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RESUMO

Os mecanismos de acdo de alguns dos adjuvantesligioos convergem na ativacdo de células
dendriticas (DC), fazendo a ligacdo entre a imuwledaata e a adaptativa. A bradicinina, um
nonapeptideo liberado por clivagem proteolitica dwénogénios, foi descrita como um sinal de
perigo endbgeno que induz a maturagdo de DCs atdavativacdo dos receptoreiRBCom base em
conhecimentos adquiridos no modelo de infeccéo Ppetouzi decidimos explorar o papel do sistema
cinina no desenvolvimento de estratégias vacinaigra infecgdo por este parasita. Utilizamos um
inibidor da enzima conversora de angiotensina tépai) como ferramenta farmacoldgica, visando o
aumento da meia-vida das cininas no sistema. Meepa fase deste projeto (BALB/c - cepa Dm28c),
investigamos os efeitos imunoprotetores da imuéizapm DCs estimuladas vitro com antigeno
(Ag - extrato de Epi)/Cap/BK. Observamos que osnais imunizados/reforcados com DCs CD11c
estimuladas com Ag/Cap/BK se mostraram resisteatesdesafio letal pelo parasita, além de
apresentarem altas frequéncias de células T'@[2D8 ag-especificas produtoras de IFNanto no
linfonodo quanto no coracdo. No modelo de imunigacdm formulagbes baseadas em alum,
observamos que o pré-tratamento com captopril dimsads imunizados/infectados € essencial para a
inducdo da expressdo de CCR5 pelos linfocitos Tacterizando um fenoétipo de capacitagédo
migratoria destas células para tecidos periférigbsex., coracdo). Na segunda fase do projeto
(C57BL/6 - cepa CL), estabelecemos um modelointucdo de células T CD8citotoxicas
(CTLs) anti-TsKb-20 fdeptideo da familia trans-sialidspela imunizacdo com formulacdes
contendo BK Observamos a geracéo de CTims\jvo) no baco de animais imunizados com [Alum/
Ag-Epi/TsKkb20/BK], sem o pré-tratamento com capofResultados preliminares indicam, ainda,
que a liberacéo lenta de BK/Ag, em emulsdo convadje de Freund incompleto, é capaz de induzir
a geracdo de CTLs Ag-especificas. Nossos resultadgerem que o sistema cinina pode ser
eficientemente explorado em estratégias de vaanegétra patégenos intracelulares, implicando a
funcdo central de células T CD&fetoras/memdria nos mecanismos imunoprotetorgsadonais
imunizados. Como perspectivas, consideramos a$vpasaplicacdes dos esquemas de imunizacao na
area de vacinacgao veterinaria comras e outros patégenos intracelulares.



ABSTRACT

The mechanisms of action of some immunological\adjts converge in the activation of dendritic
cells (DC), making the link between innate and #&gapimmunity. Bradykinin, a nonapeptide
released by proteolytic cleavage of kininogens, d@scribed as an endogenous danger signal that
induces the maturation of DCs via activation gRBeceptors. Based on knowledge gained in the
model of infection withT. cruzi we decided to explore the role of kinin systenthia development of
vaccination strategies against infection by thisp#e. We used an inhibitor of angiotensin conmgrt
enzyme (captopril) as pharmacological tool, in otdéncrease the half-life of kinins in the systdm

