
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Figura 2. Estrutura e biossintese de O-glicanas do CD43. Em células T naive a glicoforma é
de 115kda, apresentando tetrassacarideos. Em células T ativadas a principal glicoforma
encontrada apresenta hexassacarideos O-ligados ramificados, formados pela acdo da enzima
core 2 B-1,6-N-acetilglucosaminiltransferase. Adaptado de (Fukuda & Tsuboi, 1999).

Considerando sua estrutura estendida, as modificagdes pds-traducao e a
grande quantidade de copias da molécula na superficie celular, € proposto que
0 CD43 seja uma das moléculas a ter o primeiro contato na interagao entre

célula-célula; célula-ligante/receptor.
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1.10 - O CD43 no contato célula-célula

O primeiro trabalho a avaliar a participagcao do CD43 na interacéo entre
células foi realizado por Ardman e colaboradores (1992). Nesse trabalho, os
autores testaram a interagdo de células T de sangue periférico, timdcitos e
células tumorais linféides com células Hela (cancer de cdlon uterino)
trasfectadas com o gene do CD43. Os autores observaram que todas as
células testadas aderiam menos as Hela transfectadas se comparadas
aquelas que nao superexpressavam CD43, sugerindo que o CD43 seja capaz
de modular negativamente o contato entre células. Ostberg e colaboradores
(1996) demonstraram que o CD43 tem papel importante na indugdo da
resposta humoral induzida pelo contato entre linfécitos T e B. Nesse trabalho,
os autores utilizaram camundongos transgénicos onde o CD43 era expresso
constitutivamente em linfécitos B durante todos os estagios do
desenvolvimento. Foi observado que esses animais apresentavam deficiéncia
na producdo de imunoglobulinas bem como no numero de células antigeno
especificas em modelo utilizando ovalbumina, onde a ativacdo da célula B
depende do contato com a célula T. Além disso, os autores demonstraram que
quando estimuladas com LPS, as células do camundongo transgénico
apresentavam perfil de resposta semelhante ao camundongo selvagem. Esses
resultados em conjunto sugerem que o CD43 expresso constitutivamente em
células B tem papel inibitério na interagao célula-célula (Ostberg et al., 1996).

Corroborando com os dados descritos acima, Manjunath e
colaboradores (1993) propuseram que o CD43 inibe a adesdo entre células. A
auséncia da sialoglicoproteina aumentou a interagdo homotipica de linfocitos T
bem como a interagdo receptor-ligante em diferentes linhagens de células,
sugerindo que a expressao do CD43 funciona como uma barreira, dificultando
o alinhamento entre as membranas de duas ou mais células proximas. Os
autores sugerem, ainda, que o efeito de repulsédo seja devido a carga negativa
de &cidos sialicos nas O-glicanas ligadas a proteina (Manjunath et al., 1993).
Utilizando camundongos deficientes para CD43, (Manjunath et al., 1995)
demonstraram que células T desses animais s&o hiperproliferativas quando
expostas a estimulos antigénicos e que os linfocitos TCD8" apresentam maior

atividade citotoxica em modelo de infecgdo com o virus vaccinia, sugerindo que
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o CD43 também seja uma molécula capaz de regular negativamente a ativagéao
de células T (Manjunath et al., 1995).

Foi demonstrado que o dominio citosolico da leucosialina interage com
proteinas adaptadoras de citoesqueleto pertencentes a familia ERM (ezrina-
radixina-moesina) fazendo com que o CD43 seja movido da fenda sinaptica
durante a interagcao entre células (Allenspach et al., 2001; Delon et al., 2001;
Roumier et al., 2001; Takai et al., 2008). De fato, o CD43 esta localizado em
um polo distal na superficie de células T ativadas (Revy et al., 2001; Savage et
al., 2002). Tal evento ocorre, por exemplo, durante a interagdo de linfocitos T
com ceélulas apresentadoras de antigenos, onde a inibicdo da segregagao do
CD43 na superficie leva a diminuicdo na producédo de IL-2 e IFN-y (Sperling et
al., 1998) sugerindo, portanto, que a inibicdo promovida pela barreira fisica
pode ser revertida através da remocao local da sialoglicoproteina.

Paradoxalmente, ha autores que propdem que o CD43 participa
ativamente na adesao entre células. Foi demonstrado, que anticorpos anti-
CD43 inibem a adesao de linfocitos T as células endoteliais nos linfonodos e
nas placas de Peyer, impedindo o extravasamento das células T do sangue
para os orgaos linféides secundarios (McCevoy et al., 1997).

Sanchez-Mateos e colaboradores (1995) demonstraram que a interacao
do CD43 com um agonista pode desencadear sinalizagéo, levando a indugéo
de outros mecanismos convencionais de adesdo. Anticorpos anti-CD43
aumentam a adeséo de linfocitos T a fibronectina, vascular adhesion molecule
(VCAM-1), e intercelular adhesion molecule ICAM-1 (Sanchez-Mateos et al.,
1995) e também a interagdo homotipica, dependente de CD18, entre leucocitos
(Axelsson et al., 1988; Nong et al., 1989; Kuijpers et al., 1992; Weber et al.,
1994).

1.11 — Sinaliza¢éo via CD43

Quando a célula T encontra uma célula apresentadora de antigeno que
expbe um peptideo especifico, ela torna-se uma célula efetora (Santana &
Rosenstein, 2003). A geragao desse tipo de resposta depende de dois sinais
independentes (Nakajima & Azuma, 1997). O primeiro sinal é dado pela

interacdo entre o receptor da célula T (TCR) e o complexo peptideo-MHC
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presente na célula apresentadora de antigeno. O sinal especifico é
acompanhado por um segundo sinal co-estimulatério, citocinas ou co-
receptores que ira determinar o perfil de citocinas produzidas pelas células
efetoras (Santana & Esquivel-Guadarrama, 2006).

Ha trés subpopula¢des majoritarias de células efetoras. As células do
tipo 1 (Th1) secretam IFNy, IL-2 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
medeiam a resposta imune celular através da ativagdo de macréfagos e
linfécitos T citotoxicos (Szabo et al., 2003; Berenson et al., 2004). Células T do
tipo 2 (Th2) secretam IL-4, IL-5 e IL-13, induzem a mudanga de isotipo de
imunoglobulinas para IgG1 e IgE promovendo a degranulagao dos mastdcitos
para criar uma barreira imunolégica (Mowen & Glimcher, 2004). A terceira
subpopulacdo, Th17, secreta IL-17A e F, G-CSF, e as quimiocinas CXCL9,
CXCL10 e CXCL11; esses mediadores promovem a diferenciacdo de
neutrofilos e sao importantes no combate a bactérias extracelulares
(Kawaguchi et al., 2004). Células naive também podem se diferenciar em
células T regulatorias (Treg) - produtoras de (TGF-) , em Treg - produtoras de
IL-10 - ou em iTreg que s&o produtoras de IL-10 e TGF- (Mills , 2004). A Fig.3
ilustra as subpopulacées de células TCD4".

Foi demonstrado por Sperling e colaboradores em 1995 que a
sinalizagao via CD43 pode atuar em sinergia com TCR induzindo a proliferagédo
de células T, mesmo na auséncia de outro sinal co-estimulatério. Além disso,
foi demonstrado (Barat & Tremblay, 2002) que a sinalizagao via CD43 aumenta
a atividade transcricional do HIV-1 e a produgdo de particulas virais que
acontece apos o engajamento entre TCR e CD3, sugerindo que a leucosialina
pode ser vista como uma molécula de superficie co-estimulatéria capaz de
modular a producao de particulas de HIV em linfocitos T.

Santana e colaboradores (2000) demonstraram que a sinalizagao via
CD43 foi suficiente para induzir a expressao dos genes para IL-2, CD69, e
CD40L em linfécitos T humanos, mesmo na auséncia de um segundo sinal. A
sinalizagcdo via CD43 resultou na indugdo da ligacdo de nuclear factor of
activated T cells (NF-AT) ao DNA e ainda na ativagao de nuclear factor kapa B
(NF-kB) e activator protein (AP-1) provavelmente via proteina cinase C, uma
vez que o tratamento com ciclosporina A e staurosporina inibiu parcialmente a

indugcao dessas respostas. Esses resultados demonstram que a sinalizacao via
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CD43 pode ser importante na regulagao da expresséo génica e em fungdes

celulares (Santana et al., 2000). Mais recentemente foi descrito que o CD43

esta diretamente envolvido na indugao da resposta Th1 de linfocitos humanos.
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Figura 3. Resumo das subpopulagdes de células TCD4'. Fungbes, citocinas
produzidas, fatores de transcricdo caracteristicos e citocinas criticas para determinagdo do
fenétipo subpopulagdes de células TCD4". Adaptado de Zhu & Paul 2008.

