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RESUMO

PRETEL, F.D. Dinamica das células T reguladoras (TREG) na infecgao murina
pelo Trypanosoma cruzi e o seu eventual envolvimento na patologia cardiaca
na fase crénica. 120 f. Tese (Doutorado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Uma fragao consideravel de pacientes com doenga de Chagas, decorrente da
infeccao pelo protozoario Trypanosoma cruzi, desenvolve a cardiopatia crdnica, que
pode levar a morte. A regulagdo da resposta imune especifica contra o parasita é
essencial para controlar a atividade efetora excessiva anti-T. cruzi. Na falta dessa
regulacdo, a resposta imune acaba por induzir lesdo dos tecidos. Uma vez que, em
hipotese, componentes autoimune participam da cardiopatia chagasica, a regulagao
da resposta poderia ser necessaria para controlar a reatividade contra o proéprio.
Nesta tese, ndés avaliamos o envolvimento das células T reguladoras (Treg) em
modelo murino de doenga cronica de Chagas. Na fase aguda, periodo em que
ocorre uma forte ativagao policlonal de linfécitos, observa-se um pequeno aumento
no numero de células esplénicas CD4'CD25 FoxP3" Tres, No entanto, um aumento
de maior magnitude ocorre nas células efetoras CD4"CD25"FoxP3". O tratamento de
camundongos na fase aguda da infeccdo com MoAb anti-CD25 (PC61) resulta em
discreta redugdo no numero de células Treg, mas essa nao afeta os niveis de
parasitemia ou patologia do coragao na fase aguda. Na fase crénica, os numeros de
células Treg dos animais crénicos retornam aos mesmos niveis dos observados nos
animais ndo infectados, no entanto, o nuimero de esplendcitos CD4" esta
discretamente aumentado. O tratamento de camundongos croénicos com PC61
resulta em uma reducdo no nimero de células TCD4'CD25" e uma tendéncia a
redugédo no numero de células CD4"FoxP3". Mais importante, a resposta imune anti-
T. cruzi, carga parasitaria sisttmica e patologia cardiaca nao foram
consistentemente alteradas nos grupos tratados com PC61 em comparagdo aos
tratados com o controle isotipico ou IgG de rato. O fato do tratamento com MoAb
PC61 ndo modificar a patologia do coragdo de camundongos cronicos pode ser
devido a deplegéo incompleta das células Treg, OU @ um pequeno envolvimento das

Treg NO controle dos mecanismos efetores anti- T. cruzi.
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ABSTRACT

PRETEL, F.D. Dynamics of regulory T cells (Treg) in the murine infection by
Trypanosoma cruzi and its eventual involvement in the chronic cardiac
pathology. 120 f. Ph. D. Thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

A large fraction of patients with Chagas’ disease, an illness due to infection by
protozoan Trypanosoma cruzi, develops chronic myocardiopathy that often leads to
death. Regulation of parasite-specific immune responses is essential to control
excessive anti-T. cruzi effector activity that may result in tissue damage. Moreover,
because autoimmunity has been hypothesized to contribute to Chagas
myocardiopathy, regulation could be also necessary to control anti-self reactivity. In
this paper we evaluated the involvement of Treg in @ murine model of chronic T. cruzi
infection. In the acute phase, a period when there is strong polyclonal lymphocyte
activation, a small increase in the number of CD4"CD25"FoxP3" spleen cells (Treg)
cells is observed, albeit of considerably lower magnitude than that of
CD4"CD25'FoxP3" effector cells. Treatment of acutely-infected mice with anti-CD25
(PC61) mADb results in discrete reduction of Treg cell numbers, but it does not affect
parasitaemia levels or acute phase heart pathology. At the chronic phase, Treg cells
numbers return to numbers of non-infected mice, in spite that the total number of
CD4" splenocytes is discretely increased in chronic mice. Treatment of chronic mice
with PC61 results in a reduction in TCD4"CD25" cell numbers, but in a small, non
significant reduction in total CD4*'FoxP3" cells. More important, the anti-T. cruzi
immune response, systemic parasite load and heart pathology were not consistently
altered in PC61-treated chronic mice compared to mice treated with isotypic control
antibodies or normal rat IgG. Failure to modify heart pathology in PC61-treated
chronic mice could be due to incomplete Treg depletion or to discrete involvement of

Trec in control of the anti-T. cruzi effector mechanisms.
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1 INTRODUGCAO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma parasitose
decorrente da infecgdo pelo protozoario Trypanosoma cruzi (Ordem Kinetoplastida,
género Trypanosoma e subgénero Schizotrypanum), endémico do continente latino-
americano com excegao das nagdes do caribe (CHAGAS, 1909; TANOWITZ et al.,
2009). A transmissao do parasita ao homem acontece, na maior parte das vezes, no
momento do repasto do inseto vetor, Triatoma sp, quando as fezes contaminadas
pelo protozoario entram em contato com a mucosa ou pele lesada (KRETTLI, 1999;
SOARES et al., 2001).

Em abril de 1909, Carlos Chagas, pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz
(I0C), comunicou ao mundo cientifico a descoberta de uma nova doenga humana.
Seu agente causal, o protozoario que denominou de Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
em homenagem ao mestre Oswaldo Cruz, e o inseto que o transmitia (triatomineos
conhecidos como “barbeiros”, dentre os quais se destaca o Triatoma infestans),
também haviam sido por ele identificados, ao final de 1908. O “feito” de Chagas,
considerado unico na histéria da medicina, constitui um marco decisivo na histéria da
ciéncia e da saude brasileiras (CHAGAS, 1909; KROPF, 2005). Apesar de ter sido
descrita ha cem anos, pelo pesquisador Carlos Chagas (1878-1934), ela continua a
representar um dos desafios mais significativos para a saude publica na América
Latina. (GASCON et al., 2008)

A doenga ainda é uma das consequéncias das baixas condicdes
socioeconémicas da América Latina (RAMSEY et al., 2005; DUTRA; GOLLOB,
2008) e mas condi¢cdes de moradia estdo diretamente relacionadas a uma maior
prevaléncia domiciliar do Triatoma infestans e, em decorréncia disso. Nos ultimos
anos a situacao de transmissao tem mudado consideravelmente devido ao sucesso
nos programas de controle dos vetores. A infec¢ao pelo T. cruzi, além de ocorrer no
momento em qu o vetor contaminado faz o respasto, como dito anteriormente, se da
pela via congénita ou pela transfusdo de sangue ou ingestdo de alimentos
contaminados (LEIBY et al., 2002; STEINDEL et al., 2008). A prevaléncia da doenca
reduziu de 16-18 milhdes de pessoas infectadas em 1990 para 9 milhdes em 2006
segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (SCHOFIELD et al., 2006).



Tese de Doutorado 17

Entretanto, paradoxalmente, e como consequéncia da emigracdo dos individuos
residentes das areas endémicas, um nuUmero cada vez maior de doentes é detectado

na Europa e Estados Unidos.

1.1 A doenga de Chagas

A doenca de Chagas pode ser caracterizada de acordo com o quadro clinico
do hospedeiro infectado em trés fases: a aguda, a indeterminada e a crbnica
(SOARES et al., 2001). O inicio da infecgao é frequentemente caracterizado por uma
fase aguda que se entende por até 2-3 meses. Nesta fase, observam-se altos niveis
de parasitemia e parasitismo tissular. Clinicamente, o hospedeiro apresenta febre,
mal-estar geral, adenomegalia, hepatoesplenomegalia, inchago no local de entrada
do parasita (chagoma de inoculag&o) e, mais raramente, sintomas de miocardite e
meningoencefalite que podem ser fatais, principalmente em criangas (KRETTLI,
1999). ApoOs a fase aguda, seguem-se a fase indeterminada (DIAS et al., 1956) e,
eventualmente, a fase cronica (DIAS, 1989), nas quais os protozoarios nao sao mais
encontrados pela analise de parasitemia direta do sangue, segundo a técnica de
Brener (BRENER, 1962). Nestas fases, a deteccdo do parasita sé é possivel por
técnicas mais sensiveis, como o xenodiagndstico, a hemocultura ou a amplificagédo
enzimatica do DNA do parasito (BRENER, 1980; CHIARI et al., 1989; GUHL et al.,
2000). Na fase indeterminada, os pacientes ndo apresentam nenhum tipo de
manifestacdo clinica, mas em 20-30% dos casos ha uma evolugcdo para a fase
cronica, que pode ocorrer em poucos meses ou em décadas (PINTO DIAS, 1995;
SOSA-ESTANI; SEGURA, 2006). Apesar dos niveis de parasitas serem
drasticamente reduzidos, € durante a fase crbnica que ocorre um agravamento do
quadro clinico da doenga de Chagas (DIAS et al., 1956). Na maioria dos casos, esse
agravamento do quadro clinico consiste em uma miocardite crbnica que,
freqientemente, determina cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca congestiva e/ou
arritmia que podem causar a morte do paciente (HIGUCHI et al., 2003). Em outros
casos, a doenga cronica apresenta uma forma digestiva, com sintomas decorrentes
dos quadros de magacolon ou megaestfago (TEIXEIRA et al., 1975). No trato

digestivo, parte das lesdes ocorrem nos neurénios aferentes, eferentes e centrais do
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sistema simpatico ou parassimpatico (JUNQUEIRA JUNIOR et al., 1992; DE
OLIVEIRA et al., 1998).

1.2 O Parasita e os modelos murinos de infecgao

O protozoario possui um complexo ciclo de vida e existe, no minimo, em trés
formas morfolégicas distintas: tripomastigota metaciclico ou tripomastigota do
sangue infectante, que é a forma infectante; epimastigotas (ocorre no inseto) e
amastigota, forma replicativa que ocorre no interior de uma variedade de células de
mamiferos (BRENER, 1973). As formas tripomastigotas invadem diferentes tipos
celulares, como fagocitos monocucleares, fibras musculares e fibroblastos.
Inicialmente formam vacuolos parasitofaros, onde podem ser mortas por
mecanismos citotoxicos ou evadir a esses e passar para o citoplasma, onde se
transformam em amastigotas (BRENER, 1973; VICKERMAN, 1985; BURLEIGH;
ANDREWS, 1995). Apos 9 ciclos de divisdo binaria, as formas amastigotas
diferenciam-se novamente em formas tripomastigotas com alta motilidade, sendo
liberadas para o exterior das células apds a ruptura destas, alcangando a circulagéo
sanguinea e disseminando a infeccdo (DVORAK; HYDE, 1973; KRETTLI, 1999).

Uma notavel caracteristica do T. cruzi € sua heterogeneidade biologica e
bioquimica. Os parasitas apresentam diferengas notaveis no seu crescimento,
tropismo tissular, composi¢gdo antigénica e viruléncia, bem como uma diferente
susceptibilidade a quimioterapia e na sua resisténcia a alguns dos mecanismos da
resposta imune (ALCANTARA; BRENER, 1978; SOUTO-PADRON et al., 1990;
MARTINEZ-DIAZ; ESARIO et al.; 2001; CORTEZ et al., 2006).

A cepa Y de T. cruzi pertence ao grupo genético Il de T. cruzi, que mais
frequentemente esta envolvido na infec¢ao peridomiciliar, e constitui uma das cepas
mais utilizadas nos modelos experimentais de infecgdo em camundongos e ratos
(SILVA, 1953). Esta cepa induz altos niveis de parasitemia e mortalidade na maioria
das linhagens de camundongo (SARDINHA et al, 2006). No entanto, os
camundongos da linhagem C57BL/6 sao relativamente resistentes (COSTA et al.,
2006; GRAEFE et al., 2006) e conseguem sobreviver a in6culos de até 1000
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tripomastigotas sanguicolas. Na fase crénica da infec¢gao causada pela cepa Y de T.
cruzi, independentemente da linhagem de camundongo, os niveis de miocardite e

miosite sdo muito baixos ou até mesmo inexistentes.

O parasita Sylvio X10/4 constitui um clone de T. cruzi que € normalmente
mantido em cultura de células “in vitro”. Este parasita pertence ao grupo genético I,
freqientemente envolvido no ciclo selvatico de infecgdo, e foi isolado de um
triatomideo utilizado no xenodiagnéstico em um paciente do Para, Brasil (SILVEIRA
et al., 1979). Trabalhos realizados em nosso laboratério mostram que este parasita
nao induz parasitemias patentes em camundongos imunocompetentes, mas induz
niveis elevados de parasitemia no camundongo knockout para interferon gama (IFN-
v-KO) e Balb/C nude (MARINHO et al., 2007). No camundongo C57BL/6, a infec¢ao
por 10° formas de T. cruzi Sylvio X10/4 induz niveis discretos de miocardite, com
escassos ninhos, por volta do dia 18 pds-infecgcdo, enquanto que no camundongo
IFN-y-KO, ocorre patologia intensa e precoce no coragdo e musculo esquelético com
destaque para um alto numero de ninhos de amastigotas (MARINHO et al., 2007).
Apesar de se tratar de um parasita aparentemente pouco virulento para o animal
imunocompetente, trabalhos do nosso laboratério tém mostrado que a cepa X10/4
de Sylvio de T. cruzi induz na linhagem de camundongos C3H/HePAS uma
miocardite crbnica intensa que apresenta caracteristicas similares a miocardite
cronica da doenga de Chagas humana (MARINHO et al., 2004).

A definicdo dos elementos do sistema imune envolvidos no controle do
parasita tem sido estabelecida em infecgdes murinas por parasitas de alta viruléncia
que induzem, na fase aguda, intensas parasitemias e alta incidéncia de mortalidade.
A despeito das suas inequivocas contribuicdes, este modelo, no entanto, tem duas
limitacbes. A primeira € que as cepas de alta viruléncia ndao sao totalmente
representativas dos parasitas envolvidos nas doencas humanas. A este respeito, e
como citado acima, em muitos dos pacientes a infecgdo transcorre sem ser
percebida, e o diagndstico é feito, anos mais tarde, por ocasido de exames de
laboratério rotineiros ou pelo aparecimento de sintomas da doenca crénica. A
segunda limitacdo é que devido ao curso da infecgao ser intenso e abrupto, modelos
de alta viruléncia ndo permitem definir com precisdao a relativa importancia dos

elementos envolvidos no controle do T. cruzi, bem como a extensao dos processos
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patogénicos (MARINHO et al., 2007). Em nosso trabalho, utilizamos camundongos
C57BL6 infectados pela cepa Y de T. cruzi para estudar a fase aguda da doenca.
Para estudar a fase crbnica, em que ocorre lesao cardiaca, a semelhanca da doenca
cardiaca crénica de Chagas humana, utilizamos a cepa Sylvio X10/4 na infecgdo de
camundongos C3H/HePas.

1.3 Aresposta imune ao T. cruzi

Os fatores que determinam as distintas formas clinicas da doenga ndo sao
completamente entendidos. No entanto, existe consenso geral de que a resposta
imune do hospedeiro frente a infecgao pelo T. cruzi é a principal responsavel tanto
pela protegdo quanto pela patogenia nos tecidos, decorrente desta resposta
(BRENER; GAZZINELLI, 1997). A resisténcia do hospedeiro durante a doenga de
Chagas experimental € dependente tanto da imunidade inata, quanto da adquirida
(ALIBERTI; CARDOSO et al., 1996). Dentre as principais células envolvidas na
resposta contra o parasita, encontram-se os macrofagos (GOBLE; BOYD, 1962;
KIERSZENBAUM et al., 1974) , as células Natural Killer (NK) (ROTTENBERG et al.,
1988,1993; RUSSO et al., 1988; TARLETON et al., 1992), linfocitos T CD4" (RUSSO
et al., 1988), T CD8+ (TARLETON et al, 1992) e linfocitos B, produtores de
anticorpos (KIERSZENBAUM; HOWARD, 1976; KRETTLI; BRENER, 1976).

O primeiro elemento que garante a sobrevivéncia e sucesso da infecgao pelo
T. cruzi é a penetracdo em células do hospedeiro (DOSREIS et al., 2007; DUTRA;
GOLLOB, 2008). Varias moléculas presentes no hospedeiro e na superficie do
parasita s&o essenciais para o processo ativo de invasdo celular (DOSREIS et al,,
2007) e sao capazes de estimular a resposta imune inata no primeiro encontro
(TARLETON, 2007). As interagdes iniciais s&o cruciais tanto para o estabelecimento
de microambiente rico em citocinas que direcionam o subseqliente desenvolvimento
de populagdes de células T efetoras e reguladoras, importantes para manutengao do
controle do parasita com ou sem patologia durante a fase crénica (DUTRA;
GOLLOB, 2008). A resposta imune inata ao Trypanosoma cruzi depende da
deteccdo do parasita por receptores (PRRs, como os TLRs e NLRs) que

reconhecem padrdes de moléculas conservadas (PAMPs) (AKIRA et al., 2006). Em



Tese de Doutorado 21

2001, o grupo de Gazzinelli apresentou o primeiro exemplo de reconhecimento de
um PAMP de patdégeno eucarioto por receptores TLR. Neste trabalho os autores
demonstraram que ancoras de GPIl da superfamilia de mucinas de T. cruzi sé&o
reconhecidas por TLR-2 e induzem a produgéo de IL-12, NO e TNF por macrofagos
(CAMPOS et al., 2001). Em outro trabalho foi demostrado que a resposta
proinflamatéria in vivo a glicoinositolfosfolipides de T. cruzi, bem como a ativagéo de
NF-xB in vitro, dependem da expressdao de TLR-4. Além disso, camundongos
mutantes de TLR-4, tais como a linhagem C3H/Hed, ndo conseguem controlar a
replicacdo do T. cruzi em estagios iniciais da infeccdo e apresentam uma
mortalidade mais precoce quando comparados com os camundongos C3H/HeN
(OLIVEIRA et al., 2004). Camundongos KO para MyD88 e TRIF, as duas principais
proteinas adaptadoras envolvidas na sinalizagdo por TLR, apresentam elevados
niveis de parasitemia (KOGA et al., 2006).

Os macréfagos e as células musculares séo os principais alvos de invasao “in
vivo” do T. cruzi durante a infecgao primaria, antes do estabelecimento da resposta
imune especifica (BRENER, 1980). O envolvimento dos macréfagos na resisténcia a
infeccdo de camundongos por T. cruzi foi evidenciado, inicialmente, pela maior
susceptibilidade dos animais cujos macréfagos haviam sido bloqueados
funcionalmente (GOBLE; BOYD, 1962; KIERSZENBAUM et al, 1974). Nos
macrofagos, o IFN-y aumenta notavelmente sua agdo tripanomicida (GOLDEN,;
TARLETON, 1991) induzindo a destruicdo de parasitas internalizados,
principalmente pela geracéo de 6xido nitrico e intermediarios reativos de oxigénio
(MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992; HOLSCHER et al., 1998).