the first phase of this project (BALB/c - Dm28casir), we investigated the effects of immunization
with immunoprotective DCs stimulaté vitro with antigen (Ag - Epi extract)/Cap/ BK. We obsealv
that immunized/boosted animals with CD1I2Cs stimulated with Ag/Cap/BK were resistant to
lethal challenge by the parasite, and have highufracies of CDZ4and CD8 ag-specific IFNy-
producing T cells, both in lymph node and hearttHa model of immunization with alum-based
formulations, we found that pretreatment with captan immunized/infected animals is essential for
the induction of CCR5 expression by T lymphocyiesijcating a migratory capacity phenotype to
peripheral tissues (p. ex., heart). In the secomas@ of the project (C57BL/6 - CL strain), we
established a model of induction of cytotoxic CDOBcells (CTLs) anti-TsKb-20 (peptide of trans-
sialidase family) by immunization with formulatioesntaining BK. We observed the generation of
CTLs (n vivo in the spleens of mice immunized with [Alum/AgiHsKb20/BK] without
pretreatment with captopril. Preliminary resultscalindicate that the slow release of BK/Ag, in
emulsion with incomplete Freund's adjuvant, carudedthe generation of Ag-specific CTLs. Our
results suggest that the kinin system can be effilyi exploited in vaccination strategies against
intracellular pathogens, implying the central rotef CD8 effector/memory T cells in
immunoprotective mechanisms of the immunized arsmas perspectives, we consider the possible
applications of the immunization schemes in vetgginvaccination against virus and other
intracellular pathogens.
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INTRODUCAO

1.1 Imunidade inata e seus receptores

As células do sistema imune inato reconhecem pat&génvasores através de
receptores de reconhecimento de padrestgrn recognition receptors PRRS), que séo
ativados por padrdes moleculares associados a guet®ghathogen-associated molecular
pattern- PAMPS), induzindo mecanismos de defesa inatgsdi@rentes PRRs podem ser
classificados em receptores secretados, transmeanbraitosolicos. Os receptors secretados
se ligam a superficie celular do patdégeno, podaidar as vias classica ou da lectina do
sistema complemento, e opsonizar os patdgenosspbhsgquente fagocitose por macrofagos
e neutrofilos (revisado por GORDON, 2002).

Os PRRs transmembrana incluem os receptores doTtpo(Toll-like receptors-
TLRs) e os receptores do tipo lectina C. Os TLRsa@plamente expressos por diferentes
tipos celulares do sistema imune, como células ritesas (DCs), macrofagos, células NK
(natural killer), mastécitos neutrofilos, células B e T, e tamipé&mcélulas ndo-imunes, como
fibroblastos, queratinécitos e células epiteliads.maioria dos TLRs esta expressa na
superficie celular (TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 e 11), warjo outros estdo presentes dentro de
compartimentos endossomais (TLR3, 7, 8 e 9). OssTtdi especificidade definida para
padrbes moleculares amplamente distribuidos, cesdes entre bactérias, virus e parasitas,
sendo que cada um reconhece um estimulo microleapecifico. Por exemplo, TLR4
reconhece lipopolissacarideos (LPS) de bactériaBR2Treconhece componentes da parede
celular de bactérias como peptideoglicanas de hast&ram-positivas, lipoproteinas e acido
lipoteicdico, e certos componentes da parede celiddungos. TLR5 reconhece flagelina e
TLR11 reconhece profilina déoxoplasma gondiiOs receptores intracelulares reconhecem

RNA dupla-fita (TLR3), RNA fita simples (TLR7/8)racotivos de CpG presentes no DNA de



bactérias e virus (TLR9) (revisado por AKIRA & TAKR, 2004; GERMAIN, 2004). A
familia de receptores do tipo lectina C inclui esaptores dectina-1 e dectina-2, que detectam
B-glucana e manose, respectivamente, na paredarcdelfungos com@andida albicans
(ROBINSONet al, 2009; revisado por BROWN, 2006).