A combinacao de sinais entre o TCR e o CD43 foi capaz de aumentar a
transcrigcdo do gene para T-Bet e inibir a transcricdo de GATA-3. Além disso, ha
um aumento na expressao dos receptores de IL-12 e IFN-y, levando a um
comprometimento com a resposta Th1 (Ramirez-Pliego et al., 2007).
Corroborando com esses dados, Cannon e colaboradores (2008) mostraram
que camundongos deficientes para CD43 apresentam uma tendéncia a
resposta Th2. A translocacdo de GATA-3 para o nucleo € aumentada e o
influxo intracelular de Ca++ é menor em células T provenientes desses
animais.

Em estudos in vivo, os camundongos deficientes em CD43
apresentaram aumento na producao das citocinas Thy IL-4 e IL-13 frente ao

estimulo com peptideo de ovalbumina, fatores caracteristicos da resposta do
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tipo Th2 (Cannon et al., 2008). Juntos, esses resultados sugerem que o CD43
pode regular a diferenciagao das subpopulacgdes de linfocitos T.

Além de ser relevante na ativagdo e diferenciacdo de células TCD4",
Ford & Evavold (2006) ja haviam demonstrado a importancia da molécula na
montagem da resposta mediada por células TCD8". Em modelo de encefalite
experimental autoimune, utilizando o peptideo MOG37-50 como antigeno,
camundongos deficientes em CD43 apresentaram uma frequéncia menor de
células TCD8', sendo essas células menos encefalitogénicas apds a
imunizacdo com o peptideo. Além disso, os animais mostraram deficiéncia na
fosforilagcdo de ERK em resposta ao antigeno. Esse trabalho caracterizou a
importancia do CD43 na ativacdo e expanséao de células TCD8" autorreativas.

O CD43 também esta envolvido na inducdo da apoptose, fenbmeno
essencial para o controle homeostatico de linfécitos. Por exemplo, alteragdes
na regulacdo de processos de apoptose podem levar a cancer e doengas
autoimunes. Ha processos ativos de indugdo de morte por apoptose através de
moléculas que se ligam a receptores de morte tais como, Fas e receptor de
TNF (Lenardo et al., 1999). O “cross-linking” de Fas por ligante de Fas (FasL)
ou por agonistas leva a oligomerizagao do dominio extracelular do Fas e a
clivagem de caspases intracelulares (Medema et al., 1997; Muzio, 1998),
induzindo apoptose. O engajamento do CD43 leva a apoptose de linfocitos T e
de progenitores celulares hematopoiéticos (Bazil et al.,1995; Cermak et al.,
2002). Priatel e colaboradores (2000) demonstraram que anticorpos 1B11, que
reagem contra a glicoforma de 130 kDa do CD43, sao capazes de induzir
agregacdo do CD43 em células TCD8" ativadas e levar & morte por apoptose
em um mecanismo dependente de caspases.

Kim e colaboradores (2006) propuseram que o CD43 aumenta a
agregacao de Fas em células Jurkat, sugerindo a participagao do CD43 em um
mecanismo classico de indug¢ao de apoptose. Porém, altos niveis da molécula
na superficie celular inibe a apoptose induzida pelo engajamento de TCR e
CD3 (He & Bevan, 1999). Estudos recentes mostraram que o CD43 esta
envolvido na ligacdo e na ingestdo de M. tuberculosis pelos macrofagos
(Fratazzi et al., 2000; Randhawa et al., 2005). Os autores mostraram que
macrofagos CD43 deficientes infectados produziam menos TNF-q, IL-12 e IL-6,

morriam menos por apoptose e mais por necrose, propondo que o CD43 é
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importante na resposta inflamatéria contra a micobactéria (Randhawa, 2008).
Mais recentemente, Khan e colaboradores (2008) propuseram que a
glicosilagdo anormal das cadeias O-glicanas do CD43 observada em pacientes
com a sindrome de Wiskott-Aldrich pode contribuir para as desordens auto-
imunes que ocorrem nesta doenca. Em pacientes com Wiskott-Aldrich, ha uma
diminuicao da expressao da enzima 31-6GIcNAc transferase, que forma o core
2 na cadeia sacaridica do CD43 e os autores propdéem que tal alteracio
compromete o processo de selecao timica permitindo que células auto-reativas
alcancem a periferia provocando as desordens auto-imunes de cunho

inflamatdrio como eczema, vasculite e anemia hemolitica.

1.12 — Mecanismos de recrutamento de leucdcitos para sitios

inflamatdrios

O recrutamento de leucdcitos induzido por infecgdes ou danos teciduais
€¢ um fenbmeno imunoldégico que permite que as células deixem o
compartimento intravascular e transmigrem para os tecidos (Butcher, 1991).
Esse processo tem inicio com o engajamento de leucdcitos livres a parede dos
vasos durante o fluxo sanguineo que é extremamante dependente de uma
familia de glicoproteinas transmembrana dependentes de calcio, chamadas de
selectinas (Kansas, 1996). O engajamento das células circulantes ao endotélio
€ um evento dindmico, onde as células aderidas rolam a uma velocidade 100 a
1000 vezes menor do que aquelas que estdo sob as condi¢gdes normais do
fluxo, permitindo a subsequente adesao e transmigracéo dos leucécitos atraves
da parede endotelial (Marshall & Haskard, 2003; Yago et al., 2004). Os
leucdocitos atravessam a camada endotelial através de interagdes entre
PECAM-1 (CD31) que é expresso tanto nos leucdécitos como nas membranas
das células endoteliais, migrando de acordo com um gradiente quimiotatico
formado por substéncias liberadas no sitio da injuria (revisto por Muller & Lipp,
2003). A figura 4 mostra um esquema do processo de recrutamento de
leucocitos.

Trés tipos de selectinas sao descritas e nomeadas de acordo com a

célula onde elas foram originalmente identificadas: P-selectina em plaquetas, L-
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selectina em leucdcitos e E-selectina em endotélio. Todos os trés tipos
apresentam estrutura semelhante, contendo um dominio N-terminal do tipo
lectina, um dominio do tipo fator de crescimento epidermal, numero variado de
sequéncias consenso, um unico dominio trasmembrana e uma regido
citoplasmatica curta (revisto por Kelly et al., 2007).

P-selectinas (CD62P) séao constitutivamente expressas e estocadas em
granulos secretorios conhecidos como granulos a (nas plaquetas) ou corpos de
Weibel-Palade (no endotélio). Quando o endotélio é estimulado por fatores
inflamatoérios como trombinas, leucotrienos, oxidantes, histamina ou LPS, esses
granulos rapidamente fundem-se com a membrana plasmatica aumentando a

sua expressao na superficie da célula (Geng et al., 1990).

Figura 4. Recrutamento de leucécitos para sitios inflamados. O tecido inflamado
(1) libera mediadores quimicos (2) que podem ser detectados pelo sistema imune. Em resposta
a esses mediadores, as células endoteliais produzem moléculas de adesao (3) e leucdcitos em
fluxo no sangue (4) interagem, rolam (mediado por selectinas) (5) e aderem (mediado por
integrinas) (6). A célula imune deixa o vaso sanguineo (7) e chega ao tecido. Adaptado de
(Kelly et al., 2007).

Adicionalmente, a transcricao de P-selectina em humanos pode ocorrer
apods a ativagao do endotélio por citocinas como IL-4 e IL-13 mas nao por TNF-
a e IL-1 (Yao et al., 1996; Woltmann et al., 2000). Pelo contrario, em
camundongos, a transcricdo de P-selectina pode ser ativada por TNFa, IL-1,
LPS e IL-4 (Pan et al., 1998). P-selectina esta envolvida no recrutamento inicial

durante a resposta inflamatéria (Mayadas et al., 1993).

24



E-selectinas (CD62E) tém a expressao e sintese de novo estimuladas
por mediadores como IL-1, TNF-a e LPS. A expressdo pode ocorrer no
endotélio em até duas horas apds a estimulagao (Kansas et al., 1996). Embora
sua expressao seja temporalmente mais lenta do que a de P-selectinas, ha
sobreposicdo na expressdao de ambas as moléculas, contribuindo para
aumentar o recrutamento de leucécitos durante o processo inflamatério
(Frenette et al, 1996). E-selectina reconhece tanto epitopos sialilados,
presentes nas cadeias O-glicanas das mucinas, como epitopos fucosilados
presentes em estruturas como o determinante sialil Lewis® (Lowe, 2002)
esquema 1.

A L-selectina (CD62L) foi originalmente descrita como molécula
envolvida na migragao, permitindo a entrada de leucécitos em 6rgéos linféides
secundarios. S&o expressas na maioria dos leucdcitos e medeiam o rolamento
em algumas condi¢des inflamatdrias, embora seu papel parega ser secundario
em relacgao as duas outras selectinas endoteliais (Jung et al., 1999).