Durante a fase aguda, ocorre uma intensa reacgao inflamatoéria tissular que
envolve diferentes tipos de leucdcitos, incluindo macréfagos e eosindfilos, e em
menor intensidade, mastécitos (TANOWITZ et al., 2009) acompanhada de um
aumento na expressao de citocinas inflamatorias, quimiocinas e 6xido nitrico sintase
(HUANG et al, 1999; MACHADO SOUTO et al, 2008). A infeccdo aguda é
caracterizada por uma intensa ativacido dos linfécitos T e aumento na expressao de
citocinas como a interleucina 2 (IL-2) e do seu receptor IL-2R (ALIBERTI et al.,
1996). Nesta fase ocorre ativagdo policlonal do compartimento linfocitario
(D'IMPERIO et al., 1985; MINOPRIO et al., 1989), sendo caracterizada por uma
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enorme expansao e diferenciagdo dos linfocitos T CD4" e T CD8" e linfécitos B. Os
linfocitos T CD4" e CD8" também s&o observadas no infiltrado inflamatério, mas na
cardiopatia cronica as células T CD8" sdo predominantes (MARTIN; TARLETON,
2005; MARTIN et al., 2006).

Além de ativar os macréfagos, as células TCD4" atuam na infecgéo pelo T.
cruzi através de outros mecanismos, tais como induzindo producédo de anticorpos
citofilicos e ativadores de complemento pelas células B, e auxiliando na ativagao das
células TCD8" (RUSSO et al., 1996; KUMAR; TARLETON, 1998).

O papel protetor dos linfocitos TCD8" no estagio precoce da infecgédo e na
fase crénica tem sido extensivamente descrito. Trabalhos demonstram um drastico
aumento na susceptibilidade a infecg&o por T. cruzi em camundongos nos quais s&o
eliminadas as células TCD8+. Assim, em modelos animais em que os linfocitos
TCD8" foram depletados por tratamento com anti-CD8, ou em camundongos
deficientes na populacdo CD8+ (CD8-KO™, TAP-1" ou p2-microglobulina™),
observa-se uma maior susceptibilidade a infeccdo por T. cruzi (TARLETON, 1990,
1995; TARLETON et al.,, 1992; RUSSO et al., 1996; KUMAR; TARLETON, 1998).
Por outro lado, o envolvimento destas células é evidenciado por estudos que
demonstram que as células TCD8" séo as predominantes no tecido cardiaco dos
pacientes com patologia crbénica (REIS et al., 1993; HIGUCHI et al., 1997). O
acumulo de linfocitos TCD8" também foi observado no sangue, cavidade peritoneal e
figado de camundongos crénicos (GRISOTTO et al., 2001). Em trabalhos realizados
em nosso laboratério, observou-se que a frequéncia de células TCD8", na fase
cronica da doenga, excede em muito aquela de animais controle, o que sugere que

essa populacao tenha papel importante na fase crénica de doenca.

A resisténcia a infeccdo dependente do padrao de citocinas e subclasses de
IgG (principalmente IgG2a) produzidas na infecgdo pelo T. cruzi, indicam que a
polarizagdo da resposta imune para um perfil funcional Th1 é fundamental para o
controle, mesmo que néo estéril, do parasita (NICKELL et al., 1993; ALIBERTI et al.,
1996). A resposta Th1 pode ser induzida pela produgdo de IL-12 e IL-18
(NAKAMURA et al., 1993; MEYER ZUM BUSCHENFELDE et al., 1997; MULLER et

al., 2001) gerada apds invasao e/ou fagocitose do T. cruzi por macréfagos
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(ALIBERTI et al., 1996; TADOKORO et al., 2004). O IFN-y é produzido inicialmente
por células NK (CARDILLO et al., 1996) e mais tardiamente pelas células TCD4"
(RUSSO et al, 1996) e TCD8" (TARLETON, 1990). Nesse processo também foi
descrita a participagao das células TCD4°CD8 yo[1 (SARDINHA et al., 2006)7.

1.4 Tratamento

As drogas utilizadas para o tratamento da doenga de Chagas sédo o
Nifurtimox, produzido pela Bayer Health Care com o nome comercial de Lampit, e o
benznidazole produzido pela Roche como Rochagan ou Radanil (TANOWITZ et al.,
2009). Langados em 1967 e 1972, respectivamente, estas drogas apresentaram
resultados satisfatérios para a eliminagdo dos parasitas na fase aguda da infecgao,
mas nao foram eficazes para o tratamento de infecgbes crénicas devido a alta
frequéncia de efeitos colaterais e baixos niveis de cura aparente (JANNIN; VILLA,
2007).

1.5 A lesao cardiaca cronica decorrente da infecgao pelo T. cruzi

Como citado anteriormente, uma fragao consideravel dos pacientes infectados
pelo T. cruzi desenvolve uma miocardite na fase crénica da doencga, quadro que
frequentemente é fatal. Nas ultimas décadas, os mecanismos que desencadeiam a
patologia chagasica cronica tém sido objeto de intenso debate (SOARES; PONTES-
DE-CARVALHO et al., 2001), e diferentes mecanismos foram propostos para
explicar o aparecimento das lesdes (KIERSZENBAUM, 1999; TARLETON; ZHANG,
1999). Das duas principais hipéteses para explicar o desenvolvimento da patologia
cardiaca na fase crénica, uma a relaciona a resposta imune direcionada aos
parasitas que persistem no coracédo do individuo, e a outra, a resposta autoimune
frente aos componentes do tecido cardiaco, desencadeada por reatividade cruzada
frente ao parasita (CUNHA-NETO; KALIL, 1995; LEON; ENGMAN, 2001; RIBEIRO-
DOS-SANTOS et al., 2001). No nosso laboratério, o estudo da infecgao cronica
causada pela infecgdo com o clone Sylvio X10/4 de T. cruzi, revelou uma associagéo
direta entre carga parasitaria cardiaca e patologia (MARINHO et al, 1999),
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resultados que sugerem que neste modelo experimental a patologia seja

consequéncia da resposta imune aos parasitas que persistem no local.

1.6 Regulagdo do Sistema Imune

A resisténcia de um organismo as infecgdes requer a geragdo de uma
resposta imune que controle o patdégeno invasor e que limite os danos colaterais
resultantes desta resposta aos tecidos proprios (BELKAID, 2008). Assim, durante a
resposta frente a um patégeno, ao mesmo tempo que os elementos efetores agem
no sentido de eliminar o parasita, mecanismos reguladores sdo ativados,
minimizando a lesdo tissular provocada pela propria resposta imune (Kotner e
TARLETON, 2007; BELKAID, 2008). Participam desta regulagéo, tanto componentes
da imunidade inata, quanto da adquirida (VITELLI-AVELAR et al., 2006). Além disso,
tem sido demonstrada a agao de varios tipos de células reguladoras, algumas das
quais sao induzidas na resposta contra infec¢des e outras consideradas reguladoras
naturais (BLUESTONE; ABBAS, 2003).

Uma subpopulagéo de células T (TCD4"'CD25"), chamada de T reguladoras
(Treg) tém sido descritas nos ultimos 15 anos como uma classe de células que
regulam a respota imune, tendo a capacidade de controlar respostas excessivas ou
prejudiciais a patdégenos ou antigenos préoprios (MALOY; POWRIE, 2001; GAVIN et
al., 2002; SHEVACH, 2002; TRZONKOWSKI et al., 2004). Apesar das Trec terem
sido descritas ha 15 anos, a agéo dessas células ja havia sido observada no final da
década de 60 do século passado. Ha 40 anos atras, foram publicados dois trabalhos
que contribuiram para a formagao da atual concepcgao de que o controle da ativagao
das células T autorreativas € mediado por uma subpopulacdo de células T, e que
este € o mecanismo chave da tolerdncia ao proprio. Assim, dois grupos de
pesquisadores demonstraram que dentre os timocitos deveria haver uma
subpopulagao celular que impediria a reatividade ao proprio (NISHIZUKA et al.,
1969; PENHALE et al., 1973). Em 1969, Nishizuka e colaboradores monstraram que
os ovarios de camundongos timectomizados logo apds o nascimento, especialmente
entre o 2° e 4° dias de vida, eram destruidos, ao que foi atribuido, mais tardiamente,

um fendbmeno de natureza autoimune (NISHIZUKA et al., 1969). Em 1973, Penhare
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et al. notificaram que a timectomia de ratos adultos, seguida de exposi¢cao de
radiacédo X, resultava no desenvolvimento de tireoidite autoimune (PENHALE et al.,
1973). Os pesquisadores destes grupos, baseando-se no fato de que a inoculagéao
de células T normais prevenia a doencga, suspeitaram de um provavel processo

autoimune decorrente da eliminacio de células T supressoras.

O primeiro grupo tentou caracterizar uma populagdo de células T que fosse
capaz de prevenir ovarite autoimune. A administracdo de células identificadas como
linfécitos T (Thy-1) obtidas de esplendcitos preveniu o desenvolvimento de ovarite, o
que os levou a concluir que estas eram as células reguladoras. Estas células
estavam presentes em animais adultos timectomizados, mas ndo em
neotimectomizados (SAKAGUCHI et al., 1982).

O segundo grupo ja havia demonstrado que a reconstituicido de ratos
timectomizados e irradiados (radiagao X) por via endovenosa com células singénicas
dos linfonodos, baco ou timo, impedia uma resposta autoimune a tiredide,
geralmente observada nesta situagao. A administragao, por via intraperitoneal, tanto
de células de linfonodos quanto de esplendcitos prevenia uma tireoidite, porém o
mesmo nao era observado quando a reconstituicdo era feita com timécitos. A
prevencdo completa da resposta autoimune foi observada, somente, quando as
células eram administradas dentro de um curto periodo de tempo apés a ultima dose
de irradiagao, ao passo que, se a transferéncia ocorresse 14 dias depois da ultima
irradiagcédo, a patologia da tiredide era moderada. Estudos preliminares utilizando o
soro especifico para as células T e o fracionamento de células do linfonodo em
gradiente linear de Ficoll, sugeriram que as células autorreguladoras eram células T
grandes (PENHALE et al., 1976).

A existéncia de células TCD4" com atividade inibitoria sobre a autoimunidade
tem sido demonstrada desde os anos 80 pela utilizacdo de modelos animais de
doengas autoimune. Como exemplo, em camundongos non-obese diabetic (NOD) e
em ratos bio-breeding, que desenvolvem Diatebes mellitus do tipo 1
espontaneamente (TD1), a inoculagdo de células TCD4" de animais normais do
mesmo alétipo previne a TD1. Além disso, também no modelo animal, a transfusao

concomitante de células TCD4" normais e células T diabetogénicas previne a
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doencga em receptores deficientes de células T (GREINER et al., 1987; MORDES et
al., 1987).

1.7 Caracterizagao de células Treg

A caracterizacdo de células Treg se deu pela identificacdo das moléculas,
CD4'CD5"" (SAKAGUCHI et al., 1985; SMITH et al., 1992), CD4'CD45R""
(POWRIE; MASON, 1990) e CD45RB"" (MORRISSEY et al., 1993; POWRIE et al.,
1993), presentes em células que apresentam fungéo reguladora. No ano de 1995,
Sakaguchi e colaboradores revelaram a molécula CD25 (a cadeia o do receptor para
IL-2 - IL-2R), como candidata a marcador de células Treg. A molécula CD25 esta
presente em uma fracdo de 5 a 10% de células TCD4" e 1% de TCD8" em
camundongos naive e humanos e estdo presentes em uma fragdo de células TCD4"
CD5"9" e CD45RB™" (SAKAGUCHI et al., 1995). Nestes estudos, a transferéncia de
células esplénicas depletadas de CD25 induzia, em camundongos BALB/c Nude,
evidéncias soroldgicas e histolégicas de doenga autoimune em maior incidéncia e
em maior numero de orgaos (incluindo estébmago, tiredide, ovarios, glandulas
adrenal e B-ilhotas de Langerhans) do que a transferéncia de células T CD5" ou
CD45RB"™". Além disso, observou-se que um numero elevado de células
TCD4'CD25 induziam doenga autoimune sistémica letal. A transferéncia de
pequeno numero de células TCD4"CD25" junto das células TCD4'CD25", por outro
lado, prevenia completamente o aparecimento doengas autoimunes (SAKAGUCHI et
al.,, 1995). Os autores, em funcdo da atividade funcional observada, deram as

células TCD4'CD25", o nome de células T reguladoras naturais.

Outras moléculas ainda foram relacionadas ao fenétipo de células Treg, cOmo
CTLA-4 (READ et al., 2000; TAKAHASHI et al., 2000) GITR (MCHUGH et al., 2002;
SHIMIZU et al., 2002), CD127 (LIU et al., 2006b) e CD103, moléculas que estao
presentes em todas as Trec sequestradas para o local de infeccdo por Leishmania
major (SUFFIA et al., 2005).

Apesar da molécula CD25 ser um marcador de células Trec em

camundongos naive, a sua expressao € induzida em células T ativadas
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(WALDMANN, 1986), de maneira analoga ao que ocorre com as moléculas GITR e
CTLA-4 (MCHUGH et al., 2002; RONCHETTI et al., 2004; SUFFIA et al., 2005).

1.8 Infecgao por T. cruzi e Imunossupressao

Diversos autores constataram que na fase aguda da infeccéo por T. cruzi
ocorre imunossupressao intensa (REED et al., 1977; CUNNINGHAM et al., 1978;
TEIXEIRA et al, 1978; HAYES; KIERSZENBAUM, 1981; ABRAHAMSOHN;
COFFMAN, 1995), que diminui gradativamente, desaparecendo na fase cronica da
doencga (HAYES; KIERSZENBAUM, 1981; CHAUSSABEL et al., 2003).

Entre os elementos que participam do processo supressor, foram descritas
moléculas que interferem com a ativagdo de células T, tais como mitégenos,
coestimuladores ou moléculas que induzem supressao de linfocitos T (DOSREIS et
al., 2005).

Os macrofagos, como citado anteriormente, também exercem acgao
supressora na fase aguda da infecgdo por T. cruzi (CERRONE; KUHN, 1991), na
qual estdo envolvidos as prostaglandinas ou oOxido nitrico, elementos efetores da
propria resposta imune, agindo em um processo de “feedback” negativo
(ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1995; PINGE-FILHO et al., 1999). Ha citocinas como
a IL-10 ou TGF-B, normalmente produzidas durante a resposta imune ao T. cruzi,
que sao elementos chave da regulacédo da resposta, agindo através da sua potente
atividade anti-inflamatoria (SILVA et al., 1991; REED et al., 1994).

Em relagdo aos constituintes do 7. cruzi que agem no sentido de evadir a
resposta imune, foram descritos a enzima trans-sialidase, com sua ac¢do anti-
inflamatoria (CHAUSSABEL et al., 2003); a mucina, indutora de anergia durante a
infeccdo (ARGIBAY et al., 2002); o glicoinositol fosfolipideo (GIPLs) ligado a
molécula de ancoramento do glicosilfostatidilinositol (GPI), bloqueador da ativagao
de linfocitos T pela inibicdo da IL-2 (DOSREIS et al., 2002) e a cruzipaina, inibidor da
acao tripanomicida dos macréfagos pela produgcédo autocrina de TGF-B e IL-10
(STEMPIN et al., 2002).
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1.9 Células T reguladoras adaptativas

Populagdes de células reguladoras que nao as células Treg naturais tém sido
descritas em respostas imune de diversas naturezas (MALOY; POWRIE, 2001,
NAKAMURA et al., 2001; KINGSLEY et al., 2002). Estas células sdo geradas de
populagdes de células T em condigbes particulares de estimulos antigénicos e
podem ser induzidas “ex vivo” pelo cultivo de células TCD4" com antigenos, ou
ativadores policlonais na presenga de citocinas imunossupressoras, em especial a
IL-10 (LEVINGS et al., 2001; BARRAT et al., 2002). Diferentemente das células Trec
naturais, as células reguladoras adaptativas originam-se fora do timo. O nivel de
expressao de CD25 nas células Treg adaptativas é variavel, dependendo do tipo de
doencga e do local em que esteja desempenhando a regulacdo (GONZALEZ et al.,
2001). Por outro lado, as fungdes in vivo das células Trec adaptativas acontecem
através de secrecao de citocinas (CHATENOUD et al., 1997; MALOY; POWRIE,
2001; BARRAT et al., 2002) e, dependendo das citocinas que produzam, IL-10 ou
TGF-Bl] tém sido classificadas como Tr1 (GROUX et al.,, 1997; JONULEIT et al.,
2000; KEMPER et al., 2003) ou Th3 (INOBE et al, 1998; WEINER, 2001),
respectivamente. Em um grande numero de infecgdes, tais como malaria murina, as

Tr1 sao as principais responsaveis pela produgao de IL-10 (VIGARIO et al., 2007).

Estas células reguladoras adaptativas possuem muitas das caracteristicas
das células Treg naturais, mas podem diferir em marcadores de superficie celular e
caracteristicas funcionais (BLUESTONE; ABBAS, 2003).

1.10 FoxP3 — marcador exclusivo de Treg

Em 1982, o estudo de casos de pacientes que apresentavam altos indices de
doencgas endocrinas autoimune levou a descoberta de uma mutacdo em um gene
presente no cromossomo X. A sindrome causada por esta mutagdo deu-se o nome
de desregulagdo imune ligada ao cromossomo X, poliendocrinopatia, enteropatia
(Immune-Dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, and X-Linked Syndrome -
IPEX) (POWELL et al., 1982). Assim, IPEX é uma doenga recessiva que esta
relacionada ao aparecimento, em recém-nascidos, de diabetes mellitus dependente
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de insulina, infecgdes, enteropatia, trombocitopenia e anemia, outras
endocrinopatias, eczema e caquexia (LEVY-LAHAD; WILDIN, 2001).

Em 1991, foi descrito um camundongo que apresenta mutaga recessiva na
porcdo terminal do cromossomo X, denominado Scurfy, que apresentava
hiperativacdo de linfocitos TCD4" e produgéo elevada de citocinas proinflamatérias
(GODFREY et al,, 1991). O mutante Scurfy era semelhante a animais destituidos
das moléculas CTLA-4 ou TGB-B[] que também desenvolviam patologia decorrente
da falta da regulagdo das células TCD4" ativadas. O estudo deste camundongo
mutante levou a identificagdo do gene defectivo para a codificagdo da proteina
FoxP3. Essa € uma proteina conservada em humanos e € um membro da familia de
fatores de transcricdo reguladores forkhead/winged-helix. Estudos posteriores
mostraram que doengas autoimune ligadas ao cromossomo X, como a sindrome de
desregulagdo autoimunidade alérgica, a diabetes mellitus neonatal e a IPEX
estavam ligadas a genes ortdlogos ao gene defectivo dos camundongos Scurfy
(CHATILA et al., 2000; BENNETT et al., 2001; WILDIN et al., 2001).

Estudos posteriores revelaram a especificidade de FoxP3 no desenvolvimento
e funcdo de células Treg (CD4°CD25%). A partir de entdo, passou a representar o
marcador exclusivo de células T com fungdo reguladora, independentemente da
expressao de CD25 (FONTENOT et al.,, 2003; HORI et al., 2003; KHATTRI et al.,
2003). A transfeccéo de FoxP3 em células TCD25CD4" as tornavam supressoras da
proliferacdo de outras células T in vitro e sua inoculagao prevenia o desenvolvimento
de doencgas autoimunes e da doenga inflamatéria digestiva (IBD - inflamatory bowel
disease) (HORI et al., 2003). Desta forma, atualmente, € aceito que a tolerancia
periférica é ativamente sustentada por células Treg CD4°CD25%, que expressam
FoxP3 e que compreendem de 5 a 10% das células TCD4" da periferia de
camundongos naive (SAKAGUCHI, 2005).