Os PRRs citosdlicos incluem os RLRstinoic acid—inducible gene | (RIG-I)-like
receptory e os NLRs rjucleotide-binding domain and leucine rich repeaftaining
receptor3. Os RLRs detectam fragmentos de RNA viral gergmida RNA polimerase Ill no
citosol de células infectadas. O reconhecimentpatdgeno ocorre, por exemplo, através da
ligacgdo do RNA ao dominio helicase do receptor RI@etinoic acid-induced gehe
sinalizacdo através de seus dominios de recrutandentaspases e ativando a producéo de
IFN-o/p para combater a infeccado (SAITE al, 2007). Estudos recentes tem evidenciado
que determinados fragmentos de DNA viral servemacomlde para a RNA polimerase lll,
gerando fragmentos de RNA dupla-fita que seraonfemados por RIG-1, culminando com a
producado de interferons do tipo 1 (CH#v al, 2009; ABLASSERet al, 2009). Os NLRs
representam uma grande familia de sensores initaed capazes de detectar patdgenos e
sinais de estresse. Os membros dessa familia al®tectuitas vezes indiretamente, produtos
de degradacdo de peptideoglicanas, toxinas e RNBadirias, além de sinais enddgenos
como o ATP, cristais de acido Urico e radiacaauitieta (revisado por FRIT&t al, 2006).
Estes receptores estdo envolvidos ainda na ativdgacomplexos protéicos multiméricos
conhecidos como inflamassomos, que controlam agitts de caspase-1 e a secrecdo de

citocinas dependentes de caspase-1, com¢ [reisado por MARTINONet al, 2009).

1.1.1 Células Dendriticas

As células dendriticagléndritic cells- DCs) sao células apresentadoras de antigenos

(antigen presenting cellsAPCs) profissionais que agem na interface emtsestema imune



inato e o adaptativo. Durante seu desenvolvimeas®Cs agem como sentinelas nos tecidos
periféricos, sendo capazes de capturar, processparesentar antigenos para as células T
virgens. Desta forma, as DCs s&o importantes néoagppara a inducéo de respostas imunes
primérias, mas também para a inducdo de tolerdincimoldgica, assim como para a
regulacdo do tipo de resposta imune mediada pkl&acE (revisado por BANCHEREAU &
STEINMAN, 1998).

Existem diversos subtipos de DCs e os especialistasn uma combinacdo de
variaveis, incluindo origens do desenvolvimentaagacteristicas bioldgicas (como fendtipo,
funcéo e localizacdo no microambiente) para classibis DCs em subtipos. Ainda assim, ha
divergéncias sobre qual a melhor combinacdo déweis deve ser usada para esse proposito.
Por exemplo, a classificagdo com base nas viagskendolvimento pode ser falha, uma vez
gue essas vias ainda ndo foram completamente atlasd Na verdade, est4 cada vez mais
claro que a bifurcacéo no desenvolvimento de DUs,dg origem a distintos subtipos, ocorre
relativamente tarde no desenvolvimento de DCs, €nmevale para a classificagdo com base
em marcadores fenotipicos, ja que subpopulacdesofimimente muito semelhantes podem
ser diferenciadas por apenas um marcador fenotipiglendran e colaboradores acreditam
gue a maneira mais informativa de classificar ass B€ja com base em propriedades
biolégicas, localizagdo no microambiente e fengtiponforme demonstrado na Tabela 1

(revisado por PULENDRAN al, 2008).



Principais subtipos
de DCs Fenétipo Orgéo Microambiente Citocinas
(camundongos)
. cD11c"" CcDso’
CD8a*CD11b™ (DCs Déa Bago, LN, ] . ) ?IL -12p70
linféides) CD11b PP LP Areasricas em células T 5
DEC205 CD4" ’ ?IL-10
: cb11d"" cDso Zona marginal (bago);
CD8a CD11b" (DCs f Bago, LN, _ ginal (bago): | 2 1L.-12p70
mieléides) CD11b PP LP sinus subcapsular (LN); 2 IL-10
DEC205" CD4” ’ domo subeptelial (PP) L
int +/-
o CDbile CD,&X Baco, LN, Zona marginal (baco); area IFN-y
DCs Plasmacitéides CD11b PP LP (? . slulas T (LN (exeto na
B220° Gr-1" ,LP(?) ricas em células T (LN) bP)
cp11c"”
Células de CD8u d“"_ Epitélioda Epitélioda pele; areas ricas 5
Langherhans DEC205"%" pele, LN em células T (LN) ’
Langerina
CD11c"" CD8u" . .
DCs Dermais CD11b* Derme da Derme da pele; areas ricas ”
+ pele, LN em células T (LN) '
DEC205
CD11c"" CcD8a” Areas de células T (domd » . -12p70
CD8o.  CD11b CD11b PP subepitelial); epitélio 5
DEC205* CD4 associado ao foliculo ?1L-10
Derivadas de CD11c™ CD8u” Bago
mondcitos (DCs CD11b* inflamado, ? ?
inflamatdrias) DEC205 CD4 LN