Os ligantes das selectinas estdo na porgdo de carboidratos presentes
em mucinas. Todas as trés selectinas reconhecem o mesmo tetrassacarideo

sialilado, sialil lewis™ cuja estrutura esta representada no esquema abaixo:

NeuAc ﬁ- Gal

151-4
Fuc — 213, GicNAc

R

Esquema 1. Estrutura simplificada do tetrassacarideo sialilado sialil Lewis.

Entre os ligantes de P-selectina, o melhor caracterizado € a glicoproteina
ligante de P-selectina 1 (PSGL-1) (Kansas et al., 1996). O rolamento de
leucdcitos via P-selectina é quase que completamente dependente de PSGL-1,
no entanto, outros autores apontam a PSGL-1 também como ligante para E-
selectina (Zanardo et al., 2004).

Entre os ligantes mais bem estudados para L-selectina estdo: molécula
adressina de adeséao celular de mucosa (MAdCAM — 1) ; CD34 e glicoproteina

sulfatada Sgp200 (revisto por Rosen, 2004). Além destes, PSGL-1 também ja
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foi apontado como ligante de L-selectina (Sperandio et al., 2003), porém o
mecanismo exato pelo qual PSGL-1 contribui para o rolamento dependente de
L-selectina ainda n&o esta caracterizado. Recentemente Shigeta et al., (2008)
sugerem a presenga de outro ligante de L-selectina mediando o rolamento de
leucécitos em camundongos deficientes para PSGL-1.

Entre os principais ligantes de E-selectina estdo CD44 (Hidalgo et al.,
2007), ligante de E-selectina (ESL-1) (Steegmaier et al., 1995) e o CD43
(Matsumoto et al., 2005; Fuhlbrigge et al., 2006), porém a relevancia da ligacéo
da leucosialina com E-selectina para modelos inflamatdrios in vivo permanece
nao elucidada. Em 2007 foi demonstrado por Alcaide e colaboradores que a
glicoforma de maior massa molecular (130kDa) presente na superficie de
células T é a que funciona fisiologicamente como ligante para E-selectina in
vitro e in vivo em modelo de hipersensibilidade tardia. A descricao de E-
selectina como ligante para o CD43 acrescenta-se a de outros autores que

propunham ICAM-1 como outro possivel ligante (Rosenstein et al., 1991).

1.13 — CD43 e inflamacgao

Varios autores descrevem a importancia do CD43 na migragao de
leucécitos para tecidos inflamatérios. (Ardman et al., 1992; Manjunath et al.,
1995; McEvoy et al., 1997; Woodman et al., 1998; Matsumoto et al., 2005 e
2008). Em 2003, Ford e colaboradores demonstraram que camundongos
deficientes para CD43 eram menos suscpetiveis a encefalite autoimune
experimental, uma doenga caracterizada pelo intenso influxo inflamatorio de
leucéeitos no cérebro. A auséncia do CD43 culminou com uma menor
quantidade de linfocitos TCD4" no cérebro, dimuindo a severidade clinica e
histopatolégica da doencga (Ford et al., 2003). Estes dados corroboram dados
anteriores que apontam a inibicdo da migragao leucocitaria, via CD43, como
alvo para doengas de ordem inflamatéria Johnson et al., (1999), trataram
camundongos com o anticorpo antagonista anti-CD43 clone L11 e observaram
que houve inibicdo da reagao inflamatéria no pancreas de camundongos que
desenvolvem diabetes insulino-dependente. Adicionalmente, Nonomura e
colaboradores (2008) demonstraram que o CD43 também esta envolvido na

adesao e extravasamento de células durante a leucemia linfoblastica aguda de
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precursores de células B (BCP-ALL). De maneira interessante, todas as células
BCP-ALL obtidas de humanos sdo PSGL-1"9""" CD43"¢". Os autores
demonstraram que o silenciamento do CD43 levou a uma forte diminui¢do das
infiltragdes periféricas em modelo murino, apontando a manipulagdo do CD43
como importante alvo neste tipo de leucemia.

Baseado em sua importancia no recrutamento de leucdcitos para sitios
inflamatorios e nas caracteristicas estruturais da glicoproteina descritas
anteriormente na introducado, o CD43 é alvo de muitos estudos em modelos de
doencgas infecciosas. No entanto, na doenga de Chagas, pouco se sabe sobre
o envolvimento do CD43 durante o estabelecimento do processo infeccioso e

ainda, no recrutamento de leucécitos para os tecidos infectados.
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2 — Objetivos
2.1 Objetivo geral

- Avaliar o papel da leucosialina CD43 na resposta imune e inflamagao durant
as fases aguda e crbnica da infecgao experimental murina pelo Trypanosoma

cruzi.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o perfil de resposta de linfocitos T nos camundongos CD43KO

infectados;

- Avaliar a parasitemia e a mortalidade dos CD43KO, comparando aos

animais selvagens infectados;

- Avaliar o envolvimento do CD43 no recrutamento de leucécitos para o

coragao;

- Investigar os danos cardiacos causados em camundongos CD43KO e

WT infectados durante as fase aguda e crénicas da doenca de Chagas

e
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3. Materiais e métodos

3.1 - Camundongos

Durante o trabalho, foram utilizados camundongos C57Black6 (B6)
deficientes para CD43 e B6 selvagens com idade entre seis e oito semanas. Os
animais deficientes foram gentilmente cedidos pelo Dr. Hermann Ziltener da
Universidade de British Columbia, Vancouver, Canada. Os animais foram
mantidos no Laboratério de Animais Transgénicos da Fundagdo BioRio e
utilizados segundo as normas do comité de ética para utilizagdo de animais em

pesquisa de laboratdrio.

3. 2 — Parasitas e infecgdo

Formas sanguineas do Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram mantidas in
vVivo por passagens semanais sucessivas em camundongos B6 com peso
acima de 20 gramas. Para experimento, os animais foram sacrificados e o
sangue obtido por pungdo cardiaca. Para ajuste do in6culo, os parasitas foram
diluidos em tampao fosfato-salina (PBS) e contados em camara de Neubauer.
Durante os experimentos de fase aguda, cinco camundongos de cada grupo
foram infectados com 10* parasitas por via intraperitoneal em um volume final
de 100pL por animal. O experimento de analise da sobrevivéncia foi feito
utilizando como inéculo inicial 10° parasitas por camundongo utilizando um n
de 10 camundongos por grupo. Ja para fase crbnica, o inoculo inicial foi de

apenas 100 formas tripomastigotas sanguineas.

3.3 — Parasitemia e mortalidade

Nos experimentos de fase aguda, a contagem do numero de parasitas
na corrente sanguinea foi realizada do 6° ao 10° dias apds a infecgdo. A
mortalidade cumulativa foi acompanhada diariamente por um periodo de 30
dias. Para os experimentos de fase crénica, o numero de parasitas no sangue
foi avaliado do 6° ao 14° . Em ambos, a contagem foi realizada pelo método de

Pizzi-Brenner. (Saraiva, 2002).
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3.4 — Avaliagéo da lesdo no tecido cardiaco

A atividade da enzima Creatina kinase — isotipo cardiaco CK MB - foi
mensurada no plasma dos camundogos normais e infectados, como indicativo
de lesao tecidual no coracao (de Souza, 2000). Os animais foram sacrificados
no 15° dia apos a infecgao e o sangue foi obtido por punc¢éo cardiaca. S5uL do
plasma sanguineo de cada animal foram adicionados a 125uL do reagente de
deteccao fornecido pela Merck Labs. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro, comprimento de onda 340nm, a cada minuto durante 7
minutos consecutivos. O aumento da atividade da enzima no plasma dos
animais infectados foi aferido comparando-se a leitura obtida no plasma de

animais normais.

3.5 — Histologia

Os coragbes de 5 camundongos de cada grupo foram seccionados ao
meio, embebidos em tampdo de congelamento tissular (Tissue Tek) e
conservados a - 80°C. Com auxilio de um criostato, foram feitos cortes de 5um
que foram capturados em laminas pré-filmadas com resina de Poly-L-Lisina.
Foram feitas 20 laminas de cada animal do grupo. Em seguida, as laminas
foram fixadas em formol tamponado pH 7.2, durante 30 min a temperatura
ambiente e depois congeladas. A coloragdo por hematoxilina e eosina (HE)
permitiu a contagem de células inflamatérias nos infiltrados em 100 campos

aleatorios, aumentos de 100 e 400 vezes.