Evidéncias experimentais sustentam a idéia de que o controle da
imunopatologia pelas Trec pode ser particularmente importante para a protegao de
ambientes imuno privilegiados ou tecidos com fungbes altamente especializadas,
como figado e olhos (HESSE et al., 2004; SUVAS et al., 2004). No entanto, ao

preservar a homeostasia no hospedeiro, controlando a resposta imune, as células
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Trec aumentam a sobrevivéncia dos patégenos (SCOTT-BROWNE et al., 2007) e,
em alguns casos, a persisténcia desses. No modelo murino, Belkaid et al. (2002)
demostraram que células Treg acumulam-se no sitio de infeccdo por Leishmania
major, suprimindo a capacidade efetora das células T na eliminacido deste
protozoario. A remog¢ao das Trec aumenta a resposta imune, levando a uma
completa erradicagdo do parasita no local da infeccdo. No entanto, esta cura
esterilizante, resulta na perda da imunidade que confere resisténcia a uma re-

infeccao pelo mesmo parasita (BELKAID et al., 2002).

As células Treg suprimem a patologia que resulta da resposta imune contra
determinados microrganismos ao limitar a acao efetora linfocitaria que causaria a
lesao tecidual. Isso foi demonstrado no modelo murino de doencga inflamatdria do
intestino (intestinal bowel disease - IBD) em camundongos com imunodeficiéncia
severa combinada (SCID) (SHIMIZU et al., 2002). Camundongos SCID sofrem de
IBD pela transferéncia de células T depletadas de células Treg, quadro clinico que
nao ocorre quando se transferem células T totais. A deplegao de células Treg parece
induzir uma hiper-reatividade dos linfocitos TCD4" frente as bactérias comensais do
intestino, que culmina no desenvolvimento do quadro de IBD. Desta forma, quando
se utilizam camundongos SCID criados em condigbes “germ-free” (livres de
patdgenos), a transferéncia das células T depletadas de Trec né@o induz o
desenvolvimento de IBD. De forma semelhante, foi demonstrado que a transferéncia
de células T depletadas de células Treg induz pneumonite severa em camundongos
SCID, cronicamente infectados com Pneumocytis carinii, mas iSso nao ocorre
quando se transfem células T totais (HORI et al., 2002). Estes experimentos indicam
que as células Trec impedem que a resposta imune aos microrganismos se torne

excessiva, minimizando o desenvolvimento de imunopatologia nos hospedeiros.

1.11 Deplegio das células TCD4'CD25"

A administracdo de anticorpos monoclonais anti-CD25 para depletar as
células T reguladoras CD25" (Treg) em camundongos tem sido pratica comum para
inferir a funcéo desta subpopulagao (ZELENAY; DEMENGEOQOT, 2006). A deplecao

de células Treg pela utilizagado dos anticorpos anti-CD25 (clone 7D4 e PC61), porém,
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foi contestada, e o aumento da resposta efetora observado apds o tratamento com
este anticorpo relacionado a uma perda de fungdo das células TCD4'CD25" e ndo a
eliminagdo destas células (KOHM et al., 2006). Estes autores verificaram os efeitos
do tratamento com anticorpos produzidos pelos clones 7D4 ou PC61 estimando a
expressdo de CD25" e FoxP3" através de citometria de fluxo e real-time PCR
(KOHM et al., 2006). Em relacdo ao tratamento com monoclonal 7D4, resultados
idénticos foram obtidos pelo grupo de Demengeot (2006), que observou uma
diminuigdo na expressdo de moléculas CD25", mas n&o na frequéncia de células
que expressam FoxP3. Entretanto, quando o tratamento foi realizado com anticorpos
do clone PC61, estes mesmos autores obtiveram resultados diferentes. Assim, a
injecdo de PC61 resultou na eliminacédo de células CD25" e em uma diminuigdo de
45% no numero de células do baco que expressam CD4'FoxP3" esplénicas. Estes
autores concluiram que a injegao de anti-CD25 proveniente do hibridoma PC61, que
tem sido o monoclonal mais utilizado, interfere com a funcéo de Treg in vivo e resulta
da deplecao de parte das Treg (ZELENAY; DEMENGEOQOT, 2006). De forma analoga,
outros autores tém constatado que o anticorpo PC61 remove apenas 50% do total
de células FoxP3", mas esta deplecdo parcial & suficiente para permitir o
desenvolvimento de patologia, no caso, encefalomielite autoimune, em resposta a

estimulacdo subotima de linfocitos T autorreativos (STEPHENS et al., 2005).

Estudos mostraram que a administragao de uma unica dose de PC61 no dia -
1 relativo a inoculagdo de células de melanoma resulta em diminuicdo do
crescimento do tumor, mas nao induz um aumento no tempo de sobrevivéncia dos
camundongos tratados (MATSUSHITA et al, 2008). Além disso, estes autores
também verificaram uma diminuigdo das células CD4*CD25"Foxp3* que infiltram o

tumor no dia 14 da inoculagdo do melanoma.

A infeccdo de camundongos C57BL/6 com H. pylori induz um aumento
acentuado no numero de células FoxP3" no trato gastrointestinal, que aumenta ao
longo dos meses, junto com a severidade da inflamacgéo, até se estabelecer uma
condigdo homeostatica. Em concordéncia, em pacientes infectados com
Helicobacter, mas ndo em individuos nao infectados, um grande numero de células
gastricas FoxP3" & detectado por imunohistoquimica. Para avaliar a funcionalidade

in vivo desta resposta, células CD25" foram depletadas sistemicamente de
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camundongos pela adiministracdo de anticorpos PC61. Apds quatro semanas de
infeccdo, os camundongos tratados com PC61, ao contrario dos animais controle,
desenvolveram uma gastrite severa, com aumento de expressao de citocinas e do
numero de linfécitos (T e B) e de macréfagos na mucosa, acompanhado de um
aumento nos titulos de IgG1 e IgG2c (especificas para H. pylori) no soro dos
camundongos tratados com PC61 e por uma redugdo na carga bacteriana (RAD et
al., 2006).

A administrac&o de anti-CD25 (PC61) reduz de forma significativa a incidéncia
de leucemia que ocorre apds longo periodo de laténcia em camundongos expostos a
radiacdo (UENAKA; NAKAYAMA, 2003). Além disso, o tratamento com anti-CD25
(PC61.5) de fémeas B/WF1, filhas de maes NZB e paisINZW, trés dias apds o
nascimento, induz o desenvolvimento de glomerulonefrite, assim como o aumento do
titulo de anticorpos anti-nuclear IgG2a, um aumento da produgao de IL-6 e INF-y, e

uma diminui¢do da produgao de TGF- (HAYASHI et al., 2005).

A deplecéo de células CD25" por anti-CD25" (PC61) leva a uma diminuigéo
da parasitemia em animais infectados por Plasmodium berghei NKG65,
particularmente em animais imunizados (VIGARIO et al., 2007). Outros estudos
demonstram que a resposta imune primaria mediada por células CD8" aumenta
quando as células Treg (CD4" CD25") sdo depletadas antes da infecgdo pelo
Plasmodium (HISAEDA et al., 2004).

1.12 TREG e T. cruzi

A doenga de Chagas € consequencia de um processo infeccioso crbénico, no
qual o parasita consegue persistr em numero reduzido, a despeito do
desenvolvimento de uma intensa resposta imune especifica que inclui células B,
células TCD8" e células TCD4" com perfil funcional Th1. Pelo carater cronico desta
interacdo parasita-hospedeiro, € de se esperar que junto aos mecanismos efetores
anti-T. cruzi sejam ativados diversos elementos regulatérios que impegam ou
minimizem o dano tecidual secundario a agao da resposta efetora ao parasita. Além

disso, na miocardiopatia chagasica cronica, junto aos clones T parasito-especificos,
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poderiam estar participando no infiltrado inflamatorio e génese da leséo, clones
autorreativos ativados por reatividade cruzada entre o parasita e proteinas do tecido

cardiaco.

Desta forma, estudos detalhados dos processos regulatérios da resposta
imune que s&o ativados durante a infeccdo devem proporcionar um melhor
entendimento da fisiopatologia da doenga de Chagas. Tendo isso em mente, no
presente projeto nos propusemos a estudar, em modelo murino de infecgédo pelo T.
cruzi, o envolvimento das células T reguladoras (Treg, CD4"'CD25'FoxP3") no

controle da resposta imune ao parasita e no desenvolvimento da patologia.
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2 OBJETIVOS

No presente trabalho nossos objetivos foram:

1) Analisar as mudangas na populagdo de células TCD4'CD25'FoxP3" nas

fases aguda e cronica da infecgao pelo T. cruzi.

2) Analisar os efeitos do tratamento com o anticorpo monoclonal anti-CD25
(clone PC61) na fase aguda da infeccédo pelo T. cruzi. efeito na populagdo Trec,

assim como na carga parasitaria e patologia cardiaca.

3) Analisar os efeitos do tratamento com o anticorpo monoclonal anti-CD25
(clone PC61) na fase crbnica da infecgdo pelo T. cruzi: efeito na populagdo Treg,
assim como na resposta imune ao parasita, carga parasitaria subpatente e patologia

cardiaca.
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3 ABORDAGEM EXPERIMENTAL

O estudo das células Treg na infeccdo murina pelo T. cruzi foi abordado em
dois modelos diferentes, os modelos de infecgdo por parasitas das cepas Y e Sylvio
X10/4.

Os estudos de fase aguda, assim como alguns dos estudos de fase cronica,

foram realizados em camundongos C57BL/6 infectados pela cepa Y de T. cruzi.

Para os estudos de patologia na fase crénica foram utilizados camundongos
C3H/HePAS infectados pelo parasita miotropico Sylvio X10/4, modelo que
desenvolve um quadro de miocardiopatia progressiva, semelhante ao da doenca

humana.
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Artigos sobre o papel das Tgreg na infecgao pelo T. cruzi publicados
posteriormente ao inicio desta tese

No ano de 2007, ou seja, dois anos apds o inicio desta tese, foi publicado o
artigo “Endogenous CD4(") CD25(") regulatory T cells have a limited role in the
control of Trypanosoma cruzi infection in mice” de J. Kotner e R. Tarleton. Um ano
mais tarde, P. Sales-Junior e colaboradores publicaram o artigo “The regulatory
CD4'CD25" T cells have a limited role on pathogenesis of infection with
Trypanosoma cruzi” e logo em seguida, um outro artigo foi publicado, “The
involvement of CD4°CD25" T cells in the acute phase of Trypanosoma cruzi
infection”, assinado por F.S. Mariano e colaboradores. Uma vez que esses trés
artigos lidam com o mesmo topico abordado na presente tese e utilizam a mesma
abordagem para examinar o papel das Treg (0 tratamento com monoclonais anti-
CD25), optamos em fazer um pequeno resumo dos principais achados desses, o
que deve servir de apoio, ou de contraste, na apresentacdo dos nossos resultados.

No trabalho de Kotner e Tarleton de 2007, foram utilizados dois modelos
experimentais murinos de infeccéo pelo T. cruzi. No primeiro modelo, camundongos
C57BL/6 foram tratados com anticorpos monoclonais anti-CD25 (do clone 7D4) e, a
seguir, infectados por parasitas da cepa Tulahuen. No dia 6 pés infecgdo (p.i.) a
frequéncia de células CD4°CD25" mostrou-se bastante diminuida nos animais
tratados, os quais apresentaram no dia 15 p.i. um modesto aumento na frequéncia
de células TCD8" especificas para o epitopo imunodominante do T. cruzi TSkb20.
Contudo, n&o se observaram diferencas na sobrevivéncia dos grupos tratados com
monoclonal 7D4 ou nao tratados. No segundo modelo com parasitas da cepa Brazil,
um parasita que permite a sobrevivéncia na fase aguda, ndo observaram mudangas
no estado geral, longevidade ou curva de peso entre os animais infectados tratados
com anti-CD25 e nao tratados. Além disso, o nimero de células CD8" especificas
para peptideos importantes do T. cruzi, assim como a frequéncia de células CD8"
produtoras de IFN-y e o nivel de citotoxicidade in vivo frente a células alvo pulsadas
com peptideos de T. cruzi ndo se modificou nos animais infectados e tratados com

anti-CD25. Finalmente, os autores analisaram a frequéncia de células FoxP3*
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(scurfin®) no bago e linfonodos, ndo observando nehuma diferenga entre os animais
infectados e os controles ndo infectados. Neste trabalho ndo avaliaram a frequéncia
ou numero de células FoxP3" para verificar se houve deplecdo das Treg apos
tratamento com anti-CD25, sendo que a efetividade do tratamento foi monitorada
exclussivamente através da analise da frequéncia da populagdo CD4'CD25". Além
disso, neste modelo ndo foi realizado nenhum estudo relativo ao efeito do tratamento

com anti-CD25 na patologia da fase cronica.

No estudo de Sales-Junior e colaboradores, o tratamento com anti-CD25
(PC61) foi avaliado em infecgbes de camundongos C57BL/6 por T. cruzi de duas
cepas diferentes: as cepas Colombiana e Y. O tratamento com PC61 nao afetou o
curso da infeccdo por 50 parasitas da cepa Y, ou por 1000 parasitas da cepa
Colombiana. No entanto, o tratamento determinou uma diminuicdo da parasitemia e
discreto aumento de sobrevida na infeccdo por 50 parasitas da cepa Colombiana,
sugerindo que o tratamento induz um reduzido efeito protetor. Para verificar se o
maior controle do T. cruzi (da cepa Colombiana) ocorreu em consequéncia de um
aumento da resposta imune, dada pela eliminacdo das células Treg, 0s autores
analisaram a producdo de diversas citocinas no soro dos animais infectados,
tratados ou ndo com anti-CD25. Entretanto, ndo verificaram qualquer diferenga na
producdo de IFN-y, TNF-a, IL-6 ou MCP-1 entre os dois grupos experimentais,
apesar de que no grupo tratado com PC61 se observava uma tendéncia a uma
maior produgdo de IFN-y. Em forma analoga n&o observaram diferengas
reprodutiveis na produgao de IFN-y ou IL-10 por esplendcitos dos animais infectados
estimulados in vitro com anti-CD3 ou antigeno de epimastigotas. O estudo do
coracao de animais infectados por 30 dias revelou que a inflamacao era similar nos
grupos tratados com PC61 e n&o tratados, bem como ndo se observaram diferengas
no nivel de citocinas produzidos localmente no coragdo dos animais de ambos os
grupos. Os autores finalizaram o trabalho analisando os niveis de mMRNA para FoxP3
no coragao dos animais infectados e verificaram que ha um pequeno aumento no
curso da infec¢gdo. Analogamente ao trabalho anterior, ndo foram analisados neste
estudo os efeitos do tratamento com anti-CD25 na expressédo de FoxP3 no coragao

ou baco.
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Finalmente, Mariano e colaboradores estudaram o efeito do tratamento com
PC61 em camundongos BALB/c infectados por T. cruzi da cepa Y. Neste artigo
também avaliaram o efeito do tratamento com monoclonais anti-GITR, resultados
que ndo resumiremos pelo fato de serem pouco relevantes a esta tese. Em um
primeiro grupo de experimentos a presenca de células FoxP3" no coragdo de
animais infectados por 16 dias foi demonstrada por imunohistoquimica. Apesar deste
resultado, nos animais tratados com PC61 e infectados ndo observaram qualquer
mudang¢a no nivel de patologia cardiaca (na intensidade do infiltrado, numero de
células CD4" e CD8", numero de células IFN-y* e presenga de ninhos de
amastigotas), apesar de mostrarem uma expresséo diminuida de iINOS no coragéo
em relacdo aos animais nao tratados. Paradoxalmente, os animais tratados com
PC61 exibiram uma tendéncia a maior parasitemia e sofreram uma redugao
importante na sobrevida em relacdo aos animais ndo tratados. Em relagcdo a
resposta imune dos animais tratados com PC61, n&o se observaram mudangas nos
niveis séricos de nitratos nos animais tratados, porém a expressao de IL-10, TGF-p,
IFN-y e IL-12 no coragao se mostraram diminuidas em relagdo a dos animais nao
tratados. Por outro lado, os autores nao observaram diferengas no numero total de

esplendcitos CD4"CD25" (no dia 16 p.i.) entre os grupos tratado e néo tratado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Camundongos e cepas de T. cruzi utilizadas

Foram utilizados camundongos C57BL6 machos para o estudo de células
Trec nas fases aguda e crénica, infectados com 10° formas tripomastigotas da cepa
Y de T. cruzi por via intraperitoneal (i.p.). Na fase aguda, além da avaliacdo do
fendtipo das células Treg, também foram avaliados niveis de infiltrado inflamatorio

no coragao destes camundongos e parasitemia do sangue.

Para o estudo da lesdo cardiaca na fase crénica da doenga, camundongos
C3H/HePas, fémeas, foram infectadas com 10° formas tripomastigotas da cepa
Sylvio X10/4 de T. cruzi.

A manutencéao “in vivo” da cepa Y de T. cruzi foi realizada em camundongos

da linhagem A/J por repiques semanais.

Os clones X10/4 da cepa Sylvio de T. cruzi foram mantidos por sucessivas
passagens em cultura de células LLCMK2 em meio RPMI suplementado com 3% de
soro bovino fetal (SBF).

As cepas Y e Sylvio (clone X10/4) de T. cruzi sdo provenientes do Instituto

Butantan e da UNIFESP, respectivamente.

4.2 Producao e purificagao dos anticorpos

Os anticorpos monoclonais (MoAb) anti-CD25 utilizados nos ensaio de
deplecdo de células TCD4'CD25" foram obtidos do sobrenadante de cultura do
hibridoma PC61, gentiimente cedido pela Dr® Glaucia C. Furtado do Mount Sinai
Hospital, New York, USA. Para a producdo do sobrenadante, o hibridoma foi
cultivado em frascos com meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% SBF,
2 mM L-glutamina, 2 mM de piruvato, 5,5 mM de 2-mercaptoetanol e 1% de solugéo
de penicilina/estreptomicina (10.000 Unid/mL e 10.000 ug/mL), a 37 °C, em estufa de
CO:s.
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O hibridoma GL113 (IgG1 de rato anti-B-galactosidase de Escherichia coli),
controle isotipico do anti-CD25, foi cedido, gentiimente, pela prof? Dr?® lIses
Abrahamsohn, do Departamento de Imunologia, do Instituto de Ciéncias Biomédicas,

da Universidade de Sao Paulo.

Outro anticorpo utilizado como controle do anti-CD25 foi IgG total obtido do
soro de ratos.