3.6 — PCR em Tempo Real

A quantificacdo do DNA de T. cruzi no tecido cardiaco de camundongos
B6 selvagens e CD43 deficientes infectados foi realizada utilizando-se a técnica
de PCR em tempo real conforme descrito anteriormente (Cummings & Tarleton,
2003). As curvas-padréao foram confeccionadas utilizando-se o DNA de T. cruzi
(American Type Culture Collection - 30266D).
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O DNA gendmico foi obtido a partir da digestao de fatias finas (2 mm) do
tecido cardiaco dos animais infectados. O tecido foi dissolvido com 150 pl de
tampao de lise alcalina (NaOH 25 mM, Na2 -EDTA 2 H20 0,2 mM) apds
aquecimento a 95 °C por 1 h. Posteriormente, o material foi resfriado durante
20 min a 4 °C, sendo adicionado 150 ul do tamp&o de neutralizagéo (Tris-HCI
40 mM) para cada amostra. As amostras foram centrifugadas a 8500 xg
durante 20 min e o sobrenadante contendo o DNA total foi dosado em
espectrofotometro GeneQuant RNA/DNA Calculator (Biochrom, RU) a 260 e
280 nm, apds diluigdo 1:1000. As reagdes foram feitas utilizando-se 0,1 ug de

DNA total de cada amostra, calculado a partir da seguinte equacao:

[DNAI]= leitura em 260nm x 50 x fator de diluicdo = pg/ul
1000

As reacgbes foram realizadas em placas de 96 pogos- MicroAmp®
Optical 96-Well Reation Plate with Barcode, cobertas com adesivos Opticos-
Optical adhesive Covers (Applied Biosystems, RU) e processadas pelo ABI/
Prism 7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems, RU) do
Departamento de Bioquimica e munologia/ICB-UFMG.

As curvas—padrao atuaram como controles positivos de cada placa e
dois pogos contendo agua destilada ao invés de DNA de T. cruzi foram os
controles negativos. As condi¢cbes 6timas da PCR foram as seguintes: uma
desnaturacgao inicial a 95 °C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos de 95 °C por
15 seg e 60 °C por 1 minuto (Murta et al.., 2006). Ao final das reacgdes, a
temperatura da maquina foi elevada gradualmente, até que todas as fitas
duplas de material amplificado se dissociassem. As reagdes foram feitas em
um volume final de 25 pl contendo: 5 ul de DNA total (0.1 ug); 2,5 pl de Syber
buffer 10x; 3 ul de MgCI2 25 mM; 2 pl de dNTP (10 mM) e 0,1 yl de AmpliTaq
Gold® 5 U/ul, 1,0 ul dos primers forward e reverse, especificos para mini-
circulos de T. cruzi. (Applied Biossystems, RU). O volume final foi completado
com agua livre de RNAse/DNAse. Os primers utilizados foram os seguintes:
Forward (GCTCTTGCCCACAMGGGTGC), sendo M = A ou C (S35-forward) e
reverse (CCAAGCAGCGGATAGTTCAG) (S36-reverse). Para a quantificacéo

do ndmero de moléculas de cDNA nas amostras em estudo, foi usado o
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programa Sequence Detection System, que determina para cada pogo o
namero de ciclos em que a fluorescéncia cruza uma linha limiar arbitraria
chamada threshold (Ct). Por comparagdo ao Ct das amostras com
concentragbes conhecidas da curva-padrdao, o programa automaticamente

calcula o nimero de moléculas nas amostras desconhecidas.
3.7 — Ensaio de citotoxicidade in vitro

A inducao e quantificagdo da atividade citotoxica in vitro foi realizada
utilizando células T CD8" especificas para o peptideo PA8 (VNHRFTLV) da
proteina ASP-2 de amastigota. Este peptideo foi gentiimente cedido pelo
professor Mauricio Martins Rodrigues da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP). As células T totais foram purificadas a partir de esplendcitos totais
de camundongos C57Black6 infectados ou ndo com o T. cruzi (cepa Y). No 15°
dpi, os eritrocitos foram depletados utilizando o tampao de lise (0.15M NH4CI,
1mM KHCO3, 0.1Mm Na EDTA, pH 7.2-7.3). Fragbes enriquecidas de células T
foram obtidas a partir da passagem de esplendcitos de camundongos
infectados ou ndo em colunas de nylon como descrito previamente (Julius et
al., 1973). Esplendcitos totais de camundongos nao infectados foram utilizados
como células alvo. Tais células foram divididas em 2 populagcbes e marcadas
com o corante vital CFSE (Molecular Probes) nas concentracbes de 1,0 e 10
MM durante 15 minutos a 37° C em PBS pré-aquecido.

A populagdo marcada com 10 yM tornou-se populagdo alvo apos ser
pulsada com diferentes concentragbes (12,5 ; 2,5 e 1,25 yM) do peptideo
VNHRFTLV por 40 min a 37° C. As células pulsadas com 1,0 yM foram
utilizadas como populacao controle. Tais células foram incubadas em placas de
24 pocos em R10 numa concentracdo de 2 x 10° células por pogo (1 x 10°
CFSE™ /1 x 105 CFSE"®") durante 24 horas na presenca de células T totais
obtidas de camundongos WT ou CD43KO infectados. Apds 20 h a 37° C, as
células foram coletadas e fixadas com PFA 1% durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Apés uma lavagem com PBS, as células foram entado
ressuspensas em PBS suplementado com 3% de SFB. As populagdes de
linfocitos CFSE'" e CFSE™" foram detectadas via citometria de fluxo, usando

o FACScalibur (Becton e Dieckson) e analisadas com o software WinMDi
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versao # 2,8. A porcentagem de lise especifica para o peptideo foi calculada
utiizando a seguinte férmula: % de lise = 1 — (%CFSEhigh infectado
/%CFSElow infectado) / (% CFSEhigh normal /%CFSElow normal) x 100.

3.8 — Elisa para detecg¢éo de IL-4 e IFN-y em culturas de células T esplénicas

Os camundongos foram sacrificados no 15° dia apds infecgdo e o bago
dos animais foi processado para obtengao de linfécitos T (Freire-de-Lima et al..,
2000). As células foram re-estimuladas in vitro por 48 horas na presencga ou
auséncia de anti-CD3 a 10%. Placas de 96 pocos (Nunc) foram sensibilizadas
com 100 pl/ pogo (4 pg/mL) dos anticorpos de captura (Santa Cruz) e
incubadas overnight a 4° C. Os pogos foram lavados 2 vezes com PBS pH 7,2;
TWEEN-20 0,025 % (PBS/ TWEEN) e bloqueados com PBS suplementado
com 10% de SFB (PBS/ 10 % SFB) num volume de 200 pl/ pogo. As placas
foram deixadas em repouso por 2 h a 37° C e lavadas 3 vezes com PBS/
TWEEN. Posteriormente, foram adicionados aos pogos, os padrdes diluidos em
PBS/ 10% SFB e 50 pl dos sobrenadantes das culturas de células T esplénicas
re-estimuladas como descrito acima recuperadas de camundogos B6 WT
infectados ou ndo e CD43KO infectados ou ndo. As placas foram cobertas e
incubadas overnight a 4° C. Apos lavar as placas 4 vezes com PBS/ TWEEN,
100 pl (4 pug/ mL), os anticorpos de detecgéo biotinilados (Santa Cruz) foram
adicionado aos pocos. As placas foram incubadas durante 1 h a temperatura
ambiente e lavadas 6 vezes com PBS/ TWEEN. Posteriormente, foram
adicionados em cada pogo 100 ul de estreptoavidina-fosfatase alcalina (1
pg/mL) diluida em PBS suplementado com 10% de SFB. As placas foram
incubadas por 3 h a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram
lavadas 8 vezes com PBS/TWEEN e foram adicionados em cada pog¢o, 100 pl
da solugdo 1,0 mg/mL do substrato acido bis-azina etil benzotiazolino sulfénico
(Sigma) diluido em em Tris 20 mM, MgCl, 100 mM. As leituras foram realizadas

em leitor Beckman Coulter AD 340 com filtro de 405 nm.
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3.9 — Marcacéo de linfocitos T para citocina intracelular

Células T totais esplénicas de camundongos infectados foram obtidas como
descrito previamente (Julius et al., 1973), re-estimuladas in vitro por 48 horas a
37°C na presenga ou auséncia de anti-CD3 a 10% em volume final de 0,5mL
de meio RPMI suplementado com 10% de SFB. O sobrenadante dos pogos foi
recolhido para dosagem de IL-4 e IFN-y. Os pogos foram recobertos com mais
0,5mL de meio RPMI e re-estimuladas com PMA (Sigma) a uma concentragéo
de 10ng/mL por 1 hora a 37°C. Para inibir a secregdo das citocinas, foi
adicionado aos pocgos 10ug/mL de Brefreldina A (Sigma) por 3 horas a 37°C.
As células foram coletadas, lavadas 2 vezes em tampé&o salina fosfato (PBS) e
marcadas superficialmente com anticorpos anti-CD4-FITC e anti-CD8-PE (BD
Pharmigem) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo as
células foram lavadas 2 vezes em tampao de FACS (PBS 1x, 0,02% azida de
sédio + 3% de soro fetal bovino) e fixadas com paraformaldeido 2% a 4°C
durante 20 minutos. Em sequéncia , as células forma permeabilizadas em
tampao PBS saponina 0,5% durante 20 minutos a temperatura ambiente. As
células que foram marcadas superficialmente para CD4 foram incubadas com
anticorpo anti-IL4-PE e as que foram marcadas superficialmente para CD8
foram incubadas com anticorpo anti-IFNy-FITC. As células positivas para
CDA4/IL-4 e CD8/IFNy foram adquiridas por citometria de fluxo utilzando o
FACScalibur (Becton e Dieckson) e analisadas com o software WinMDi versao
#28.

3.10 — Obtencao de leucocitos infiltrantes no tecido cardiaco

Os coragdes de camundongos infectados ou nao foram removidos no 15° dia
apos a infecgdo. Os 6rgaos foram triturados e lavados 5 vezes em PBS a 4°C
para evitar possivel presenga de leucécitos sanguineos. Os 6rgaos triturados
foram submetidos a 4 ciclos de digestdo com colagenase IV 0,2% (Sigma) a
37°C durante 15 minutos sob agitagcdo branda. As células obtidas foram
lavadas 3 vezes em PBS 1X a 4°C e marcadas com anticorpos anti-CD4-FITC
e anti-CD8-PE. Foram adquiridos um total de vinte mil eventos dentro da regido

especifica para leucdécitos e o percentual de leucdcitos totais infiltrantes bem
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como o percentual de linfécitos TCD4™ e TCD8" no tecido cardiaco foi aferido
por citometria de fluxo utilzando o FACScalibur (Becton e Dieckson) e

analisado com auxilio do software WinMDi verséao # 2,8.

3.11 — Tratamento de animais selvagens e CD43KO com a TSi para avaliagdo

do dano cardiaco.

Durante o experimento foram utilizados 5 animais por grupo. A TSi foi
administrada na concentracdo de 30 pg/dose em um volume final de
100uL/dose por via endovenosa 1 h antes da infecgdo, assim como no 1° e 2°
dias apos a infecgdo. Os animais foram sacrificados no 15° dia apods a infecgéo,
o sangue foi obtido por puncédo cardiaca e o ensaio da atividade creatina

quinase foi realizado como descrito no item 3.4.

3.12 — Avaliagéo do peso seco dos coragbes obtidos de animais cronicamente

infectados

Os coragdes removidos foram lavados em PBS 1x para retirar o excesso de
sangue e o peso seco dos 6rgaos foi aferido em balanca de precisdo (A&D

company) ao décimo de miligrama.

3.13 — Coloragdo para avaliagdo de deposicdo de fibras de colageno

(Picrosirius);

Os coragbes de 5 animais foram removidos dos animais cronicamente
infectados no nonagésimo dia ap6s a infecgdo. Os 6rgaos foram congelados
em tampao para congelamento Tissular (Tissue TEK) e com auxilio de um
criostato foram feitos cortes na espessura de 10uM. Foram feitas 20 laminas de
cada animal. As laminas contendo os cortes foram fixadas em formol
tamponado pH 7,2 e coradas em solugdo de picrosirius. A contagem da
deposicdao de colageno no tecido cardiaco foi realizada com auxilio do

programa Image ProPlus 4.0.
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3.14 — Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste T ndo paramétrico

(Mann Withney) com intervalo de confianga de 95%.
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4 — Resultados

4.1 — Camundongos CD43KO infectados apresentam um perfil de resposta do
tipo Thy.

Uma vez demonstrado que o CD43 esta diretamente envolvido na polarizagéo
das células TCD4" para uma resposta do tipo Th2 (Ramirez-Pliego et al.,
2007), inicialmente avaliamos o perfil de resposta mediada por linfécitos T
auxiliares em camundongos CD43KO infectados com o T. cruzi, cepa Y.
Através dos experimentos de imunoensaio (ELISA) (Fig. 5), foi possivel
observar que os camundongos CD43KO infectados apresentaram, no
sobrenadante de cultura de linfocitos T esplénicos re-estimulados in vitro com
a-CD3, um aumento de aproximadamente 3 vezes nos niveis de IL-4 se
comparados aos animais selvagens infectados (Fig. 5a). Corroborando com
estes resultados, a marcagao intracelular para citocinas mostrou um aumento
de aproximadamente 3 vezes no percentual de células TCD4" produtoras de IL-
4 no bago de camundongos CD43KO (Fig 5b). Nao foi observada diferenga
significativa nos niveis de IFN-y secretados no sobrenadante da cultura (Fig.
5¢) nem no percentual de células TCD8" produtoras de IFN-y na citometria de
fluxo (Fig. 5d). Adicionalmente, ndo observamos diferenca no percentual de
células T ndo CD8" (possivelmente CD4") produtoras de IFN-y (dados néo

mostrados).
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Figura 5. Analise do perfil de resposta T auxiliar em camundongos CD43KO e selvagens

infectados com T. cruzi. Os animais infectados foram sacrificados no 15° dia apds a infecgéo

e a secrecgao de citocinas (IL-4 e IFN-y) por células T esplénicas foi acessada por ELISA (a e c)

(*.p< 0.05);

As mesmas células foram

incubadas com brefreldina A e marcadas

superficialmente com a-CD4(b) e a-CD8(d) e intracelularmente com a-IL-4(b) e a-IFNy(d) para

analise por citometria de fluxo. O gréafico da letra (b) € representativo do “pool” de células

obtidas de 6 animais diferentes por grupo. O grafico (d) representa também o “pool” de células

obtidas de 6 animais porém plaqueadas em triplicata.
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4.2 — Influéncia do CD43 na infecgdo pelo T. cruzi

Apés observarmos que os camundongos CD43KO infectados pelo T.cruzi
apresentavam uma tendéncia de resposta Thy, avaliamos se este fenOmeno
poderia ter efeito na parasitemia. Utilizando o método de Pizzi-Brenner (Saraiva
et al., 2002), verificamos, de maneira intrigante, que os animais deficientes em
CD43 nao apresentaram diferenga no numero de tripomastigotas sanguineos

quando comparados aos animais selvagens (Fig.6).
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Figura 6. Parasitemia em camundongos selvagens e CD43KO. Os animais selvagens () e
CD43KO (@) foram infectados com 10* tripomastigotas da cepa Y e o nimero de parasitas no
sangue avaliado do 6° ao 10° dias apos a infecgdo. n = 6
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4.3 — Auséncia do CD43 favorece a atividade citotdxica mediada por linfocitos.

A observagdo de que os animais CD43KO nado apresentam diferengca na
parasitemia mesmo desenvolvendo uma reposta Thy, poderia ser explicada,
pelo menos em parte, pelo aumento da atividade citotoxica dos linfécitos
esplénicos que nao apresentam CD43, como demonstrado anteriormente por
Manjunath et al, (1995). Baseado nesses dados, avaliamos a atividade
citotoxica de linfocitos T totais esplénicos obtidos de camundongos selvagens e
CD43KO com 14 dias de infecgao, contra células alvo pulsadas com diferentes
concentragcdes do peptideo sintético (VNHRFTLV), imunodominante durante a
infecgdo (Tzelepis et al., 2008). O efeito citotoxico in vitro foi determinado por
citometria de fluxo, como descrito no item 3.7 dos materiais e métodos, pelo
desaparecimento da populacdo alvo incubada com o peptideo VNHRFTLV.
Observamos que as células obtidas dos animais deficientes em CD43, quando
expostas a menores concentracdes do peptideo, sdo mais efetoras do que as
dos animais selvagens (Fig. 7). Linfocitos T totais esplénicos de camundongos

nao infectados foram utilizadas como controle negativo.
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Figura 7. Linfécitos esplénicos deficientes em CD43 apresentam maior atividade
citotéxica. Camundongos selvagens (barras riscadas) e CD43KO (barras pretas) foram
infectados com T. cruzi e no 14° dpi, as células T esplénicas foram purificadas em coluna de
Nylon. Células T esplénicas de camundongos normais (barras brancas e barras cinzas) foram
utilizadas como controle. Esplendcitos totais de camundongos normais foram utilizados como
células estimuladoras e marcadas com 1,0 ou 10 uM do corante vital CFSE. A populagao
marcada com 10 yM tornou-se populagédo alvo apds incubagao com o peptideo sintético. A
resposta antigeno especifica foi monitorada por citometria de fluxo apdés 20 horas de
incubagéo, pelo desaparecimento da populagdo alvo (10 yM CFSE + peptideo). O grafico
mostra percentual de lise das células alvo nas diferentes concentragcbes de peptideo utilizadas.
As células foram adquiridas em FACScalibur (Becton e Dickson) e as analises feitas em
regides morfoldgicas especificas para leucdcitos e células alvo marcadas com CFSE. (¥, p <
0.05).
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4.4 — A carga parasitaria € menor no tecido cardiaco de camundongos
CD43KO.