Para purificagdo dos anticorpos MoAb PC61, GL113 e IgG total de ratos, o
sobrenadante das culturas e o soro de ratos foram purificados apds passagem
consecutiva por bomba peristaltica (Pump P-1, Pharmacia Biotech) e coluna de
proteina G (HiTrap™ Protein G HP — GE Healthcare), previamente equilibrada com
tampao NaH,PO4 20 mM, pH 7. Os MoAb ou IgG de rato adsorvidos a coluna foram
eluidos pela passagem do tampéao Glicina-HCI 100 mM, pH 2,7. O Ph do eluido
fracionado foi neutralizado pela adi¢do de solugdo Tris 1 M, pH 9 na concentragao
de 1:10 (v/v). A dosagem de proteina foi feita pela técnica de Lowry (LOWRY et al.,
1951) para identificacdo das fragdes que continham os MoAb ou IgG. Das fragdes
positivas para anticorpos, fez-se um pool e esse foi dialisado em tampao
fosfato/salina (PBS). Apds nova dosagem e ajuste da concentragcado de proteina [1
mg/mL] a solucéo foi filtrada (0,22 um), aliquotada em volumes de 10 ml e estocada
a4°C.

O MoAb JESG6-IA12 (anti-IL2) utilizado no experimento de proliferacdo de

células CD25’, in vitro, foi gentilmente cedido pela Dr? Claudia Zago.

4.3 Tratamento com anticorpo anti-CD25 (PC61)

Nas experiéncias de fase aguda, os camundongos foram tratados com 1 mg
de MoAb anti-CD25 nos dias -6, -4 e -2, relativos a data de infeccdo com a cepa Y
de T. cruzi, por via i.p.. Nas experiéncias de fase cronica, o tratamento com
anticorpo anti-CD25 ou controle (is6tipo GL113 ou alternativamente IgG total de rato)
foi realizado 1 més antes do sacrificio dos animais a cada 2-3 dias com doses de 0,2
mg/animal por via i.p.. Para verificar a eficiéncia da deple¢do os camundongos foram

sacrificados em diferentes dias durante e apds o tratamento para avaliacdo da
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freqiéncia de células Treg (CD4'CD25'FoxP3* ou CD4'FoxP3") do bago e do

sangue, por citometria de fluxo, como descrito posteriormente.

4.4 Determinagao da parasitemia e carga parasitaria

Na fase aguda, a parasitemia foi determinada pelo exame direto do sangue
em diferentes intervalos apés infeccdo (BRENER, 1962). Na fase cronica, a carga
parasitaria oculta foi revelada por cultura em meio Liver Infusion Tryptose (LIT) a 29

°C, por 40 d, de aliquotas de 5 uL de sangue heparinizado (em triplicata).

4.5 Estudo histopatolégico

Para este estudo, os animais foram sacrificados em cadmaras de CO, de
acordo com as recomendagdes da comissao de ética em experimentacdo animal. Os
orgaos coletados foram imediatamente fixados por 24 h em solugdo de formaldeido
10% e depois armazenados em solucdo alcodlica 70% até serem emblocados em
parafina. Dois cortes sagitais de 5 um, ndo consecutivos de cada 6rgao (coragao,
figado e quadriceps) foram corados por hematoxilina-eosina para posterior atribuigdo
de “scores” através de microscopia Optica. Nos diferentes compartimentos do
coracao, pericardio, endocardio, miocardio e auriculas foram atribuidas pontuacoes
que variaram de 0 a 5 de acordo com a intensidade de infiltrado. Também foram
contados os ninhos presentes no coragao.

4.6 Obtencgao de leucécitos do bago e do sangue

Os leucocitos foram obtidos pela maceragdo dos bagos dos camundongos
sacrificados como descrito anteriormente. Os leucdcitos do sangue, coletados para
monitoramento da acdo do tratamento com anti-CD25 in vivo, foram obtidos pelo
sangramento retrorbital, apdés o0s animais serem anestesiados, conforme
recomendagdes da comissdo de ética em experimentacdo animal. Estas células
foram ressuspensas em tubos com RPMI 1640 suplementado com 3% de SBF e

submetidas a centrifugagao (300 x g), por 10 min. O sobrenadante foi desprezado e
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ao pellet de células adicionou-se 1 mL de tampao de lise de eritrécitos (150 mM de
NH4CI, 10 mM de NaHCO; e 0,5 mM de EDTA), seguindo-se incubagéao por 5 min.
Apos ciclo de lavagens (2 x) o numero de leucdcitos foi estimado pela contagem em
camara de Neubauer. Essas células permaneceram em meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% SBF, 2 mM L-glutamina, 2 mM de piruvato, 5,5 mM de 2-
mercaptoetanol e 1% de solu¢cdo de penicilina/estreptomicina (10.000 Unid/mL e

10.000 pg/mL), a 4 °C, até o momento em que foram realizados os ensaios.

4.7 Analise de populagoes por citometria de fluxo

As células (1 x 10°) obtidas como descrito anteriormente foram adicionadas a
pocos de fundo em U de placas de 96 wells. Apds centrifugagdo e descarte do
sobrenadante, foram adicionados 0,5 puL de anticorpos anti-CD16/32 (Fc Block)
diluidos em 10 uL de staining buffer (PBS, 1% de SBF e 0,05 de azida sddica) por
poco, seguindo-se de incubagdo por 20 min, a 4 °C. A esta diluigdo foram
adicionados os MoAb conjugados a FITC, PE ou CyChrome em diferentes
combinagdes para marcacgéo celular externa, seguindo-se de incubagdo a 4 °C por
30 min. Os MoAb usados foram os anti-CD4, anti-CD8, anti-B220, anti-CD122, anti-
GIRT, anti-CD25, anti-CD127, anti-CD44, anti-CD69 e anti-CD103 obtidos
comercialmente da empresa BD-PharmingenTM. Para a marcacdo do fator de
transcricdo FoxP3, as moléculas externas das células, CD25, CD4 ou GITR, foram
marcadas e apds lavagem com staining buffer, incubadas em solugao
Cytofix/cytoperm™ (Kit Cytofix/cytoperm ™ Plus da BD Bioscience) por 30 min, ao
abrigo da luz. Apds lavagem das células com PBS por centrifugagao, adicionou-se
solugdo de PBS, 0,1% paraformaldeido e 0,05% de Tween 20, seguindo-se nova
incubacédo de 30 min, ao abrigo da luz. Apds lavagem com PBS por centrifugagao
as células foram incubadas com anticorpo anti-FoxP3 da eBioscience™ conjugados
a FITC ou PE. Como controle utilizou-se o anticorpo is6tipo de FoxP3 que é o
anticorpo de rato da classe IgG2a-x| marcados com FITC ou PE (eBioscience™).
Apods lavagem com staining buffer por 3 vezes, as células foram ressuspensas em
0,3 mL de tampado e submetidas a citometria de fluxo em aparelho FACScan -
Becton Dickinson Montain View, USA. A analise dos dados foi realizada em
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programa FlowJo (Flow Cutometry Analysis Software) e os resultados foram

expressos em figuras e graficos.

4.8 Obtencao do Ag de T. cruzi

Parasitas provenientes do sobrenadante das culturas em células do rim de
macaco (Lipid metabolism of monkey kidney - LLC-MK-2) foram lavados 3 vezes em
PBS estéril por centrifugacdo e submetidos a 20 ciclos de congelamento e
descongelamento para rompimento da membrana plasmatica como descrito na
literatura (SAKAGUCHI et al., 1995). A concentragdo de antigeno foi ajustada para
1,5 x 102 parasitas/mL e aliquotas de 1 mL foram armazenadas a -20 °C.

4.9 Determinagao da producao de IFN-y por células T

Para deteccdo intracelular de IFN-y foi utilizado o kit de permeabilizagao
Cytofix/Cytoperm™ Plus (BD Biosciences), conforme protocolo do fabricante. Em
resumo, 1 X 10° esplendcitos foram diluidas em solugdo com Stop Golgi
(monensina) e incubadas na presencga de antigeno de T. cruzi ou anti-CD3, por 12
horas a 37 °C, em estufa de CO,. Apds a incubacado, foi realizada marcacéao
extracelular das moléculas CD4 e CD8. Apds esta etapa, as células foram fixadas e
permeabilizadas com Cytofix/Cytoperm por 20 minutos e em seguida lavadas com
Permwash. As células foram incubadas com anticorpos anti-IFN-y e apds lavagem
foram ressuspensas em 0,3 mL de staining buffer. As células marcadas foram
submetidas a citometria de fluxo e a analise dos resultados foi feita em programa

FlowdJo ( Flow Cutometry Analysis Software).

4.10 Ensaio de Proliferagao

Os esplendcitos (3 x 10) obtidos como descrito anteriormente, em condigéo
estéril, foram incubados em 5 mL de tampao PBS, BSA 0,1% e carboxifluoresceina
sucinimidil ester (CFSE) 5 nM, a 37 °C, por 20 minutos. Apds esta incubacao,

realizou-se a lavagem das células em RPMI suplementado com 3% de SBF. Nova
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incubagédo a 37 °C, em RPMI suplementado com 3% de SBF foi realizada para
eliminacdo do CFSE n&o adsorvido. Apo6s centrifugacdo e eliminagdo do
sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% SBF, 2 mM L-glutamina, 2 mM de piruvato, 5,5 mM de 2-
mercaptoetanol e 1% de solugdo de penicilina/estreptomicina (10.000 Unid/mL e
10.000 pg/mL). As suspensdes de células foram adicionadas em pogos em duplicata
em placas de 96 pocos. Em cada pogo foram adicionadas 1 x 10° de células diluidas
em 200 uL de meio (controle negativo), para o controle positivo foram adicionados
anti-CD3 na concentragéo de 0,3 uL/mL e para a proliferagdo antigeno-especifica
foram adicionados 10 uL de solugdo contendo lisado de T. cruzi (aproximadamente
1,5 x 10° formas tripomastigotas). Apds cultura de 72 ou 96 h, os esplendcitos foram
lavados em staining buffer e incubados com anti-CD4-PE e anti-CD8- CyChrome,
por 30 min, a 4 °C. Apds lavagem por centrifugacdo os esplendcitos foram
submetidos a citometria de fluxo. A analise dos resultados foi feita em programa
FlowJo (Flow Cutometry Analysis Software).

4.11 Ensaio de Proliferagao de esplendcitos totais ou células CD25

Este ensaio foi realizado para avaliarmos se a deplecdo de células CD25" dos
esplendcitos de animais crénicos (CD25°) teria com consequéncia uma maior
proliferagdo quando esses, em cultura, fossem estimulados com antigenos
especificos (solugdo de lisado de T. cruzi). Para cada tratamento foi utilizado um
baco de animal crénico (5° més de infecgdo). Os bagos dos camundongos C57BL6
foram macerados em RPMI suplementado com 3% SBF e apds centrifugagao e
eliminacdo do sobrenadante adicionou-se tampao de lise, incubando-se por 4
minutos a 0 °C. Apd6s 3 ciclos de lavagem com RPMI suplementado com 3% de
SBF, os esplendcitos utilizados para obtencéo de células CD25 foram ressuspensos
em 2 mL de tampé&o PBS, pH 7,2, BSA 0,5% e EDTA 2 mM ao qual se adicionou 25
uL de anticorpo anti-CD25-PE. Apés incubacéo de 20 minutos seguida de 3 ciclos de
lavagem o pellet de células foi ressuspenso em 2 mL de tamp&o ao qual se
adicionou 200 uL de solugcdo de beads anti-PE. Apds incubagédo e 3 ciclos de

lavagem as células foram submetidas a coluna imantada que reteve as células
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CD25". A fragéo negativa para CD25 ainda foi submetida & passagem por uma nova
coluna para retencéo de eventuais células marcadas que nao tivessem sido retiradas
na primeira passagem. A avaliacdo da pureza das células foi feita por citometria de
fluxo apos marcagdo com FoxP3-FITC e CD4-Cycrome e analise pelo programa
FlowJo (Flow Cutometry Analysis Software).

As células foram adicionadas em duplicata em numero de 1 x 10° por poco
em 200 pL meio de cultura completo com 1,5 x 10° tripomastigostas lisados, para
outros tratamento foram adicionados anticorpos anti-IL2 (MoAb JES6-IA12) ou IL-2

recombinante (PeproTech).

4.12 Citocinas de esplenécitos estimulados com ag (in vitro)

A determinacdo dos niveis de citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4 e IL-5 do
sobrenadante de culturas de 72 h de esplendcitos estimulados com antigeno de T.
cruzi foi realizada pela utilizacdo do kit CBA (Cytometric Bead Array) Th1/Th2
conforme recomendacdes do fabricante (BD Biosciences). A cada 50 yL de amostra
de sobrenadante ou diluicdes padrao das citocinas Th1/Th2 adicionou-se um pool de
beads de captura especificas para todas as citocinas citadas. A essas misturas foi
adicionado o reagente de detecgdo conjugado ao fluorocromo PE. Apds 2 h de
incubacéo a temperatura ambiente, na auséncia de luz, foram adicionados aos tubos
1 mL de tampé&o de lavagem seguindo-se a centrifugagcado a 200 x g por 5 min. O
sobrenadante foi desprezado e os pellets de beads foram ressuspensos em tampéo
de lavagem para serem submetidos a citometria de fluxo, de acordo com a
intensidade de fluorescéncia de cada bead de captura em FL3, para cada citocina.
As concentracbes das citocinas foram determinadas através da média de
fluorescéncia em FL-2 com base na curva padrao obtida para cada citocina. O limite
de detecgdo para todas as citocinas foi 20 pg/ml. A analise dos resultados foi feita
em programa FlowdJo (Flow Cutometry Analysis Software).
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4.13 Real Time — reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR)

As amostras de tecido do coragao foram imediatamente armazenadas em
criotubos imersos em nitrogénio liquido. Para extracdo do RNA utilizou-se um
homogenizador de tecidos (MA102, Marconi) para processar as amostras
adicionadas de Trizol (Invitrogen). A extracdo do RNA foi realizada de acordo com as
instrugdes do fabricante. A concentragdo e a qualidade do RNA foram estimadas por
leitura em espectrofotdmetro a 260 nm e calculo da razdo 260/280, respectivamente
(Biophotometer, Eppendorf). As amostras de RNA foram tratadas com Dnase
(Deoxyribonuclease |, Invitrogen) para remocao de possiveis residuos de DNA
gendmico. A seguir, a reacéo de transcri¢cao reversa foi realizada utilizando 2 pg de
RNA total, transcriptase reversa (Superscript I, Invitrogen) e Oligo dT(12-18) primer
(Invitrogen) em presenca de inibidores de Rnase (Rnase OUT, Invitrogen) em um
volume final de 20 uL, a ordem e as etapas de incubagdo foram realizadas de
acordo com as recomendacdoes de tempo e temperaturas do fabricante dos
reagentes. As amplificagbes por PCR foram realizadas em duplicatas e utilizando 50
ng de cDNA por reacéo. As reagdes foram preparadas com reagentes padronizados
para PCR em tempo real (TagMan Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems)
adicionado dos conjuntos de primers e sonda especifico para o gene IFN-y. As
condigbes da reagao foram 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos e 40
repeticbes de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. As leituras da
fluorescéncia foram realizadas pelo equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystems) a cada ciclo de amplificagdo e, posteriormente, analisados pelo

Sequence Detection Software (SDS) v1.3 (Applied Biosystems).



Tese de Doutorado 47

5 RESULTADOS

5.1 Fenotipagem de células Treg na fase aguda da infecgao pelo T. cruzi

Com o objetivo de avaliar o impacto da infecgdo por T. cruzi sobre a
populacdo de células Treg (TCD4'CD25%) foi realizada a fenotipagem dessa

subpopulagao na fase aguda e na fase cronica da doenga de Chagas.

Para o estudo da fase aguda foram utilizados camundongos C57BL6 e 10°
formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y inoculadas por via intra-peritoneal. Na
fenotipagem celular de fase aguda, inicialmente, foram utilizados anticorpos
especificos marcados com fluorocromo para as cadeias a e  do receptor de IL2 (IL-
2R), CD25 e CD122, respectivamente, e a molécula CD4. Trés subpopulagdes
TCD4" foram definidas no bago de camundongos C57BL/6 ndo infectados: 10%
apresentaram fenotipo de Treg (SAKAGUCHI et al., 1995), com tamanho pequeno,
expressao intermediaria de CD122 e expressao alta de CD25, chamada no texto de
CcD122'N"CD25"; 10% apresentaram uma express&o discretamente maior de CD122
e menor expressdo de CD25 em relacdo a anterior, a que chamamos de
CD122*CD25"°" e 75% apresentaram fenétipo CD25CD122" (Figura 1). A andlise
populacional do bago na infecgao pelo T. cruzi da cepa Y foi realizada no dia 14 de
infecgdo, data no qual a parasitemia esta quase controlada, mas na qual se observa
0 pico no numero total de esplendcitos. Em concordancia com esta observacao, no
dia 14 da infecgdo por T. cruzi da cepa Y, observa-se que nos camundongos
C57BL/6 ha um aumento drastico no numero total de células TCD4" esplénicas. Nos
quatro experimentos de fase aguda realizados o nimero de células TCD4" aumenta
em média 4 vezes no décimo quarto dia de infeccdo. Para o experimento
representado pela figura 1, o aumento no numero de células TCD4" é de 4,1 vezes,
sendo de 10,3 x 10° para os animais controle e de 4,2 x 10’ (P < 0,005) para os

animais infectados, com impacto diferenciado nas diferentes subpopulacdes.

Assim, apesar de afetar as 3 subpopulacées TCD4" definidas pela expresséo
de CD122 e CD25, o aumento no numero de células é mais acentuado na
subpopulacdo CD122*CD25°", que passa de 1,1 x 10° nos animais controle para
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21,5 x 10° nos animais infectados, o que representa 20,5 vezes (P < 0,001) (Figura
1). Nas populacdes CD122'N"CD25* e CD122°CD25 esplénicas o aumento & mais
discreto, de 3,6 e 1,7 vezes, respectivamente (P < 0,01 e P < 0,05). Um acréscimo
no numero de blastos (dados ndo mostrados) acompanha o aumento dos numeros

totais, com destaque para a populagdo CD122*CD25-°"

, ha qual o numero de
células grandes aumenta 31 vezes (P < 0,001) nos esplendcitos de animais
infectados. Para as populagdes CD122N'CD25" e CD122°CD25 os valores
aumentam 7,3 vezes (P < 0,001) e 3,0 vezes (P < 0,005), respectivamente, no
décimo dia de infeccdo. E importante destacar que a mediana de intensidade de
fluorescéncia (MFI) da molécula CD122 das células CD122"NTCD25™"'°" populagao
que inclui as Tregs, aumenta com a infeccéo, sendo os valores de 17,0 e 34,2 para
0s animais controle e infectados por 14 dias, respectivamente. Os resultados destes
experimentos sugerem que embora CD122 seja um bom marcador de células Treg
no camundongo nao infectado, deixa de ser caracteristico desta populagcdo na fase

aguda da doenca.
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Caracterizagao de esplenécitos de camundongos controle e infectados (14 d)
Expressio de CD122 versus CD25 de TCD4"

controle infectado (14 d)
CD122*CD25"°" = 10,28% CD122*CD25"°% = 51,06%

CD122'NTCD25" = 9,39 cD122'N"cD25* = 8,60%
L s i3 : il

N ¥ CD122°CD25 = 75,41% CD122°CD25 = 31,77%
a
(&)
CD25
i ) + Low
~ cD122NTcp2st 100- CD122°CD25 60_(:[)122 CD25
g . R
o 807 _adwas —
) " 5 4 60 40- Hokk
3 TR ke
T 97 A A 40
g A —bphy— 20
s &7 AA 20 "
=)
g 7 0 0
—~ 67 20- 30-
2 *%* *kk *%% A A A
X 4 15+ At
% A 10+ AL
8 2 =T 10
[0} A 5- A A A
N e
“ 0 0L i
controle infec 14d controle infec 14d controle infec 14 d

Figura 1. Expressdo de CD25 por CD122 das células TCD4" de camundongos C57BL/6 controle e no
14° dia de infecgao com 10° formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y). Dot-plots
representativos de animais controle e infectados de 4 ensaios (acima) e freqiéncia e
numero total por baco das subpopulagcdes CD4" (abaixo).

A necessidade de um marcador mais especifico para a populacdo de células
Treg NOs levou a utilizar anticorpos anti-fator de transcricdo FoxP3, descrito como
marcador exclusivo desta populacdo (SAKAGUCHI et al., 1995). Utilizamos anti-
FoxP3 em associacdo com outros marcadores também presentes nesta populagao,

para marcar esplendécitos de camundongos controle e infectados por 7 e 14 dias com
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T. cruzi. A porcentagem de células TCD4 CD25"FoxP3" (Treg) nos animais controle
foi aproximadamente 10%, em concordéncia com os dados da literatura
(SAKAGUCHI et al., 1995), mas nos animais infectados observamos um pequeno
decréscimo de frequéncia no dia 7 de infec¢do e uma diminuicdo mais intensa no dia

14 da infeccao (Figura 2).

Expresséo de FoxP3 versus CD25 de esplendcitos CD4"

Controle Infectado 7 dias Infectado 14 dias
10,82 349 | . . 9,89 1,92 53

2,57

Figura 2. Dot-plots representativos da expressdo de FoxP3 versus CD25 dos esplendcitos CD4" de
animais C57BL/6 controle ou infectados por T. cruzi da cepa Y, 7° ou 14° dia.

O aumento significativo no dia 14 de infecgdo da frequéncia de células
TCD4'CD25'FoxP3,, populacdo que poderia estar constituida por células
ativadas/efetoras, nos levou a analisar a populacdo TCD4°CD25" em funcdo da
expressao de FoxP3 por tamanho, a fim de verificar se entre as células
TCD4'CD25FoxP3" havia maior frequéncia de blastos (Figura 3). Esta analise
permitiu diferenciar claramente as células FoxP3" e FoxP3™ dentro da subpopulagdo
CD47CD25", e verificar que as primeiras sdo predominantemente células pequenas,
tanto para os animais controle quanto para os infectados. Por outro lado, a
populacdo CD4'CD25'FoxP3", constituida na sua maioria por blastos e minoritaria
nos animais controle, aumenta 8 vezes em frequéncia aos 14 dias de infecgao, o

que reforca a possibilidade de se tratar de células ativadas/efetoras.
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O fato do aumento apresentado apoés a infeccdo pelas células
TCD4'CD25'FoxP3" ser pequeno quando comparado ao das células
TCD4"CD25"FoxP3", explica por que a frequéncia das primeiras diminui no baco dos
animais infectados.

A analise de células TCD4"'CD25" do bago de animais infectados, de acordo
com a expressao de FoxP3 por tamanho (FSC), permite visualizar a populagao de
células grandes que invade o quadrante de células grandes FoxP3". Esta invaséo
parece ocorrer por uma ligagdo de anticorpo FoxP3 inespecifica, uma vez que, uma
invasao similar ocorre quando utilizamos anticorpo controle isotipico (IgG2a-x de

rato anti-p galactosidase de E. Coli) (Figuras 3 e 4).

Expressio de FoxP3 versus CD25 de esplenécitos CD4*

Controle Infectado 7 dias Infectado 14 dias

FoxP3

CD25

e g T

CD25

Figura 3. Dot-plots representativos da expressdo de FoxP3 em fungdo do tamanho nos esplendcitos
TCD4"CD25" de animal C57BL/6 controle e animais C57BL/6 no 7° ou 14° dia de infecgéo
por T. cruzida cepa Y.
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Ap0Gs delimitar nova janela para as células Treg (Figura 4A), observamos que
a frequéncia de células pequenas FoxP3" no 14° dia da infec¢édo diminui de 50 a
65% enquanto que a populagdo total de linfécitos TCD4"CD25"FoxP3" diminui de 40
a 60%. Para o experimento representado na Figura 4B, no 14° dia da infecgdo, ha
uma diminuic¢do na frequéncia de TCD4'CD25'FoxP3" de 50%.
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Expressiao de FoxP3 versus tamanho de células TCD4*CD25*
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Figura 4. (A) Dot-plots representativos da marcagao intracelular com anticorpo anti-FoxP3 e controle
(n=4) isotipico de células TCD4"CD25" do bago de camundongos C57BL/6 controle, no 7°
dia (n = 5) e 14° dia (n = 5) de infec¢ao por T. cruzi da cepa Y. (B) Frequéncias de células
CD25'FoxP3" (pequenas, blastos e totais) na janela das células TCD4".
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Se em termos de frequéncia ocorre uma diminuicdo, em relagdo ao numero
total de células TCD4 'FoxP3"CD25" esplénicas ocorre um aumento de duas vezes
(P < 0,005), mudando de 1,3 x10° nos animais controle para 2,7 x 10° nos animais
no 14° dia da infec¢do (Figura 5), ndo se observando nenhuma mudanga no 7° dia
de infecgdo com relagdo ao grupo controle (dados n&o mostrados). Em nossas
analises, observamos que a expressdo de FoxP3 ndo esta restrita a populacédo de
células CD4°CD25", mas ha células FoxP3" que ndo expressam, ou expressam
niveis muito baixos da molécula CD25. Por esse motivo, a partir deste momento, a
andlise foi feita somando-se as populacbes TCD4'CD25'FoxP3* e TCD4'CD25
FoxP3*. No experimento mostrado na Figura 5, ndo ocorrem diferengcas com
significancia estatistica entre o nimero médio de células TCD4'CD25FoxP3" do
baco de animais controle e no 14° dia de infec¢do. Para o numero total de células
FoxP3*, representada pela soma das populacdes TCD4'CD25'FoxP3" e
TCD4'CD25*FoxP3", ocorre um aumento de 75%, sendo de 2,0 x 10° para os

animais controle e 3,5 x 10° para os animais no 14° dia da infecgéo (P < 0,05).
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Figura 5. Numero de esplendcitos TCD4'CD25'FoxP3", TCD4'CD25FoxP3" e TCD4'FoxP3"
(pequenos, blastos e totais) de animais C57BL/6 controle (n = 7) e no 14° dia de infec¢ao
por T. cruzida cepa Y (n=8).

Recentemente foi sugerido que a atividade reguladora das Trec depende nao

somente do numero absoluto de células desta populacdo, mas da quantidade de

moléculas FoxP3 por célula (LIU et al., 2006a). Neste contexto, analisamos se na

infeccdo aguda pelo T. cruzi ocorre uma mudanga na expressao de FoxP3 nas
células TCD4'FoxP3*. A MFI de FoxP3 das células do baco TCD4 FoxP3" nos dias

7 e 14 de infecgao se mostrou idéntica (Figura 6). Por outro lado, em relagdo MFI de

CD25 ¢é importante mencionar que em concordancia com a literatura, para ambos os

grupos (controle e infectado), a expressao (MFI) dessa molécula foi maior para as
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células TCD4'FoxP3" do que para as células efetoras TCD4"'CD25'FoxP3" (Figura
6). Além disso, no 14° dia de infecgdo observa-se um aumento importante da
expressdo de CD25 nas células FoxP3*. Além disso, observa-se que para a
populacdo FoxP3™ ha um aumento na mediana de fluorescéncia de CD25 no 7° dia
de infeccdo com significancia estatistica (P < 0,05) e uma diminui¢gado desta no 14°

dia de infecgédo que a equipara ao animal controle.

Mediana de fluorescéncia de FoxP3 e CD25 dentro da populagdo FoxP3" e FoxP3"
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Figura 6. Mediana de fluorescéncia de FoxP3 e CD25 nas populagdes TCD4'FoxP3" e
TCD4'CD25"FoxP3" do bago de animais C57BL/6 controle ou no 7° ou 14° dia de infecgéo
por T.cruzida cepa V.

5.2 Conclusao parcial

No 14° dia da fase aguda da infecg&o pelo T. cruzi da cepa Y ha um aumento
no numero de células CD4"FoxP3" esplénicas que ndo chega a 2 vezes, enquanto
que para a populacdo TCD4" o aumento é de 4 vezes.

O nivel de expressiago (MFI) da molécula FoxP3 pelas células
TCD4'CD25"FoxP3" pequenas ndo muda com a infecgdo. Ja para a expressido de
CD25 e de CD122, ha um aumento na expressao dessas moléculas nas células
TCD4 FoxP3".



Tese de Doutorado 57

5.3 Fenotipagem por molécula GITR e CD127

Devido a necessidade de purificacdo de células Tregc para avaliagédo da
atividade supressora ao longo da infecgdo aguda e uma vez que nao € possivel
separar/eliminar diretamente das células FoxP3", procuramos outros marcadores
que poderiam ser utilizados como alvo para a deplecido in vivo. Outro marcador
descrito como caracteristico das Treg, 0 GITR (SHIMIZU et al., 2002), quando
utilizado em conjunto com CD25, define trés subpopula¢des nos esplendcitos CD4*
dos camundongos nao infectados. A que apresenta maior expressdo de CD25, que
deve incluir as células Treg, expressa niveis intermediarios de GITR (Figura 7). Ao
avaliarmos a expressdo de GITR por TCD4" nas células do bago de camundongo
aos 14 dias de infecgao, observamos que a subpopulagdo de células GITRN'CD25*
sofre um aumento de 6,3 vezes no nimero total de células (de 0,97 x 10° para 6,13 x
105 P < 0,001; Figura 7) e de aproximadamente 11 vezes no niimero de blastos (P <
0,001), que corresponde a um aumento na frequéncia de 23% para 35% (P <
0,0001). Esse aumento € muito superior ao observado para as células FoxP3 dos
animais infectados, que no maximo dobra com a infeccdo. Assim, esse fendtipo
poderia representar as Treg €m animais controle, mas ndo em animais infectados. O
aumento no numero de células da subpopulagio GITRN'CD25" foi, entretanto, muito

inferior ao observado na subpopulagdo GITR™CH

que aumentou 62,4 vezes,
passando de 0,21 x 10° nos animais controle para 13 x 10° apds 14 dias de infeccéo
(P < 0,001). A subpopulagdo GITR'CD25 aumentou 4,1 vezes, passando de 7,7 x
10° nos animais controle para 31 x 10° nos animais infectados (P < 0,01). Da
mesma forma ao que ocorre com a molécula CD122, houve um aumento da
expressao de moléculas GITR nas células CD25"'°" apés a infecgdo pelo T. cruzi (a
mediana de fluorescéncia aumentou de 71,6 para 162,0, o que equivale a 2,3 vezes

(ver dot-blots da figura 7 e dados ndo mostrados).
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Caracterizagao de esplenécitos de camundongos controle e infectados (14 d) -
expressio de GIRT versus CD25 em TCD4"

controle infectado (14 d)
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Figura 7. Expressdo de CD25 versus GITR das células TCD4" de camundongos C57BL/6 controle e
infectados (14° dia) por T. cruzi da cepa Y. Dot-plots representativos de 4 ensaios (acima) e
frequéncia e nimero total por baco das subpopulagdes TCD4" (abaixo).

Os resultados deste experimento indicam que o marcador GITR ndo é
apropriado como alvo para o tratamento in vivo com anticorpos monoclonais (MoAb)
para a deplecdo de células Trec. Com o objetivo de encontrar uma estrutura de
membrana alternativa que possibilitasse separar por “sorting” as células Trgg dos
animais infectados, avaliamos a expressao de CD127, a cadeia alfa do receptor para
IL-7 (LIU et al., 2006b), em paralelo a analise de FoxP3, pelas células TCD4"
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esplénicas em camundongos infectados com T. cruzi da cepa Y e camundongos
controle. Os resultados mostraram que no animal controle as células Tgreg
(TCD4*FoxP3"), pequenas ou blastos, tém uma expressdo da molécula CD127
intermediaria entre a expressdo baixa observada nas células TCD4" experimentadas
e a expressdo mais elevada propria das células TCD4" naive (Figura 8).
Curiosamente, a infecgdo aguda pelo T. cruzi ndo altera a expressédo desta molécula
nas células TCD4'FoxP3", sugerindo que, mesmo apos a infecgdo, as células Trec
poderiam responder a IL-7. Por outro lado, na populacdo TCD4*FoxP3", a infecgéo
induz um aumento importante da frequéncia de células TCD4"CD127". Contudo,
apesar dos nossos resultados mostrarem que as células TCD4 FoxP3™ tém um perfil
diferenciado de expressao de CD127, a sua expressao intermediaria impossibilita o

uso deste marcador como estrutura alvo para a separagao/deplecao das Trec.
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Figura 8. Expressdo de CD127 (IL-7R(]) por células TCD4'FoxP3" e TCD4'FoxP3-, pequenas e
grandes, no bago de camundongos C57BL/6 controle e infectados com T. cruzi da cepa Y.
Os numeros a direita indicam a intensidade de florescéncia (MFI) para CD127 das
diferentes subpopulagdes.

5.4 Conclusao parcial

Os marcadores de membrana GITR, CD122 e CD127 n&o possibilitam o

isolamento das células TCD4'FoxP3" do animal infectado pelas metodologias de

coluna com microesferas imantadas ou “sorting”. Assim, a molécula CD25 pode ser

considerada, por enquanto, o melhor alvo para se fazer a deplegao das células Treg,
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uma vez que esta populagdo expressa os maiores niveis de CD25, tanto no animal

controle, quanto no infectado.

5.5 Tratamento in vivo com MoAb PC61: efeito sobre a infecgdao aguda

Para responder a segunda questao deste projeto, que diz respeito ao papel
das Trec na infecgdo chagasica experimental, camundongos C57BL/6 foram
tratados com anti-CD25 (MoAb PC61) nos dias -6, -4 e -2 em relagao a infecgéo por
T. cruzi da cepa Y. Nos animais tratados com anti-CD25 e nao infectados nao houve
mudancga significativa no peso dos bagos em relagdo aos animais controle. Porém,
em relagdo ao numero de esplendcitos, observamos um discreto aumento (de 13 %
em média) apds tratamento com PC61, e essa diferenca é significativa (P < 0,01)
(dados ndo mostrados). Apds a infecgéo pelo T. cruzi da cepa Y, houve um aumento
no numero meédio de esplendcitos de 3,7, 3,4 e 2,4 vezes nos animais infectados,
infectados e tratados com anticorpo controle isotipico (GL113) e infectados e
tratados com anti-CD25 (PC61), respectivamente, em relagédo aos animais controle
(ndo infectados e n&o tratados com PC61). Assim, ao contrario do observado nos
animais controle, apdés a infeccdo o grupo tratado com PC61 mostrou uma
diminuicdo de 28% no numero de esplendcitos em relagdo ao grupo tratado com
GL113 (P = 0,058). O menor aumento no numero de esplendcitos nos animais
tratados com PC61 e infectados poderia sugerir uma interferéncia do anticorpo na
expanséo clonal pela IL-2 das células ativadas/efetoras. Alternativamente, a queda
de 28% no indice de expanséo (de 3,4-3,7 vezes para 2,4 vezes) poderia resultar de
um estado de pré-ativagao celular em consequéncia do tratamento com anti-CD25
que induziria a uma maior morte celular (AICD) apds a infecgao pelo T.cruzi. Assim,
no conjunto, o tratamento com anti-CD25 resulta em discreto aumento de numero de
esplendcitos nos animais controle e em pequena queda nos animais infectados por
14 dias.

Nos animais controle, apds 16 dias da finalizagdo do tratamento os animais
tratados nao infectados mostraram uma reducido intensa da frequéncia de
esplendcitos TCD4'CD25" (FoxP3" e Foxp3’) em relagdo aos animais ndo tratados

(Figura 9). Ja nos animais tratados e infectados, na analise de CD25 versus FoxP3 é
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muito dificil verificar as mudancas induzidas pelo tratamento na populacéo de células
TCD4*CD25" (Figura 9).

Para contornar esta dificuldade na analise dos animais infectados, os efeitos
do tratamento com PC61 foram também estimados pela analise da populagao
TCD4"CD25" de acordo com a expressdo de FoxP3 por tamanho (FSC). Como em
ensaios anteriores, foi delimitada uma janela que exclui/minimiza a entrada da
populacdo que vem do compartimento de células blasticas FoxP3". Dot-blots
representativos desta analise estdo representados na figura 10, e os dados
numeéricos de frequéncia das subpopulagbes na Figura 11. Nos animais nao
infectados o tratamento com PC61 determinou uma queda drastica na frequéncia de
células TCD4'CD25'FoxP3" pequenas (Figuras 10 e 11A), e curiosamente, um
aumento na frequéncia de blastos TCD4"'CD25'FoxP3". A diminui¢do da frequéncia
das células TCD4'CD25'FoxP3" pequenas também ocorre nos animais tratados
com PC61 e infectados, porém, essa reducdo ndo € tao intensa quando aquela
observada nos animais nao infectados e tratados com o mesmo MoAb. Nos animais
tratados com PC61 e infectados ndo se observam, entretanto, diferencas entre
frequéncia de blastos de células CD4'CD25'FoxP3* em relagdo ao seu controle
(Figura 11A).
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Expressao de FoxP3 versus CD25 de células TCD4*

PBS tratamento GL113 tratamento PC61

controle

infectado 14 d

FoxP3

CD25

Figura 9. Dot-plots representativos da expressdo de FoxP3 versus CD25 das células TCD4"
esplénicas de camundongos C57BL/6 controle (acima) e camundongos C57BL/6 no 14° dia
de infecgcéo pelo T. cruzi da cepa Y (abaixo), ndo tratados com anticorpos, tratados com o
controle isotipico (GL113) e tratados com anti-CD25 (PC61).
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Expressio de FoxP3 versus tamanho de células TCD4"

PBS tratamento GL113 tratamento PC61

controle

infectado 14 d

FoxP3

FSC

Figura 10. Dot-plots representativos da expressdo de FoxP3 versus tamanho das células esplénicas
TCD4+CD25+ de camundongos C57BL/6 controle tratados ou nao com PC61, e infectados
pelo T. cruzi da cepa Y (abaixo), ndo tratados ou tratados com MoAb controle isotipico
(GL113) ou anti-CD25 (PC61).