Considerando-se que os linfocitos deficientes em CD43 apresentam maior
atividade citolitica, sendo esta atividade importante para o controle da
proliferagdo do parasita nos tecidos (revisto por Tarleton, 2004), é plausivel
propor que a carga parasitaria nos tecidos alvo durante a infecgéo pelo T. cruzi
esteja alterada nos camundongos CD43KO. Para testar essa hipotese, nos
realizamos, pela técnica de PCR em tempo real, a quantificacdo da
concentragdo de DNA do parasita no tecido cardiaco dos camundongos
infectados. Utilizando iniciadores universais para o DNA do parasita, foi
possivel observar que, no coragdo dos camundongos CD43KO, a concentracao
de DNA do T. cruzi é menor do que no coragdo dos camundongos selvagens
(Fig. 8).
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Figura 8. Quantificacdo da carga parasitaria no tecido cardiaco. Os coragbes dos
camundongos infectados foram removidos no 15° dpi e submetidos a digestéo por lise alcalina
para obtengcdo do DNA total dos tecidos. (* p<0,05). Grafico representativo de dois

experimentos independentes. n = 3
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4.5 — Camundongos CD43KO sdo mais resistentes a infecgao pelo T. cruzi.

Nés observamos que apesar de n&do haver diferenga na parasitemia, a carga
parasitaria tecidual nos camundongos CD43KO foi menor. A proxima etapa foi
verificar se auséncia do CD43 tornaria ou ndo o animal mais resistente a
infecgdo aguda. Utilizando indculo letal de 10° tripomastigotas sanguineos,
observamos que na auséncia do CD43, os animais tornaram-se mais
resistentes a infecgdo. Todos os animais selvagens sucumbiram a infecgéo até
o 13° dia, enquanto que os CD43KO apresentaram sobrevida prolongada (Fig.
9).
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Figura 9. Auséncia do CD43 torna os camundongos mais resistentes a infeccdo pelo T.
cruzi. 10 camundongos selvagens e 10 CD43KO foram infectados com 10° tripomastigotas
sanguineos por via intraperitoneal e a sobrevida foi acompanhada por um periodo de trinta

dias.
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4.6 — Camundongos CD43KO apresentam redugéo no percentual de leucocitos

infiltrantes no tecido cardiaco.

Na doenga de Chagas murina, além do parasitismo tecidual, a miocardite
causada pela resposta inflamatéria também pode levar o animal a morte.
Dados anteriores (Matsumoto et al., 2005 e 2008) apontam o CD43 como
ligante para E-selectina na etapa inicial do recrutamento de leucdcitos durante
os processos inflamatérios. No intuito de avaliar a participacdo do CD43 na
migracado de leucécitos e, mais especificamente, na migracédo de linfécitos T
para o coragdo, analisamos o perfil do infiltrado inflamatério cardiaco por
citometria de fluxo (Fig. 10) e por histopatologia (Fig. 11). Os leucdcitos
infiltrantes foram obtidos pela digestdo do tecido com colagenase IV e
analisados por citometria de fluxo. Quando delimitamos uma regido especifica
de tamanho x granulosidade, ficou evidente que nos animais CD43KO
infectados, ha uma redugao no percentual de leucécitos infiltrantes de 80%
(Fig. 10b) se comparados aos animais selvagens (Fig 10a). Corroborando com
esses dados, a analise do tecido cardiaco corado por hematoxilina e eosina
(H&E) revelou uma reducdo no numero absoluto de leucdcitos infiltrantes nos
animais CD43KO infectados (Fig. 11b) quando comparados aos camundongos
selvagens(Fig. 11a). Juntos, estes dados sugerem fortemente o envolvimento
da leucosialina CD43 no recrutamento de células inflamatoérias para o coragcao

durante a fase aguda da doenca de Chagas.
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Figura 10. Auséncia do CD43 provoca diminui¢cdo no percentual de células infiltrantes no
tecido cardiaco. Os camundongos foram sacrificados no 15° dpi e os coragdes foram
submetidos a digestdo com colagenase V. Os graficos em ponto (a € b) mostram uma redugéo
no percentual de leucdcitos totais infiltrantes, e o grafico em barras (c) representa a média de

dois experimentos independentes (*p<0,05).
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Figura 11. Camundongos CD43KO apresentaram reducdo no numero absoluto de
leucdcitos infiltrantes. Os coragdes foram cortados em fatias de 6 yM com auxilio de um
criostato, fixados em formol tamponado durante 30 minutos e corados por hematoxilina e
eosina. O numero absoluto de células (Fig. c) foi avaliado a partir da contagem dos nucleos
arredondados em 25 campos aleatérios de cada animal (Fig. a e b) As imagens sédo

representativas de dois experimentos utilizando n = 5 (*p<0,05)
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4.7 — Envolvimento do CD43 na lesédo do tecido cardiaco durante a infecgao

pelo T. cruzi.

Entre as caracteristicas mais marcantes da fase aguda da doenga de Chagas
esta a miocardite, onde a destruicdo dos cardiomidcitos se da pelo parasitismo
tecidual e pela intensa resposta inflamatéria local (Rossi et al., 1995; Parada et
al., 1997). Durante as analises do coragédo por histologia, observamos que a
lesdo tecidual nos animais WT infectados parecia ser maior (Fig 11b) e
caracterizada por uma miocardite focal e infiltrado inflamatério linfocitario. No
intuito de avaliar se a reducao do infiltrado inflamatério nos camundongos
deficientes em CDA43 infectados resultava em menor necrose de cardiomidcitos,
realizamos a dosagem da atividade da enzima creatina quinase — isotipo
cardiaco - no plasma dos animais infectados no 15° dia apés a infecgdo. Como
esperado, a lesdo no coragdo dos animais CD43KO infectados foi
significativamente menor se comparada ao coragcédo dos animais WT infectados
(Fig.11). Esses resultados, que estdo de acordo com os dados obtidos por
citometria de fluxo e histologia, permitem correlacionar diretamente o infiltrado

inflamatdério com a lesdo dos cardiomidcitos.
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Figura 12. Avaliacdo da atividade plasmatica da creatina quinase isotipo cardiaco (CK-
MB). No 15° dpi os camundongos de cada grupo experimental foram sacrificados e o plasma,
obtido por puncgao cardiaca, foi utilizado para a realizacédo das reacdes. 5 ul de plasma de cada
camundongo foram adicionados a 125 ul do reagente de trabalho fornecido pelo fabricante
(Merck Labs) e as reagdes foram lidas em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de
340 nm a cada minuto durante 7 minutos consecutivos. Cada ponto no grafico (a) € a média
representativa das leituras do plasma de 4 animais diferentes em ftriplicata a cada minuto, em
um total de 7 minutos (* p<0,05). O grafico (b) representa a variagdo dentro do mesmo grupo

experimental e entre os diferentes grupos no 3° minuto da leitura.
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4.8 — O tratamento de animais infectados com a TSi dimimui a lesdo cardiaca

em camundongos selvagens, mas ndo em camundongos CD43KO.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio demonstraram que a forma
inativa da frans-sialidase € capaz de se ligar de maneira lectinica ao CD43
presente na superficie de leucdcitos (Todeschini et al., 2002). Posteriormente
observou-se que a injegao de TSi foi capaz de inibir a migracdo de ambos os
subsets de linfocitos T para o coragdo dos camundongos infectados o que
culminou com menor lesdo cardiaca (Freire-de-Lima et al., dados né&o
publicados). Estes resultados sugerem que o efeito inibitério observado para a
TSi sobre a migragao de linfécitos para o coragao ocorra pela interagao da TSi
com CD43. Visando comprovar essa hipdtese, animais selvagens e CD43KO
infectados foram tratados com doses diarias de 30 pg de TSi durante 3 dias por
via endovenosa. Nés observamos que o tratamento de animais selvagens com
a TSi levou a diminuigdo da lesdo cardiaca, enquanto que o mesmo nao foi
observado nos camundongos deficientes em CD43 (Fig. 12). Juntos esses
resultados permitem concluir que o CD43 esta diretamente envolvido na
migracdo de células inflamatérias para o tecido cardiaco e na lesdao dos

cardiomidcitos durante a infecgao pelo T. cruzi.
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Figura 13. Efeito da TSi sobre a lesdo cardiaca de camundongos selvagens e CD43KO
infectados com T cruzi. Os animais foram tratados com 30 ug de TSi uma hora antes e nos
dias 2 e 3 apés a infecgdo por via endovenosa. No 15° dpi os camundongos de cada grupo
experimental foram sacrificados e o plasma, obtido apés a centrifugacéo (1500 xg) do sangue
coletado por pungao cardiaca, foi utilizado para a realizagdo das reagbes. 5 pl de plasma de
cada camundongo foram adicionados a 125 pl do reagente de trabalho fornecido pelo
fabricante (Merck Labs) e as reagdes foram lidas em espectrofotdbmetro a um comprimento de
onda de 340 nm a cada minuto durante 7 minutos consecutivos. O grafico € média
representativa de dois experimentos realizados em friplicata utilizando um n = 6 animais. (* p =
0,072; ** p = 0,026)
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4.9 — A cardite chagasica crénica diminui nos camundongos CD43KO.

Sabe-se que a miocardite chagasica cronica é causada pela persisténcia do
parasita no coracdo, pela resposta inflamatdria induzida por ele e pelo
desbalan¢o na autonomia cardiaca (Rossi et al., 1995). Os sintomas e os sinais
clinicos que ocorrem durante a fase aguda, estdo correlacionados a
cardiomiopatia chagasica cronica (Dias, 1989; Rossi et al., 1995). Como
mencionamos, 0s animais CD43KO apresentam lesao cardiaca menor durante
a fase aguda e ainda, menor carga parasitaria tecidual. No intuito de avaliar se
0 quadro observado durante a fase aguda teria influéncia na cardiomiopatia
cronica, camundongos selvagens e CD43KO foram infectados com um in6culo
de 100 tripomastigotas para que desenvolvessem a forma crénica da doenca.
Noventa dias apds a infeccdo, os animais foram sacrificados e os coracdes
removidos para quantificagdo do colageno total através da coloragdo por
picrosirius (Fig. 14). Mesmo infectando os animais um inéculo 100 vezes menor
do que nos experimentos de fase aguda, ndao houve diferenga significativa na
parasitemia dos dois grupos (dados ndo mostrados). Observamos que o0s
coragdes obtidos dos animais CD43KO eram visualmente menores do que dos
animais selvagens (Fig. 14b). De fato, ao compararmos o peso seco do
coragao dos animais dos diferentes grupos, observamos que os coragbes dos
camundongos CD43KO cronicamente infectados eram menos pesados que os
coragdes dos animais selvagens (Fig. 14c). Entre os animais nao infectados
nao foi observada diferengca (Fig. 14a). Confirmando este resultado, ao
analisarmos o tecido corado por picrosirius, foi possivel observar que a
deposigao de fibras de colageno foi aproximadamente 59% menor nos
coragdes dos animais CD43KO cronicamente infectados se comparados aos

animais selvagens (Fig. 15).
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Figura 14. Avaliacdo do tamanho e peso seco dos coracdes de camundongos
cronicamente infectados. Animais selvagens e CD43KO foram infectados com 100
tripomastigotas sanguineos por via intraperitoneal e sacrificados 90 dias apés a infecgdo. O

peso seco dos o6rgaos foi aferido utilizando balanga de precisdo. n = 4 (*p<0,05).
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Figura 15. Coloragdo por picrosirius para quantificagdo do colageno total. O tecido

cardiaco previamente congelado foi fatiado em cortes de 8uM e aderidos em I|adminas

recobertas com poli-L-lisina. O material foi fixado em paraformaldeido e corado segundo o

método descrito nos materiais e métodos.
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5 - Discusséao

Nesta dissertacdo, nés avaliamos o envolvimento do CD43 durante a
infecgdo experimental pelo T. cruzi. Utilizando como modelo experimental
camundongos CD43KO observamos que apesar de desenvolver uma resposta
do tipo Thy, os animais nocautes ndo apresentaram diferenga na parasitemia
em relacado aos animais selvagens infectados, o que provavelmente se deve ao
fato da auséncia do CD43 aumentar a citotoxicidade dos linfocitos.
Adicionalmente, demonstramos que os animais CD43KO apresentaram
reducdo na carga parasitaria e no infiltrado inflamatério cardiacos,
apresentando uma lesao tecidual menor. Esses dados poderiam explicar a
sobrevida prolongada dos animais CD43KO em relacdo ao grupo selvagem.
Além disso, a atenuagdo da miocardite aguda nos camundongos deficientes
em CD43 culminou com diminuicdo da fibrose tecidual crénica. Juntos, nossos
resultados evidenciam pela primeira vez a participacdo do CD43 em diferentes

etapas da infeccdo murina pelo T. cruzi.

O comprometimento das linhagens de células T em uma infecgéo é
caracterizado pelo perfil de citocinas secretadas por estas células e pela
presenca de fatores de transcricdo que medeiam as alteragbes epigenéticas
que favorecem a expressao dessas citocinas (revisto por Ansel et al., 2003).
Recentemente, Ramirez-Pliego e colaboradores (2007) descreveram que a
combinacgao entre os sinais desencadeados pelo CD43 e pelo TCR aumentam
a transcricdo do gene de T-bet e a expresséo de receptores de IL-12 e INFy
em células TCD4", mecanismos envolvidos na polarizacéo da resposta do tipo
Thy. De acordo com essas observacdes, foi demonstrado que células TCD4"
deficientes em CD43 apresentam comportamento predominantemente Th,
(Cannon et al., 2008). Resultados prévios de nosso laboratério demonstraram
que a interagao da TS do T.cruzi com o CD43 leva a producgéo de IFN-y e IL-2,
(Todeschini et al.,, 2002) citocinas do tipo Thy. Em nossos estudos
demonstramos que, durante a infeccdo de animais C57BI6 (com
comportamento predominantemente Th4) pelo T. cruzi, a auséncia do CD43
levou ao desenvolvimento de uma resposta do tipo Th,. A resposta do tipo Thy
aumenta a susceptibilidade dos camundongos, favorecendo a permanénica do

parasita (revisto por DosReis et al., 2005). No entanto, surpreendentemente, os
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animais nao foram mais susceptiveis a infec¢do. Isto poderia ser explicado pelo
aumento da atividade citotoxica dos linfécitos esplénicos obtidos dos
camundongos deficientes em CD43. O CD43 é uma mucina de superficie que
atua como uma barreira fisico-quimica devido a grande quantidade de carga
negativa conferida pelo acido sialico (revisto por (Varki & Varki, 2007). Dados
recentes do nosso laboratério (Freire-de-Lima et al., 2009) suportam a idéia de
que o acido sialico compromete a interacdo entre célula apresentadora e célula
infectada com T. cruzi. Estudos in vitro e in vivo em nosso laboratorio
demonstraram que as asialoglicoproteinas presentes na superficie de células T
ativadas (apds a ativacdo os linfécitos passam a apresentar uma maior
quantidade de moléculas contendo unidades terminais de PGal, devido a
reducdo das atividades a2,3 e a2,6 sialiltransferase (Comelli et al.., 2006;
Amado et al.., 2003; Chervenak & Cohen, 1982), atuam como receptores de
acido sidlico em uma reacgao catalisada pela TSa do T. cruzi. Demonstramos
que a TSa transfere acido sidlico para superficie de células TCD8" ativadas
durante a infeccao, diminuindo a atividade citotoxica dessas células. Linfocitos
TCD8" CD44"9" PNA®" de camundongos infectados com o T. cruzi apresentam
um aumento na ligagédo do anticorpo monoclonal S7 que reconhece a isoforma
de baixo peso molecular (115 kDa) sialilada do CD43, sugerindo que a
leucosialina CD43 seja o aceptor de acido sialico na superficie de células
TCD8" durante a infeccéo pelo T. cruzi. Esses resultados mostram que o acido
sialico, presente no CD43, atua como barreira fisica inibindo o contato entre
célula apresentadora e célula efetora e ainda, que a re-sialilacdo catalisada
pela TS € um mecanismo sofisticado através do qual o parasita conseguiria
subverter a resposta antigeno especifica, favorecendo sua permanéncia no

hospedeiro (Freire-de-lima et al., 2009).

Baseado no fato de que a produgao de anticorpos induzida pela resposta
Th, esta diretamente relacionada ao controle da parasitemia (Umekita & Mota,
2000), é plausivel propor que os niveis de imunoglobulinas podem ser maiores
nos animais CD43KO. Essa hipétese sera avaliada na continuagdo do nosso

trabalho.

Durante um processo infeccioso, o recrutamento e a migragdo de

leucdcitos para tecidos alvo é fundamental para a resolugdo da infecgéo.
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Ambas as etapas sdo mediadas por quimiocinas e sdo dependentes do estado
de ativagao dos leucécitos, da producdo de citocinas pré-inflamatérias como
TNF-a, IL-18 e IFN-y, das moléculas de adesido e de componentes da matriz
extracelular. Selectinas funcionam como ligantes para moléculas presentes na
superficie dos leucdcitos circulantes que, ao interagirem com essas moléculas,
rolam mais lentamente pelo endotélio. Ao rolar pela parede dos vasos
endoteliais, os leucdcitos interagem de maneira mais forte com integrinas tais
como ICAM e VCAM, processo que permite que as células extravasem da
circulagao para dentro do tecido inflamado (Shimizu & Shaw 1991, Sallusto et
al., 2000; Moser & Loestscher 2001). O CD43 atua como um ligante de E-
selectina (Matsumoto et al., 2005 e 2007; Fuhlbrigge et al., 2006; Alcaide et al.,
2007) e varios trabalhos mostram o envolvimento da molécula no recrutamento
de leucdcitos para sitios inflamatérios. Porém, o envolvimento direto do CD43
na migragcdo de leucécitos € um tema bastante controverso. Ha autores que
propdem que a auséncia do CD43 compromete a chegada de células aos
tecidos inflamados (McCevoy et al., 1997; Ford et al., 2003), outros que
sugerem que o CD43 funciona como molécula anti-adesiva (Woodman et al.,
1998) e ainda outros que dizem que a molécula ndo é relevante durante este
processo (Carlow & Ziltener, 2006). No entanto, mais recentemente foi
proposto que, a participagdo do CD43 na migragao de leucécitos depende do
tecido alvo e das condi¢des inflamatorias, onde a leucosialina pode atura como
molecula de adesdo ou como molécula anti-adesiva (Matsumoto et al., 2008).
Exemplificando, ha modelos onde o rolamento dos leucécitos € mais
dependente de P-selectina (inflamagado induzido por trauma em musculo
cremaster (Yang et al., 1999) e outros onde o rolamento é majoritariamente via
E-selectina (endotélio venoso estimulado por TNF-a (Xia et al., 2002). As
divergéncias encontradas sobre a participagdo do CD43 durante o

recrutamento de leucdcitos poderiam ser explicadas pelo contexto inflamatério.