Nestas experiéncias de deplecdo na fase aguda, a analise de CD25 foi
realizada com o mesmo MoAb utilizado no tratamento, o que nos impede estimar
quanto da reducdo observada no numero de células TCD4'CD25FoxP3"
corresponde ao encobrimento ou modulagcdo do epitopo. Em concondancia com
estas possibilidades, nos animais controle o tratamento com PC61 resultou em um
aumento de frequéncia da populacdo TCD4'CD25FoxP3", tanto para as células
pequenas como para os blastos (Figura 11B). Ja nos animais infectados, o
tratamento com PC61 ndo alterou a frequéncia de células TCD4'CD25FoxP3*

pequenas ou blastos.
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Para as células TCD4'CD25"FoxP3" (células em proliferagédo/efetoras), tanto
nos animais controle como nos animais infectados o tratamento com PC61 resultou
em uma pequena reducgao da frequéncia das células pequenas e em um aumento
importante da frequéncia de blastos (Figuras 11A, abaixo). O aumento da frequéncia
de blastos nos esplendcitos TCD4'CD25FoxP3™ dos animais tratados com PC61 e
infectados néo é tao intensa quanto a observada para os animais nao infectados
tratados com 0 mesmo anticorpo, porém, as médias nos animais infectados sdo mais
elevadas. As médias de frequéncia dos blastos de esplendcitos TCD4*CD25 FoxP3"
dos animais infectados tratados com GL113 ou PC61 sdo de 54% e 73%,
respectivamente, e para a mesma subpopulagdo nos esplendcitos de animais
controle tratados com PC61 ou GL113 sao de 8,5% e 50%, respectivamente (Figura
11A).

A populagéo TCD4'CD25FoxP3" total, predominante em frequéncia em todos

os tratamentos, nao sobre alteragdes consideraveis.

A andlise global feita na populacdo TCD4 'FoxP3" total (pequenas e blastos)
mostra uma diminuigdo com significdncia estatistica somente para os animais
infectados e tratados com PC61. Assim, enquanto nos animais tratados com GL113
e infectados a frequéncia de células FoxP3" entre as células TCD4" é de 6,8%, nos
tratados com PC61 e infectados é de 3,7% (P < 0,05).
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Efeito do tratamento com PC61 sobre subpopulagées TCD4*
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Figura 11. Frequéncias de células FoxP3" e FoxP3’, pequenas, grandes e totais, nas populacdes (A)
CD4'CD25" (B) CD4°CD25 e (C) CD4", do bago de camundongos C57BL/6 tratados com
GL113 ou PC61 e de camundongos C57BL6 tratados com PBS, GL113 ou PC61, nos dias -
6, -4, -2 em relagao a infecgao pela cepa Y de T. cruzi. O sacrificio dos animais foi realizado

no 14° dia da infecgao.
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Se considerarmos os numeros totais de células no bago, enquanto nos
animais nao infectados o tratamento com PC61 resulta na eliminacdo quase que
completa das células TCD4'CD25'FoxP3" pequenas, nos animais tratados com
PC61 e infectados a diminuicdo desta subpopulagcdo, apesar de apresentar
significancia  estatistica, é parcial (Figura 12A). Para a populagéo
TCD4'FoxP3'CD25" total (0 conjunto das pequenas e grandes), observa-se nos
animais tratados com PC61 (ndo infectados) uma diminuicdo média de 5 x 10°
células em relacdo aos animais controle (ndo infectados), passando de 0,92 x 10°
para 0,12 x 10° células. Curiosamente, nos animais tratados com anti-CD25 e
infectados ha uma diminuigdo global similar, de 0,8 x 10° células, em relagdo aos
animais tratados com GL113 e infectados, passando de 1,63 x 10° para 0,81 x 10°

células (Figura 12A).

Nos animais n&o infectados e infectados, o tratamento com PC61 afeta
principalmente o compartimento das células TCD4"CD25FoxP3" pequenas, sendo
imperceptivel no compartimento dos blastos TCD4"CD25'FoxP3"*. Assim, o nimero
de células TCD4'CD25'FoxP3" pequenas dos animais tratados com GL113 e
infectados é 1,15 x 10° e diminui para 0,40 x 10° células nos animais tratados com
anti-CD25 e infectados (P < 0,01) (Figura 12A). Assim, se considerarmos o
decréscimo liquido no numero de células TCD4'CD25'FoxP3" pequenas,
observamos que para no animal tratado com PC61 e infectado ha uma queda de
0,75 x 10° células em relacdo ao animal tratado com GL113 e infectado. Esta queda
€ similar a observada para a mesma populacdao nos animais tratados com PC61 e
nao infectados em relagdo aos animais nao tratados (diminuigcdo de 0,76 x 10°
células) (Figura 12 A). Por outro lado, € importante frisar que, 0 aumento no numero
de células esplénicas TCD4'CD25FoxP3* pequenas que ocorre nos animais
tratados com PC61 e nao infectados ndo foi observado nos animais tratados com
PC61 e infectados (Figura 12A).

O conjunto dos dados nas figuras 11 e 12 permite concluir que o tratamento
com PC61 induz uma queda pronunciada e com significAncia estatistica na
frequéncia e numero de células TCD4 FoxP3" dos animais infectados. Por outro
lado, nos animais nao infectados também se observa uma queda pronunciada na

frequéncia e numero de células TCD4FoxP3" apds o tratamento com PC61, mas a
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diminuicdo na frequéncia nado atinge significancia estatistica em fungcdo do n

pequeno.

Finalmente, em relagéo aos numeros de células TCD4"CD25'FoxP3™ (células
em proliferacdo e/ou efetoras), observamos que o numero de células pequenas se
encontra diminuido no bago dos animais controle e infectados tratados com PC61.
Ja em relacdo aos blastos TCD4'CD25'FoxP3’, observa-se que nos animais
infectados estas células sofrem um grande aumento pds tratamento com PC61,
efeito ndo observado no animal controle tratado (Figura 12). O aumento no numero
de blastos TCD4"'CD25'FoxP3™ nos animais tratados com PC61 e infectados é um
resultado em certa forma esperado, uma vez que uma falta de regulagdo poderia
determinar um maior numero de células em ativagao. Por outro lado, o aumento no
namero de blastos TCD4"CD25'FoxP3 nos animais tratados com PC61 e infectados
sugere que o tratamento com MoAb anti-CD25 afeta em menor grau a populagéao de

células efetoras do que a populacéo Tgreg.
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Efeito do tratamento com PC61 sobre o numero de células FoxP3* e FoxP3"
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Figura 12. Caracterizacao fenotipica de esplendcitos de camundongos C57BL/6 tratados com G113
ou PC61, ou camundongos tratados com PBS, GL113 ou PC61 (dias -6, -4 e -2) e
infectados pelo de T. cruzi (cepa Y) (dia 0). O sacrificio dos animais para fenotipagem das
células ocorreu no 14° dia da infecgdo. (A) Numero de FoxP3" pequenas, grandes e totais
das populacdes CD4'CD25", CD4'CD25 e CD4". (B) Numero de células FoxP3™ pequenas,
grandes e total na populagdo CD4"CD25".

Por outro lado, nos animais tratados com PC61 e infectados pelo T. cruzi,
observa-se uma diminuicdo pequena da expressao (MFI) de FoxP3 nas células

TCD4*FoxP3" pequenas quando se compara com a mesma populacdo de animais
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infectados e tratados com GL113 (Figura 13). Ja para os blastos de células
TCD4*FoxP3" dos animais tratados com PC61 observa-se apenas uma tendéncia a

menor expressao dessa molécula (P = 0,058).

MFI de FoxP3 nas subpopulagdes de células FoxP3*TCD4*
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Figura 13. Mediana de fluorescéncia (MF1) de FoxP3 das células TCD4 FoxP3" pequenas e grandes
do bago de camundongos C57BL/6 tratados com GL-113 ou PC61 e camundongos tratados
com PBS, GL113 e PC61 nos dias -6, -4 e -2 em relagao a infec¢ao por de T. cruzi da cepa
Y. Os animais forma sacrificados no 14° dia.

Uma vez que o tratamento com PC61 teve como consequéncia a eliminagao
parcial da populagcdo de células Treg, analisamos o seu impacto na evolugao da
infeccdo. Neste contexto, a parasitemia (Figura 14) e patologia cardiaca de fase
aguda (dados ndao mostrados) dos animais tratados com PC61 e infectados né&o
foram diferentes daquelas observadas nos animais tratados com controle isotipico
GL113 e infectados.
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Figura 14. Curva parasitémica de animais C57BL/6 nao tratados, tratados com anti-CD25 (PC61) ou
tratados com controle isotipico (GL113) e infectados com 10° T. cruzi da cepa Y. Os
resultados sdo apresentados pelos valores médios dos 3 grupos.

5.6 Conclusao parcial

O tratamento com PC61 induz uma queda importante e significante na
frequéncia e numero de esplendcitos TCD4'FoxP3* tanto nos animais nao
infectados como nos animais infectados pelo T. cruzi. Esta diminuicdo é
particularmente intensa na populacdo de células TCD4'FoxP3" pequenas. Para os
blastos de células TCD4 FoxP3" dos animais infectados, entretanto, observa-se até

um pequeno aumento para o grupo tratado com PC61.

A deplecao parcial das células Treg pelo tratamento com anti-CD25 néo
promoveu alteragdo na curva de parasitemia ou na intensidade da patologia
cardiaca dos animais infectados.

5.7 Fenotipagem de células Treg na infecgao crénica pelo T. cruzi

Uma vez definidas as mudancgas ocorridas nas células FoxP3" na fase aguda
da infeccao pelo T. cruzi, avaliamos as eventuais mudancgas na fase crdnica da
infeccdo. As populagdes celulares de camundongos C57BL6 infectados por cinco a
dez meses com 10° formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y foram analisadas

em relagdo ao numero total de células TCD4'FoxP3*. Para o numero médio de
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células TCD4 'FoxP3*, pequenas ou blastos, ndo se constataram diferengas entre os

animais crénicos e controle (Figura 15).

Numero de células FoxP3* em esplenécitos TCD4*
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Figura 15. Numero de células FoxP3"CD4" no bago de camundongos machos C57BL6 controle e
crénicos (10 meses de infecgdo) nas diferentes subpopulagdes de TCD4" (pequenas,
blastos e totais).

Além disso, analogamente ao observado nas analises das populagdes
celulares dos animais controle e dos animais na fase aguda da infecgdo, a maior
parte das células FoxP3" dos animais na fase crénica da infecgdo sdo pequenas.
Apesar do numero de células TCD4'FoxP3" ndo diferir entre animais controle e
croénicos, a frequéncia de células FoxP3" entre as células TCD4" é menor nos
animais cronicos, 0 que sugere que estes animais apresentam uma diminui¢cado da

relacdo células Tefetoras/Trec em comparag&o aos animais controle (Figura 16).
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Frequéncia e de FoxP3+ (pequenas e blastos) na populagdo TCD4"
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Figura 16. A) Dot-plots da expressdo de FoxP3" versus tamanho de células CD4" no bago de
camundongos machos C57BL6 controle e cronicos (10 meses de infec¢do). B) Frequéncias
de células FoxP3" em relacdo ao total de células TCD4" pequenas, blastos ou totais.

Ja em relagcdo a mediana de fluorescéncia de FoxP3 das Tgreg esplénicas,

esta n&o foi diferente nos animais controle e crénicos (Figura 17).
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MFI de FoxP3 nas subpopulagées TCD4"*
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Figura 17. MFI de FoxP3 de esplendcitos TCD4 FoxP3" de camundongos machos C57BL6 controle e
crénicos (10° més de infecgdo).

Da mesma forma, ndo ha diferenca entre a MFI de CD25 de células
TCD4*FoxP3" dos animais controle e crénicos. A semelhanga do que ocorre em
camundongos controle, a expressdao de CD25 foi notavelmente maior nos
esplendcitos FoxP3* do que nos FoxP3™ (Figura 18). Os resultados apresentados

foram idénticos em animais infectados por 5 e 10 meses.
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Expressio de CD25 das populagdes CD4*FoxP3™ ou CD4*FoxP3"
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Figura 18. Expressdo de CD25 nas subpopulagdes TCD4 FoxP3" e TCD4 FoxP3 de animais crénicos
C57BL/6 (10° més da infeccdo pelo T. cruzi da cepa Y).

5.8 Conclusao parcial

Ao contrario do observado na fase aguda da infeccdo de camundongos
C57BL/6 pelo T. cruzi da cepa Y, ndo houve mudangas significativas (em relagéo
aos animais ndo infectados) no numero de células TCD4'FoxP3*, pequenas ou
grandes, ou na mediana de fluorescéncia para FoxP3 e CD25 durante a fase crbnica
da infecgao.

5.9 Proliferacao de esplendcitos CD25 (ag-especifico) in vitro

A elucidacéo do papel das Treg ha infecgdo chagasica experimental requer a
avaliagao de sua atividade supressora sobre a proliferagao ou producéo de citocinas

pelas células efetoras parasito-especificas.
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Com esse objetivo, em uma etapa prévia, padronizou-se o0 ensaio de
proliferacdo, no qual se mediu a diluicdo da fluorescéncia de células TCD4" e TCD8"
marcadas com CFSE estimuladas in vitro por 72 e 96 h com antigeno de T. cruzi ou
anti-CD3 ou n&o estimuladas (proliferagdo espontanea). A padronizagédo foi realizada
com esplendcitos de camundongos C57BL6 crénicos (apds 5 meses de infecgéo
pelo T. cruzi da cepa Y) ou camundongos C57BL6 controle (ndo infectados). Os
histogramas da figura 21 representam a proliferagéo apos 96 h de estimulo. Para os
esplendcitos dos animais crénicos a estimulagdo com antigeno de T. cruzi induziu

uma maior proliferagao do que a nao estimulagcéo, como esperado.
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Figura 19. Proliferagdo de esplendcitos de camunongos C57BL6 controle e cronico (cepa Y de T.
cruzi) ap6s 96 h de cultura. Cada histograma representa a populacdo CD4" ou CD8" de um
animal controle negativo (proliferagdo espontanea) e proliferagdo ag-especifico (solugédo de
lisado de 1,5 x 10° tripanosomas de T. cruzi /mL).

Uma vez que a maioria de células CD25" no bago do camundongo crénico
s&o FoxP3", a abordagem para a avaliagdo do papel das células Treg na infecgao foi
purificar ou eliminar a populagdo CD25" do animal crénico. Assim, na fase cronica,
esta abordagem n&o tem o inconveniente observado na fase aguda, o fato da
populagdo CD25" incluir, além das Tregs, Outras populagées, como células ativadas

e/ou efetoras.

A eliminagédo de células CD25" nos possibilitou comparar a proliferacédo in
vitro de esplendcitos destituidos da populagdo CD25" (esplendcitos CD25°) e a dos

esplendcitos totais (ET), nos moldes do ensaio descrito anteriormente. Para a
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purificagcdo, os esplendcitos foram incubados com anti-CD25-PE e posteriormente
com esferas metalicas acopladas a anti-PE e submetidos a acédo de forga magnética
(ima) a medida que passaram por uma coluna. As células que nao foram retidas na
coluna (CD25%5") foram utilizadas no ensaio. Apos separagdo da coluna do suporte
imantado a fragcdo positiva foi também recolhida para avaliagdo de pureza. A
suspensao de ET foi marcada com anti-FoxP3-FITC, anti-CD25-PE e CD4-Cy e as
fracbes positiva (CD25%) e negativa (CD25) com FoxP3-FITC e CD4-Cy, e
analisadas por citometria de fluxo para avaliacdo da pureza. A fragdo CD25"
mostrou-se altamente enriquecida em células FoxP3*, enquanto que a fracdo
negativa (CD25%) mostrou um numero baixo destas células (Figura 20). No entanto,
observamos que a eliminagcdo da populagdo CD25" ocorre principalmente para as
células com maior expressdo da molécula CD25 (CD25™") permanecendo uma

porcentagem pequena de células CD25°V.

cD4? total Fragio cD4¥cD25%  Fragdo CD4¥ CD25”

FoxP3

CD25

Figura 20. “Dot-plots” da expressdo de FoxP3 e CD25 pelas células TCD4" de animais crénicos. Da
esquerda para direita estéo representados os esplendcitos totais, a fragéo purificada CD25"
e a fragdo desprovida de CD25".

Apos verificacdo da pureza das fragcdes, analisamos a proliferagao in vitro
espontanea e a induzida por antigeno de T. cruzi nas populagdes ET e CD25, na
presenca de meio de cultura, anticorpos anti-IL2 (MoAb JES6-IA12) ou IL-2
recombinante. De acordo com a literatura, a citocina IL-2 é relacionada a
manutencao de células Treg (FONTENOT et al., 2005), mas também ha muito vem

sendo relacionada a expansao e ativagao de células T (MORGAN et al., 1976).
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Diferentemente do esperado, que seria uma proliferacao intensa, a proliferacdo ao
antigeno de T. cruzi pelas células TCD4" na populagdo CD25 mostrou-se pouco
superior & das células TCD4" na populagdo ET (Figura 21). Por outro lado, a adi¢éo
as culturas do anticorpo anti-IL-2 (JES6-1A12) induziu uma diminuicdo da
proliferacdo da populagdo TCD4", tanto para ET quanto para CD25, indicando que
esta citocina estd envolvida na proliferacdo. Além disso, respaldando esta
interpretacéo, a suplementacdo com IL-2 recombinante induziu um pequeno
aumento na proliferagdo das células TCD4" da populagdo ET (em comparagéo as
células ndo tratadas com IL-2), o que n&o foi observado para as células da fragéo
CD25.

Por outro lado, para a subpopulagdo TCD8" a proliferagdo ao antigeno de T.
cruzi € claramente maior na fragdo CD25  do que na populagao ET (Figura 21). A
adicao de anticorpo anti-IL2 e da citocina IL-2 tem respectivamente efeito inibitério e
estimulante da proliferagdo, que sao observados tanto para os esplendcitos totais
quando para os esplendcitos CD25. Também, pode-se constatar que a IL-2
recombinante estimula a proliferacdo espontanea de linfocitos TCD8", tanto na
suspensdo de ET como na de esplendcitos CD25. O aumento da proliferagao
espontanea das células TCD8" na suspenséo celular CD25 é inesperado, ja que em
teoria ndo ha células com receptor para IL-2 nestas culturas. A explicagcdo mais
plausivel para este achado € que as células que respondem in vitro a IL-2 (células
efetoras) tém um numero muito baixo de moléculas de CD25 na sua superficie,
insuficientes para grudarem nas esferas magnéticas. Alternativamente poderiamos
pensar que na cultura sao induzidos receptores para IL-2 (IL-2R) na suspensao
celular CD25". Neste sentido, € conhecido de longa data que a IL-2 é um estimulo
potente para a indugao do IL-2R (KOTNER; TARLETON, 2007; BELKAID, 2008).
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Figura 21. Proliferagdo esponténea (branco) ou em resposta a estimulagdo com ag de T. cruzi (preto)
de esplendcitos TCD4" (esquerda) e TCD8" (esquerda) de animal crénico depletados de
células CD25" (CD25") ou esplendcitos totais (ET), sem adigdo de citocina, com adi¢do de
anti-IL-2 ou com adi¢ao de IL-2 rec. A proliferacao foi avaliada pela queda de fluorescéncia
de CFSE apés cultura de 72 horas.