Baseado nestas informacdes, é fundamental conhecer as méleculas de
adesao endoteliais que medeiam a interagdo com os leucdcitos durante a
infeccao pelo T. cruzi. Tanowitz e colaboradores (1992) demonstraram que
células endoteliais infectadas pelo T. cruzi produzem citocinas pro-inflamatérias

como IL-1B e IL-6. Anos mais tarde, Huang e colaboradores (1999)
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descreveram que IL-1B8 e IL-6 juntamente com o TNF-a circulante (Tarleton,
1988) atuam sobre o endotélio induzindo o aumento da expressdao de
moléculas de adesdo como VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina. Recentemente
demonstramos, que a TS do T. cruzi liga-se a superficie de células endoteliais
aumentando a expressao de ICAM, VCAm e E-selectina (Dias et al., 2008).
Seria entao, plausivel propor que o CD43 estivesse diretamente envolvido no
recrutamento de linfocitos para os tecidos alvo, uma vez que na infecgéo pelo
T. cruzi ha aumento na expresséo de E-selectina (ligante in vivo para o CD43
presente em linfocitos T ativados). (Alcaide et al., 2007). Esta hipbtese é
suportada pelos resultados obtidosa no presente trabalho, onde observamos
que camundongos CD43KO infectados com a cepa Y do T. cruzi apresentaram
reducdo significativa no percentual e no numero absoluto de células
inflamatérias no tecido cardiaco e que isso foi mais evidente para a
subpopulagdo de linfocitos TCD8", sugerindo que o CD43 ¢é importante no
processo de recrutamento de linfécitos durante a fase aguda da doencga de
chagas. O aumento na expressao de E-selectina pode favorecer a interagdo do
endotélio com o CD43, o que explica o fato de a auséncia da molécula em
nosso modelo, comprometer a chegada das células ao tecido cardiaco.
Resultados anteriores obtidos em nosso laboratério reforgam a idéia de que o
CD43 é importante no recrutamento de células inflamatérias durante a fase
aguda da infecgdo. Neutrofilos pré-incubados com a trans-sialidase inativa
(TSi), enzima capaz de se ligar de maneira lectinica ao CD43 (Todeschini et al.,
2002b), aderem menos a células endoteliais estimuladas com LPS e ou TNF-a
(Faragasso, 2007). Além disso, observamos que o tratamento com a TSi, inibiu
a migracao de linfécitos T para o tecido cardiaco de camundongos infectados
(Freire-de-Lima, 2008).

A diminuicdo do infiltrado inflamatério e da carga parasitaria no tecido
cardiaco corroboram com a observagao de que os animais CD43KO infectados
apresentaram menos lesdo cardiaca. O ensaio da atividade da enzima creatina
quinase demonstrou que a lesdo dos animais selvagens, onde a carga
parasitaria e a inflamagao séo intensas, € significativamente maior do que a
lesdo observada nos animais CD43KO infectados. De maneira interessante, o

tratamento de camundongos CD43KO com a TSi ndo provocou alteragao no
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perfil de células inflamatérias (dados ndo mostrados) e nem na atividade
plasmatica da creatina cinase. A obervagdao de que o tratamento de
camundongos CD43KO com a TSi nado provocou alteragdo na atividade
plasmatica da creatina cinase reforgca a hipétese de que o CD43 esta envolvido
na migracao de células para o tecido cardiaco durante a fase aguda da
infeccao pelo T. cruzi. Nossos resultados sugerem que a interagao lectinica do
CD43 com a TSi pode comprometer a ligagdo da leucosialina com E-selectina,
0 que poderia explicar o fenbmeno observado ao analisar o infiltrado

inflamatdrio cardiaco.

Apesar da contradicdo aparente entre diminuicdo de células TCD8" no
tecido e diminuicdo da carga parasitaria, n0s observamos que as ceélulas
deficientes em CD43 sdo mais citotoxicas do que as selvagens. Além disso,
estudos preévios, (Russo et al., 1996) mostraram que a deple¢do de células
TCD8" ndo resultou em aumento significativo da carga parasitaria do tecido
cardiaco sugerindo que a atividade dos diferentes tipos de células T varia de
acordo com o tecido infectado. Portanto, para chegarmos a uma conclusao
mais convicta de que a atividade efetora das células TCD8" é a responsavel
pelo fenbmeno observado, seria necessario avaliar o perfil geral citocinas no
tecido cardiaco (expressao de RNA para diferentes citocinas ou ELISA do
sobrenadante do tecido digerido) ou ainda o percentual de células NK. Além
disso, & plausivel propor que as células TCD8" permanecam por mais tempo
no tecido cardiaco dos animais CD43KO, pois foi demonstrado que células
TCD8" antigeno especificas de camundongos deficientes em CD43 expressam
quantidades elevadas de Bcl-2, sdo mais resistentes a apoptose durante a fase
de contracdo da resposta efetora e persistem por mais tempo in vivo. Esse
fendmeno foi observado em modelo de infecgdo por agente viral e também em

modelo de transplante alografico (Onami et al., 2002).

A analise do perfil de deposigédo de fibras de colageno no coragédo em
animais CD43KO cronicamente infectados, revelou que nesses animais, a
fiborose crbnica é menor se comparada aquela vista nos camundongos
selvagens (que apresentaram maior lesao tecidual e maior carga parasitaria no
coragao durante a fase aguda). Esses dados corroboram a hipotese de que os

eventos que ocorrem durante a fase aguda da infec¢do como lesédo das fibras
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cardiacas, dada a presenga de parasitas nos cardiomiécitos e ao intenso
infiltrado inflamatdrio local, estdo positivamente relacionados com aqueles

observados na infecgéo cronica (Dias, 1989).

Nossos resultados permitem apontar o CD43 como um alvo terapéutico
visando a atenuagao do processo inflamatoério cardiaco que ocorre durante a
fase aguda da doenca de Chagas. Tal abordagem ja foi utilizada com sucesso
anteriormente em modelos de doencgas auto-imunes. Johnson e colaboradores
(1999) utilizaram anticorpos monoclonais anti-CD43 clone L11 para bloquear a
migracdo de células T para as ilhotas do pancreas, prevenindo o
desenvolvimento da diabetes insulino-dependente em camundongos nao
obesos. Portanto, ndés concluimos que a sialoglicoproteina CD43 esta
diretamente envolvida em diferentes etapas da infeccédo pelo T. cruzi e que a
utilizacdo de anticorpos anti-CD43 ou outro ligante, como por exemplo a TSi,
poderia atenuar os eventos que ocorrem durante a miocardite aguda e a

evolucdo para a cardiomiopatia chagasica cronica.
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6 — Conclusoes

» Auséncia do CD43 induz comprometimento com a linhagem Th2 e

aumenta a citotoxicidade ex vivo;,

» Auséncia do CD43 nao reflete na cinética da parasitemia porém leva a

diminuicdo da carga parasitaria no coragao;

» CD43KO apresentam reducdo no numero de leucdcitos infiltrantes e

concomitantemente menos lesao dos cardiomidcitos;

» CD43KO é mais resistente a infecgao pelo T cruzi;

» Esses resultados apontam o CD43 como alvo potencial de intervencao

terapéutica para atenuar a cardiomiopatia aguda e a fibrose crénica.
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7 — Perspectivas

» Dosagem de imunoglobulinas do 5° ao 15° dias ap6ds a infecgdo no soro

de camundongos selvagens e CD43KO infectados;

» Transferéncia adotiva de linfécitos T de animais selvagens para os
CD43KO infectados: analise da atividade creatina cinase e do perfil de
infiltrado inflamatorio;

» Microscopia in vivo para avaliar a presencga de células transferidas;

> Ensaio de citotoxicidade com células T obtidas do infiltrado inflamatorio

cardiaco.

» Imunofluorescéncia para deteccdo de osteopontina e fibronectina em

tecido cardiaco de animais cronicamente infectados.
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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