5.10 Conclusao parcial

A remogéo das células CD25" da suspenséo de esplendcitos de camundongo
cronico resulta em aumento da resposta proliferativa a antigeno de T. cruzi pelas
células TCD8" (e em menor intensidade pelas células TCD4") em relacéo a resposta
na suspensao celular de esplendcitos totais. Estes resultados sugerem que as

células Treg participem de alguma forma na infecgéo crénica pelo T. cruzi.

5.11 Lesao cardiaca (animais cronicos) apés tratamento com PC61

Para verificar o efeito da deplegdo das células Treg Na patologia de fase
cronica, e nos valendo do fato de que a maior parte das células CD25" do animal
cronico sdo FoxP3*, camundongos C3H/HePAS cronicamente infectados pelo T.
cruzi da cepa Sylvio X10/4 foram tratados com anticorpo anti-CD25 (PC61) ou com o
MoAb irrelevante GL113 (controle isotipico, IgG1 de rato especifico para f-
galactosidase de E. Coli) ou alternativamente com IgG total de rato. Os

camundongos receberam 13 doses de 0,2 mg de PC61 ou do anticorpo controle,
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administradas a cada 2-3 dias, por 30 dias. Os animais foram sacrificados 2 dias
ap6s a administracdo da ultima dose de anticorpo para caracterizagdo das

populagdes celulares e demais ensaios.

Nestas experiéncias utilizamos camundongos C3H/HePas cronicamente
infectados por T. cruzi da cepa Sylvio X10/4, ao invés do modelo C57BL6 infectado
por parasitas da cepa Y. A razdo para a mudanga de modelo, se deve ao fato de que
na infecgdo por T. cruzi da cepa Sylvio X10/4 os camundongos C3H/HePas
desenvolvem uma miocardiopatia crbnica, com muitas das caracteristicas da doenca
humana. Animais controle n&do infectados e ndo tratados com anticorpo também

foram analisados.

No dia do sacrificio, o numero médio de esplendcitos totais, estimado por
contagem em camara de Newbauer, dos animais crénicos tratados com PC61 foi
similar ao observado no grupo tratado com GL113. Em forma analoga, para o
numero de linfécitos por bago, estimada por citometria de fluxo ndo se observam
diferencgas estatisticas entre os tratamentos (dados ndo mostrados). Além disso, néo
observamos diferengas significativas consistentes em relagdo ao numero de células
TCD4" (ou blastos CD4"), TCD8" ou linfocitos B (B220") do bago entre os grupos
cronicos tratados com PC61 e GL113, mas, como esperado, em ambos 0S grupos
infectados estes numeros foram claramente superiores aos observados nos animais

controle ndo infectados (dados n&o mostrados).

A expressado da molécula CD25 foi avaliada por citometria de fluxo tanto pela
marcagao com anticorpo do clone PC61 (anti-CD25-Pe), quanto pelo anticorpo do
clone 7D4 (anti-CD25-FITC), que reconhece na molécula CD25 um epitopo diferente
daquele reconhecido pelo PC61 utilizado no tratamento. Na figura 22, pode se
observar as diferengas de resultados obtidas em frequéncia de TCD4'CD25" de
acordo com o anticorpo anti-CD25 utilizado para marcacao das células, clones PC61
ou 7D4.
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Expressio da molécula CD25 pelas célulasTCD4" esplénicas de
camundongos crénicos tratados com PC61 ou GL113

cronico cronico tratado ¢/ GL113 crénico tratado c/ PC61

10,58 9,84 1,46

Marcagao com anti-CD25-PE (PC61)

10,35 4,64

CD4

Marcagao com anti-CD25-FITC (7D4)
CD25

Figura 22. Efeito do tratamento com anticorpo anti-CD25 na frequéncia de células CD25" (dentre as
células TCD4") no bago de camundongos crénicos. Camundongos C3H/HePas foram
infectados com 10° tripomastigotas de cultura de T. cruzi da cepa Sylvio X10/4. Na fase
cronica, os animais foram tratados com PC61 (anti-CD25) ou com controle isotipico GL-113
e examinados por citometria de fluxo em relagdo a expressdo da molécula CD25 na janela
das células TCD4". A avaliagdo da expressdo de CD25 foi realizada com anticorpos anti-
CD25, marcados, dos clones PC61 e 7D4.

Na avaliagdo com anti-CD25-PE (PC61), o numero médio de células
TCD4'CD25" esplénicas nos animais cronicos tratados in vivo com GL113 foi de 2,1
x 108 células enquanto que nos animais tratados com PC61 foi de 0,3 x 10°, o que
corresponde a uma deplecdo de 85% no numero de células TCD4'CD25" (P <
0,0001) (Figura 23). Na avaliagdo com o anticorpo anti-CD25-FITC (clone 7D4)
observamos uma reducdo de 54% na populacdo TCD4'CD25%, sendo que os
numeros totais de células TCD4"CD25" no bago foram de 2,18 x 10° células para os
animais tratados com GL113 e de 1,0 x 10° células para os animais tratados com

PC61, diferenca que apesar de inferior a detectada na analise com os anticorpos
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anti-CD25-PE (clone PC61) também exibe significancia estatica (P < 0,0001) (Figura
23). Como complemento desta analise, a populagdo TCD4'CD25 esplénica também
foi avaliada. Nos animais tratados com PC61 observamos uma tendéncia a um
pequeno aumento das células TCD4*CD25, com incremento médio de 1,79 x 10°
células na andlise realizada com anti-CD25-Pe (PC61) e de 2,41 x 10° células na
analise com anti-CD25-FITC (7D4), sobre os numeros observados nos animais

tratados com GL113.

Numero de esplenécitos TCD4*CD25* de animais crénicos tratados com anticorpo
GL113 ou PC61 (marcagao com anti CD25 pelos clones PC61 e 7D4)
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Figura 23. Efeito do tratamento com anticorpo anti-CD25 no ndmero total de células TCD4'CD25" e
células TCD4'CD25 no bago de camundongos crénicos. Camundongos C3H/HePas foram
infectados com 10° tripomastigotas de cultura de T. cruzi da cepa Sylvio X10/4. Na fase
crbnica, os animais foram tratados com PC61 (anti-CD25) ou com controle isotipico GL-
113. Os esplendcitos foram examinados por citometria de fluxo em relagédo a expressao da
molécula CD25 nas células TCD4". A avaliacdo da expressdo de CD25 foi realizada com
anticorpos anti-CD25, marcados, dos clones PC61 e 7D4.

A menor diminui¢cdo no numero de células TCD4"CD25" na andlise em que se
utiliza o marcador de CD25, o anticorpo 7D4, indica que parte das moléculas CD25
esta recoberta pelo anticorpo PC61 nos animais que foram tratados com anti-CD25.
Além disso, devemos considerar que apesar de haver uma diminuicdo de 54% na

populagéo de células TCD4'CD25" na analise quando se utiliza o anticorpo 7D4, é
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dificil afirmar que essas células tenham sido eliminadas, uma vez que elas poderiam
ter perdido momentaneamente este marcador (modulagao da expressao). Portanto,

o impacto da deplegao deve ser avaliado através da marcagao com FoxP3.

Para avaliar se o tratamento com anti-CD25 (PC61) leva a uma redugdo de
células FoxP3" realizamos a analise desta molécula a partir da janela de células
TCD4". Esta andlise de FoxP3 é mais apropriada que a andlise a partir da populacédo
TCD4*CD25", ndo somente pelos motivos acima citados, mas também pelo fato de

parte das células FoxP3" expressarem poucas moléculas CD25 (Figura 18).

Expressio de FoxP3* de células TCD4" pelas marcagdes com FoxP3-FITC e FoxP3-PE

controle cronico tratado com GL113 crénico tratado com PC61

10,93 3,1_2 10,97 2,49 8,32 2,31

anti-FoxP3-FITC

Figura 24. Dot-blots representativos da expressdo de FoxP3 por tamanho das células TCD4"
esplénicas dos animais controle e animais cronicos tratados com GL113 ou com PC61. A
avaliacdo das células FoxP3" foi realizada utilizando-se o anticorpo anti-FoxP3-FITC. Na
figura estdo relacionadas as médias para os respectivos grupos das frequéncias das
subpopulagdes FoxP3" pequenas e FoxP3" grandes em relagdo ao total de células TCD4".

Em relagdo ao grupo controle ndo infectado, a frequéncia de células
TCD4'FoxP3" foi reduzida discretamente no grupo tratado com PC61 (Figura 24).
De maneira semelhante, o numero de esplendcitos CD4'FoxP3™ mostrou uma
tendéncia a diminuigcdo nos camundongos tratados com PC61 em relagdo ao grupo
controle (Figura 25), observado nos 3 experimentos realizados. Essa tendéncia a
diminuigdo no numero de células FoxP3" do grupo tratado com PC61 foi observada
tanto em relagdo ao grupo controle tratado com GL113 (Figura 25A, direita), quanto
para o grupo tratado com IgG (Figura 25B, direita). E importante dizer que o

tratamento com PC61 induziu uma maior diminuicdo de células FoxP3" nos
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camundongos né&o infectados do que nos animais cronicos. Este resultado pode
indicar que, mesmo havendo eliminagao de parte dessa populagdo em decorréncia
do tratamento, essas células poderiam estar sendo continuamente induzidas nos
animais cronicos (Figura 25B).

Numero de esplendcitos TCD4'FoxP3"* de animais crénicos tratados com
anticorpo PC61 e anticorpos controle (GL113 e IgG de rato)
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Figura 25. Frequéncia e numero total de células TCD4'FoxP3" do bago de camundongos
C3H/HePAS infectados pelo T. cruzi da cepa Sylvio X10/4. A: animais cronicos tratados

com anticorpos GL113 ou PC61. B: animais ndo infectados e infectados, tratados com
anticorpos IgG ou PC61.

Por outro lado, a mediana de intensidade de fluorescéncia para a molécula
FoxP3 das células TCD4'FoxP3" n&o apresentou diferenga com significancia entre
0os animais cronicos tratados com PC61 ou os tratados com anticorpo controle
(GL113 ou IgG de rato) (dados ndao mostrados).
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Em resumo, o tratamento de animais cronicos com anti-CD25 resultou em
uma pequena diminuicdo em frequéncia e numero de células esplénicas
TCD4 'FoxP3".

Para avaliar se a produgao de IFN-y (10 Jpelos esplendcitos dos animais
cronicos aumenta apos o tratamento com anti-CD25, o que poderia refletir um
estado de maior ativagdo devido a auséncia de regulagao, 10° células esplénicas de
cada animal crénico tratado com GL113 ou PC61 foram incubadas por 12 horas com
anti-CD3, a 37 °C, e apds marcagao externa com anti-CD4 e anti-CD8, foram
permeabilizadas e marcadas com anti-IFN-y e submetidas a citometria de fluxo.
Como esperado, as frequéncia de células TCD4" e TCD8" produtoras de IFN-y foram
maiores nos animais cronicos do que nos animais controle. No entanto, nao houve
diferenca significativa entre os animais crbnicos tratados com PC61 ou GL113 ou
IgG de rato (Figura 26).
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Producao de IFN-y de esplenécitos de camundongos C3H/HePas crénicos (T. cruzi
cepa sylvio X10/4) tratados com anti-CD25 (PC61) ou controles (GL113 ou IgG)
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Figura 26. Dot-plots (acima) e frequéncia (abaixo) de células CD4" e CD8" produtoras de IFN-y no
baco de animais n&o infectados ou de animais crénicos (infec¢ao por T. cruzi Sylvio X10/4)
tratados com anticorpo controle isotipico (GL113) ou anti-CD25 (PC61), apds estimulagao
in vitro com anti-CD3.

Os mesmos resultados, porém, em niveis mais discretos, foram obtidos
quando os esplendcitos de camundongos cronicos foram estimulados com antigeno

de T. cruzi, ao invés de anti-CD3 (Figura 27).
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Producao de IFN-+ de esplenécitos de camundongos C3H/HePas crénicos (cepa sylvio
X10/4) tratados com anti-CD25 (PC61) ou controle (IgG)
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Figura 27. Frequéncia de células CD4" e CD8" produtoras de IFN-y do bago de camundongos
C3H/HePAS cronicos (infectados pelo T. cruzi da cepa Sylvio X10/4) tratados com
anticorpo controle, IgG de rato ou anti-CD25 (PC61) , apos estimulagao in vitro com ag de
T. cuzi.

Para avaliar mais detalhadamente se haveria diferengas nos niveis de
ativacao entre esplendcitos dos animais cronicos e controles, tratados ou ndo com
PC61 ou IgG de rato, utilizamos o Kit-CBA para mensurar por citometria de fluxo as
quantidades de citocinas presentes no sobrenadante de cultura de esplendcitos
estimulados por 72 h com antigeno de T. cruzi. Os resultados foram similares aos
mostrados para produgéo intracelular de IFN-y por células TCD4" e TCD8", ou seja,
niveis mais elevados de IFN-y nos animais crénicos do que nos animais controle,
mas nao apresentaram significancia estatistica entre os grupos crénicos tratados
com PC61 ou anticorpo controle (Figura 28). Também nao foram observadas
diferencas nos niveis de IL-2 ou citocinas do tipo Th2, como IL-4 e IL-5, entre os
animais n&o infectados e os grupos crdnicos ou entre os grupos tratados com PC61
e IgG de rato. Nos animais cronicos tratados com PC61, paradoxalmente,
observamos niveis discretamente inferiores de TNF-a. Mais interessante foi o fato de
observarmos nos animais nao infectados tratados com PC61 uma tendéncia a um
aumento nos niveis de IFN-y e um discreto aumento naqueles de TNF-a, resultado
que sugere que a resposta das células naive dos animais nao infectados se

encontra sob controle das Treg (Figura 28).
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Dosagem de citocinas do sobrenadante de 72 h de cultura
de esplenécitos estimulados com ag de t. cruzi
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Figura 28. Dosagem de citocinas do sobrenadante de cultura de 72 h de esplendcitos estimulados
com antigeno de T. cruzi procedentes de camundongos C3H/HePas controle ou crénicos
(T. cruzi da cepa Sylvio X10/4) tratados com anti-CD25 ou controle IgG total de rato. A
avaliacao foi realizada por citometria de fluxo utilizando o Kit-CBA da BD Bioscience.

Ainda para avaliar se haveria diferengcas nos niveis de ativacdo entre
esplendcitos dos animais crénicos e controles, tratados ou ndo com PC61,
caracterizamos as células TCD4" com relagdo & expressdo das moléculas CD44 e
CD69. O numero de células duplo positivas (CD44°CD69", células ativadas) néo
diferiu entre os animais crénicos tratados com IgG ou PC61. Porém entre os animais
cronicos e os controles observa-se um aumento com significancia estatistica, como

pode ser observado no grafico da Figura 29.
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Expressdo de CD44 versus CD69 em células TCD4*
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Figura 29. Dot-blots representativos da expressdo de CD44 versus CD25 das células TCD4"
esplénicas de animais controle ou animais cronicos tratados com IgG ou com PC61
(esquerda). Numero de esplendcitos TCD4"'CD44°CD69" de animais controle ou animais

crbénicos tratados com 1gG ou com PC61 (direita).

Os niveis de mRNA para IFN-y presentes no coragdo dos camundongos
cronicos tratados com o MoAb PC61 ou IgG total de rato, avaliados por RT-PCR,

nao foram diferentes. Porém, os niveis exibidos pelos animais crénicos foram muito

superiores daqueles observados no coragao dos animais controle (Figura 30).
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Figura 30. Dosagem de mRNA para IFN-y no coracdo de camundongos C3H/HePas controle,
cronicos (Sylvio X10/4) tratados com anti-CD25 ou controle IgG total de rato. A avaliagao foi
realizada por RT-PCR.

Para verificar se o tratamento prolongado com anti-CD25 resulta em um
aumento da atividade efetora e maior controle do parasita, avaliamos a carga
parasitaria subpatente sistémica através de hemocultura em meio “liver infusion
tryptose” (LIT). Assim, por ocasido do sacrificio dos animais, aliquotas de 5 uL de
sangue dos camundongos cronicos tratados com PC61 ou GL113 foram cultivadas,
em triplicata, em meio LIT, e as culturas visualizadas a cada semana para verificar
crescimento do T. cruzi. Entretanto, o nivel de parasitismo sistémico revelado nas
culturas em meio LIT ndo mostrou diferencas estatisticas entre os tratamentos
(Figura 31).



Tese de Doutorado 91

Carga parasitaria sistemica
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Figura 31. Carga parasitaria sistémica avaliada por positivacdo de cultura de LIT com aliquotas de 5
uL de sangue de animais C3H/HePas crénicos (infectados pela cepa Sylvio X10/4 de T.
cruzi) tratados com anticorpo IgG de rato controle ou PC61.

Imediatamente apds o sacrificio dos animais, os orgaos foram fixados em
solugdo tamponada de formaldeido 10% por 48 h, com posterior hidratagdo com
alcool 70%. Este material foi enviado para a secdo de histopatologia do
Departamento de Imunologia para preparo das laminas histologicas. Os 6rgéos
foram emblocados em parafina e cortes sagitais de 5 um, ndo consecutivos, corados
com hematoxilina-eosina. Através de analise por microscopia optica, estimou-se a
area de infiltrados inflamatérios e lesbes dos tecidos e de acordo com sua

severidade, atribuiram-se notas que variaram de 0 a 5.

No primeiro dos trés experimentos realizados, a analise dos cortes
histopatoldgicos do coragdo dos animais crénicos mostra que o tratamento com
PC61 resulta em diminuigdo moderada da patologia no pericardio e miocardio,
quando comparado ao tratamento com o anticorpo controle GL113 (Figura 32A). No
entanto, nos outros dois experimentos ndo foram observadas diferencas
significativas para nenhum dos parametros avaliados (Figuras 32B e C). Como as
diferencas no experimento 1 sdo moderadas (Figura 32A), é razoavel concluir que o

tratamento com anti-CD25 nao altera ou altera minimamente a lesdo cardiaca
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causada no camundongo C3H/HePas pela infecgdo cronica por T. cruzi da cepa
Sylvio X10/4.

A Pericardite Miocardite Endocardite
5+ . 5+ . 5+ NS
3 3 3
g 1 o g 41 © 2 41 ofo
P o P o P -
g 34 oOoo : g 3 ——— :. g 3 —E'gﬁ— EEE
® = — . 8 2 oo ™ 8 2 TN
24 - -
g oo EEE g . g
o 14 ] o 14 ] o 14 [m}
< c c
0 0 -H— 0 =
controle PC61 controle PC61 controle PC61
B Pericardite Miocardite Endocardite
5+ 0O \g uE 5+ NS ] 5+ NS ]
9 u 9 u 3
o 44 o 44 o 44 0O [ ]
o o - o
3 34 ] ] 3 34 oo m $ 3{ oo m
% [ ] g —=— g ] ]
§ 29 OO ] 8 21 8 21 ] [ 1]
: : o 2
Q 14 [m] [ ] o] 14 [ ] ] o] 1+ [ ]
£ c c
0 0 0
controle PC61 controle PC61 controle PC61
C Pericardite Miocardite Endocardite
3 5+ 00 \s (] ] 3 5+ NS ] 3 54 OO SLLLLL
‘g 44 55—~ _mEm ‘g 44 OO n ‘g 4- o (]
3 34 oo 1T S 3 oo n $ 3{ —— n
(0] (0] - (0]
® ® ®
8 21 8 29 oo (T 1] 8 21 O ]
2 2 2
o 14 o 14 [m] [ ] ] o 14 og
< < <
0 0 0
controle PC61 controle PC61 controle PC61

Figura 32. Intensidade do infiltrado inflamatdrio no coracdo de camundongos C3H/HePAS crbnicos
(infecgdo com T. cruzi da cepa Sylvio X10/4) tratados com anticorpo controle ou MoAb
PC61: (A) Experimento 1 (B) Experimento 2 e (C) Experimento 3.
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5.12 Conclusao parcial

Os camundongos crbnicos tratados com o MoAb anti-CD25 (PC61)
apresentam uma reducdo na frequéncia de células FoxP3" e uma tendéncia a
diminui¢gdo no numero total destas células. No entanto, a resposta imune ao parasita,
medida pela produgao de citocinas, assim como a carga parasitaria sistémica e a

patologia cardiaca nao foram alteradas em decorréncia do tratamento.
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6 DISCUSSAO

A eliminagdo do T. cruzi pelos individuos infectados, como descrito na
literatura, é rara (FRANCOLINO et al., 2003). Assim, apesar da forte resposta imune
contra este protozoario um pequeno numero de parasitas geralmente persiste nos
tecidos do hospedeiro. Independentemente de qual sejam as causas que permitem o
escape do parasita, o individuo cronicamente infectado deve lidar com uma resposta
continua e de longa duragdo contra os parasitas persistentes, que causa leséo
tissular. Assim, durante a resposta frente ao parasita, concomitantemente a indugao
de elementos efetores que agem na eliminagdo do parasita, mecanismos
reguladores sdo ativados, minimizando a lesdo tissular provocada pela propria
resposta imune (KOTNER; TARLETON, 2007; BELKAID, 2008).

Neste trabalho, ndés avaliamos a participacdo de um dos elementos do
controle da resposta imune mais estudados, as células Treg, € 0 seu envolvimento
na modulacdo dos mecanismos que propiciam a destruicdo do T. cruzi € na

patologia decorrente da infecgao por este parasita.

Em um primeiro momento, avaliamos a dindmica da populagao caracterizada
como Trec (TCD4'CD25'FoxP3"), tanto na fase aguda quanto na fase cronica da
infeccao por T. cruzi em modelo experimental murino. Nossos resultados mostram
um pequeno aumento em numero de células TCD4'FoxP3" na fase aguda da
infecgdo. No entanto, devido a uma expanséo drastica de células TCD4 'FoxP3 (e
TCD4'CD25"FoxP3") nesse periodo da infecgéo, a frequéncia de células Treg dentre
as células CD4" apresenta uma diminuigéo significativa. Assim, o pequeno aumento
relativo acompanha uma forte ativagdo do sistema imune na fase aguda. Aumentos
moderados no numero de células FoxP3" tém sido observados durante o curso de
infeccbes aguda, como a por Plasmodium chabaudi adami, no qual o numero de
células FoxP3® aumenta na ordem de 1,5 a 3 vezes (VIGARIO et al., 2007;
CAMPOQOS et al., 2008). O moderado aumento das Treg No palco da infecgdo aguda
pode ser explicado pelo efeito inibidor que tém as citocinas Th1 e Th2 (IFN-y e IL-4)

no desenvolvimento de células FoxP3" (WEI et al., 2007).
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Qual é a origem dessas células que representam o moderado aumento no
numero de Treg na fase aguda da infecgdo, seria proliferagdo ou a geragao “de
novo” de células FoxP3*™? Neste aspecto, a possibilidade de que estas células
surjam em decorréncia da geragdo “de novo” é sustentada pelas nossas
observagdes de que 80-85% de células Treg do bago de animais na fase aguda da
infeccdo sdo pequenas, frequéncia similar a observada em camundongos nao

infectados.

Durante a fase aguda da infecgdo as células TCD4'FoxP3" passam por
mudancas fenotipicas, tais como um aumento no numero de moléculas CD25, GITR
e CD122; no entanto, os niveis de expressao de FoxP3 permanecem na maioria das

vezes iguais.

Uma vez que n&o é possivel analisar a atividade funcional das células FoxP3"
na fase aguda da infecgéo, o seu envolvimento na regulagao da resposta contra o T.
cruzi e na patologia na fase aguda foi avaliado pelo tratamento com MoAb anti-
CD25. Este procedimento tem sido amplamente utilizado para avaliar a participacao
das Treg na resposta imune contra tumores, doengas autoimune e infecgbdes por
Mycobacterium tuberculosis, Herpes simplex e Plasmodium berghei NK65
(ONIZUKA et al., 1999; MCHUGH; SHEVACH, 2002; LONG et al., 2003;
FERNANDEZ et al., 2008; JARON et al., 2008; BOUDOUSQUIE et al., 2009), bem
como por T. cruzi (KOTNER; TARLETON, 2007; MARIANO et al., 2008; SALES et
al., 2008).

Uma das criticas a esta abordagem € que o tratamento com anti-CD25 atinge
outras populagdes além das células Trec tais como as células FoxP3
efetoras/ativadas. Apesar disso, acreditamos que o tratamento com anti-CD25 deva
ser a melhor alternativa, uma vez que, a maioria das Treg expressa altos niveis de
CD25 em comparagao as células efetoras/ativadas e, além disso, porque outras
moléculas candidatas como CD122, GITR e CD127 sido expressas em maiores
niveis nas células FoxP3™ do que nas FoxP3" na fase aguda da infecgdo. Apoiando a
nossa suspeita, o tratamento com anti-CD25, induziu uma diminui¢ao significativa,
apesar de parcial, no numero de células TCD4 FoxP3" e um aumento importante no

nimero de células grandes TCD4*CD25"°"'FoxP3" (células efetoras/ativadas). Este
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ultimo resultado deve ser interpretado, entretanto, com prudéncia, uma vez que dois
efeitos de sinais contrarios poderiam ocorrer apds tratamento com anti-CD25 no
animal com infecgdo aguda. Assim, por um lado, a eliminagao/diminuicdo de células
Treg induzida pelo PC61 poderia resultar secundariamente em aumento da
proliferacdo das células TCD4*CD25"°VFoxP3". Por outro lado, a proliferacdo das
células TCD4*CD25"°""FoxP3™ poderia ainda ser maior, caso os anticorpos anti-

CD25 estejam depletando estas células.

A despeito da redugdo das células TCD4 FoxP3" nos animais com infecgéo
aguda, a parasitemia e os niveis de miocardite n&o foram afetados pelo bloqueio das
células Tregc. Numa primeira analise, este resultado poderia indicar que as Treg néo
estdo envolvidas na modulagdo negativa da resposta imune ao T. cruzi. O mesmo foi
concluido pelos autores que utilizaram esta mesma abordagem para estudar a
participacao das Treg na resposta imune frente ao T. cruzi. Assim, Kotner e Tarleton
(2007) observaram que o curso da infeccao pela cepa Tulahuen, nao é afetado pelo
tratamento com anti-CD25 pelo MoAb 7D4 (KOTNER; TARLETON, 2007). Em outro
trabalho, Mariano et al. (2008) observaram que o tratamento com PC61 n&o afeta a
parasitemia de camundongos infectados pela cepa Y, apesar dos animais tratados
apresentarem uma diminuicdo paradoxal do tempo de sobrevida (MARIANO et al.,
2008). Por outro lado, o grupo de Gazzinelli (2008) observou que, de maneira
similar, o tratamento com PC61 n&o afeta o curso da infec¢gdo por 50 parasitas da
cepa Y ou 1000 parasitas de T. cruzi da cepa Colombiana (SALES et al., 2008). No
entanto, constataram uma pequena reducdo na parasitemia e mortalidade dos
animais tratados com PC61 quando a infecgao foi feita com 50 parasitas da cepa

Colombiana.

O fato do tratamento com PC61 dos animais infectados n&o ter alterado o
curso da parasitemia ou patologia, em comparagdao aos animais infectados e
tratados com anticorpo controle, pode ser devido a deplecao de células Tres ter
ocorrido somente de forma parcial. No entanto, outros autores tém observado que a
administracdao de PC61 resulta em uma inativacdo funcional, e ndo na deplegao
fisica de células Tregc TCD4'CD25" (KOHM et al., 2006). Assim, de acordo com
nossos resultados e dos outros grupos, nés podemos concluir que o

desenvolvimento de uma resposta especifica anti-T. cruzi responsavel pelo controle
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da parasitemia e sobrevivéncia do hospedeiro ndo parece estar sob influéncia das
Trec TCD4'CD25"FoxP3".

Uma possivel explicagdo para a observagao de que nao ocorrem diferengas
no curso da infecgdo e patologia apds o tratamento com anticorpo anti-CD25 (em
relacdo ou grupo tratado com anticorpo controle) é que o T. cruzi, na fase aguda,
poderia ter induzido um bloqueio funcional das células Treg, bloqueio que permitiria
o desenvolvimento de uma resposta protetora anti-parasita nos estagios iniciais da
inflamacé&o. Corroborando esta hipotese, Pasare e Medzhitov (2003) demonstraram
que a atividade supressora das células Treg € bloqueada pelo estimulo com
agonistas de TLR (PASARE; MEDZHITQOV, 2003). Estes autores demonstraram que
o bloqueio funcional de Treg depende da estimulagao de células dendriticas via TLR,
que ao secretar IL6 torna as células naive refratarias a sinais das células Treg. Em
adicao, Liu et al. (2006) estenderam estes resultados ao mostrar que agonistas de
TLR, além de tornarem as células T resistentes a acado supressora das Tgreg,
induzem uma momentanea perda da atividade supressora com diminuigdo da
indugcdo de mRNA de FoxP3 (LIU et al., 2006a). Uma vez que a deteccao de T. cruzi
pelo sistema envolve diferentes moléculas de TLR (CAMPOS et al., 2001; BAFICA et
al., 2006) que sinalizam através das vias MyD88 e TRIF (KOGA et al., 2006) e
devido a IL-6 ser produzida em abundéancia nos estagios iniciais da fase aguda
(GAO; PEREIRA, 2002), existe a possibilidade que a atividade das Trec Seja
momentaneamente cancelada no comec¢o da infecgao por T. cruzi, momento em que
o sistema imune é intensamente estimulado (D'IMPERIO LIMA et al., 1985). Além
disso, nao podemos deixar de considerar o trabalho de Wei et al., citado acima, que
demonstra que o IFN-y, uma citocina produzida em altos niveis na infec¢ao pelo T.

cruzi, age negativamente na indugao de células Treg pelo TGFB [I(WEI et al., 2007).

Na fase crénica da infeccdo, o nimero de células FoxP3" no baco retorna
aquele dos animais controle da mesma idade. Adicionalmente, nossas observacoes
de que a frequéncia de células FoxP3" dentre as células TCD4" diminui com
significAncia estatistica nos animais cronicos sugerem uma relativa diminuicdo na
atividade das Tres. O retorno do nimero de células FoxP3" aos niveis basais
provavelmente acompanham uma diminuicdo da carga parasitaria sistémica que

ocorre na fase cronica. Em consonédncia com isso, quando os camundongos
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cronicos foram desafiados por via intravenosa com parasitas T. cruzi homologos, um
significante aumento no numero de células FoxP3" foi observado (dados néo

mostrados).

Células FoxP3" do baco de animais crénicos sdo pequenas e constituem a
maior parte da populagdo de células CD25" neste 6rgédo. Estas células apresentam
um moderado efeito regulador in vitro sobre células T parasito-especificas. Isso pode
ser observado pelo pequeno aumento na proliferagcao de células T dos esplendcitos
depletados de células CD25%, em resposta a antigeno de T. cruzi, quando
comparado ao de esplendcitos totais. O fato do aumento na proliferacao ser maior
para células TCD8" do que para TCD4", sugere que as células TCD8" sejam mais

intensamente reguladas pelas Trea.

Para avaliar se as Trec estdo envolvidas no controle da resposta parasito-
especifica em camundongos crénicos, animais de 5-8 meses foram submetidos a
tratamento com anticorpo anti-CD25. O protocolo de deplegcdo empregado neste
experimento foi diferente daquele usado na fase aguda. Neste, os animais
receberam 13 doses de 200 ug do MoAb PC61, em intervalos de 2-3 dias. Este
tratamento continuo resultou em um pequeno decréscimo no numero de células
FoxP3" no bago de camundongos cronicos, sendo os niveis de deplecdo menores
em amplitude do que aqueles observados nos animais controles ou daqueles nos
animais depletados na fase aguda. Nos nao sabemos o motivo da deplecéo ser tao
baixa em animais crénicos. Em principio, fatores decorrentes do ambiente no animal
crénico ou do protocolo utilizado no tratamento poderiam estar envolvidos, por outro
lado, ha também a possibilidade de que estas células sejam geradas (repostas) em
maior numero nos animais crénicos. Em nossos experimentos o tratamento com o
MoAb PC61 nao alterou a resposta parasito-especifica dos animais crénicos,
avaliadas pela produgdo de IFN-y, TNF-a e citocinas Th2, em relagdo aquela
apresentada pelos animais crénicos tratados com o anticorpo controle. Além disso, o
tratamento com MoAb PC61 ndo alterou os niveis de IFN-y do coragdo. Ja em
relacdo a cardiopatia, dos trés experimentos feitos, nds observamos uma redugéo de
pequena intensidade no infiltrado inflamatdério no primeiro experimento, mas isso nao
foi confirmado nos outros dois experimentos realizados. Nossos resultados nao

diferem daqueles obtidos pelo grupo do Gazzinelli, que apds avaliar a patologia
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cardiaca induzida pela cepa Colombiana (que apresenta pico de patologia cardiaca
nos dias 35-40 p.i.) de camundongos tratados com MoAb PC61, concluem n&o haver

alteracdo na intensidade ou cinética dos infiltrados no corag&o (SALES et al., 2008).

Assim, como demonstrado para a fase aguda, o conjunto de dados da
infeccdo na fase crénica indica que o tratamento com MoAb anti-CD25 n&o interfere
com a resposta especifica anti-T. cruzi, nem com o desenvolvimento da patologia ou
parasitismo sistémico. Enquanto isso poderia ser devido a uma deplegao insuficiente
de Tgreg, também poderia ser devido a falta de envolvimento das Treg Nno controle
desses parametros. Neste sentido, também podemos supor que a resposta imune ao
T. cruzi seja controlada por muitos circuitos reguladores que possuem acéo
redundante, em tal forma que a eliminacdo parcial das células Trec poderia ser

totalmente compensada por outros sinais supressores.

A etiologia da lesdo cardiaca permanece controversa, sendo que as principais
hipéteses apontam para a reatividade local frente aos parasitas de T. cruzi
persistentes (TARLETON; ZHANG, 1999) ou para a autoimunidade (DOS SANTOS
et al., 1992; CUNHA-NETO; KALIL, 1995; LEON; ENGMAN, 2001). Assim, ainda que
as Treg Néo estejam envolvidas na regulagdo da resposta imune parasito-especifica
e, em consequéncia, na regulacédo do controle ao T. cruzi, deveriamos esperar que
as Treg participassem no controle da autorreatividade contra antigenos do tecido
cardiaco. Assim, o fato da miocardite n&o ter piorado apos a deplegédo parcial de
Treg sugere que no modelo de infecgdo de camundongos C3H/HePAs por parasitas
Sylvio X10/4 o componente de autoimunidade nao é o principal elemento envolvido

no desenvolvimento da miocardiopatia crénica.
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7 CONCLUSOES FINAIS

No 14° dia da infecgao pelo T. cruzi da cepa Y (fase aguda), ha um aumento
no numero de células CD4'FoxP3" esplénicas que ndo & superior a 2 vezes,
enquanto que para a populacdo TCD4" o aumento é de 4 vezes. O nivel de
expressdo (MFI) da molécula FoxP3 pelas células TCD4'CD25'FoxP3" pequenas
nao muda com a infeccdo. Ja para a expressdao de CD25 e de CD122, ha um

aumento na expressdo dessas moléculas nas células TCD4 FoxP3".

Os marcadores de membrana GITR, CD122 e CD127 nao possibilitam o
isolamento das células TCD4*FoxP3" do animal infectado pelas metodologias de
coluna com microesferas imantadas ou “sorting”. Assim, a molécula CD25 pode ser
considerada, por enquanto, o melhor alvo para se fazer a deplegao das células Tgeg,
uma vez que esta populagdo expressa os maiores niveis de CD25, tanto no animal

controle, quanto no infectado.

O tratamento com PC61 induz uma queda importante e significante na
frequéncia e numero de esplendcitos TCD4'FoxP3" tanto nos animais n&o
infectados como nos animais infectados pelo T. cruzi. Esta diminuicdo é
particularmente intensa na populacdo de células TCD4'FoxP3" pequenas. Para os
blastos de células TCD4 FoxP3" dos animais infectados, entretanto, observa se até
um pequeno aumento para o grupo tratado com PC61. A deplegcdo parcial das
células Treg pelo tratamento com anti-CD25 n&o promoveu alteragdo na curva de
parasitemia ou na intensidade da patologia cardiaca dos animais infectados na fase

aguda.

Ao contrario do observado na fase aguda da infeccdo de camundongos
C57BL/6 pelo T. cruzi da cepa Y, ndo houve mudangas significativas (em relagéo
aos animais nao infectados) no nimero de células TCD4'FoxP3*, pequenas ou
grandes, ou na mediana de fluorescéncia para FoxP3 e CD25 durante a fase crbnica

da infeccao.
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A remogéo das células CD25" da suspenséo de esplendcitos de camundongo
cronico resulta em aumento da resposta proliferativa a antigeno de T. cruzi pelas
células TCD8" (e em menor intensidade pelas células TCD4") em relacgéo a resposta
na suspensao celular de esplendcitos totais. Estes resultados sugerem que as

células Treg participam de alguma forma na infecgéo crénica pelo T. cruzi.

Os camundongos crbnicos tratados com o MoAb anti-CD25 (PC61)
apresentam uma reducdo na frequéncia de células FoxP3" e uma tendéncia a
diminui¢gdo no numero total destas células. No entanto, a resposta imune ao parasita,
medida pela produgdo de citocinas, assim como a carga parasitaria sistémica e a

patologia cardiaca nao foram alteradas em decorréncia do tratamento.
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