Tabela 1 Principais subtipos de células dendriticas em camudiongos.LN: linfonodo; PP: placa de
Peyer; LP: lamina prépria. (adaptado de PULENDR&MNI, 2008).

Ja Shortman e Naik consideram simplesmente 3 gsatategorias de DCs: pré-DCs,
DCs convencionais e DCs inflamatorias. As pré-Diidaando possuem forma e fungéo de
DCs, podendo rapidamente se desenvolver em DCsocosem estimulos inflamatorios, a
exemplo dos mondcitos e DCs plasmacitdides. As D@svencionais compreendem 2
subtipos: (i) DCs migratorias e (ii) DCs resident&s primeiras tem como representantes as
DCs e as células de Langerhans e se caracteriziancg@ura de antigenos na periferia e
migracao através dos vasos linfaticos para osrodos. As Ultimas, representadas pelas DCs
timicas e esplénicas, capturam e apresentam aosi@sternos e auto-antigenos nos proprios
orgaos linfoides. Finalmente, as DCs inflamatériasno por exemplo, as Tip-DCainhour-
necrosis factor- and inducible nitric-oxide syntegwoducing sdo encontradas apenas em

consequéncia de uma infeccdo ou inflamacéo (revisadSHORTMAN & NAIK, 2007).



No estagio imaturo, as DCs possuem capacidade taraa antigenos com muita
eficiéncia. O contato com o patégeno/antigeno os gerivados induz mudancas fenotipicas
e funcionais nas DCs, fenbmeno conhecido como magor O processo de maturacdo das
DCs é continuo e tem inicio nos sitios periférichgante o encontro com os estimulos de
maturacdo, sendo completado nos érgaos linféidesnd@rios, durante a interacdo com as
células T (revisado por BANCHEREAEL al, 2000). A DC madura é uma célula altamente
eficiente na apresentacdo de antigenos, e ndonaasa captura. A mudanca funcional de
uma célula que captura antigenos para uma céltggeagiadora é acompanhada de uma série
de mudancas no fendtipo dessa célula, como: (ierdapde receptores de endocitose e
fagocitose, (ii) 0 aumento da expressao de moléadeestimulatérias (CD40, CD80, CD86),
(i) mudancas da morfologia celular, como perdaed&uturas adesivas, reorganizacao do
citoesqueleto e aumento da mobilidade, (iv) trazegtéo de compartimentos de MHCII para a
superficie celular e (v) secrecdo de citocinas djtexenciam e polarizam células efetoras
(revisado por REIS E SOUSA, 2006).

Diversos fatores sao capazes de induzir ou regulaaturacédo de DCs. De acordo
com o modelo de perigo proposto por Matzinger, BE€#& sdo ativadas por sinais de perigo
liberados por células que sofreram injuria, caugagla exposicdo a um patégeno, dano
mecanico, toxinas e outros (MATZINGER, 1994). Essmelo se contrapbs ao paradigma
vigente até aquele momento, em que o sistema iratmeapaz de diferenciar moléculas
préprias das ndo-préprias, e responder apenasimss)l derivadas de agentes invasores. Os
sinais de perigo podem ser de origem exdgena, @smooléculas associadas a patégenos
(PAMPs) que sao reconhecidas pelos PRRs, ou denoremddgena, geralmente gerados a
partir de dano tecidual com degradacdo de mattim@{ular ou liberacdo de moléculas
intracelulares. Como exemplos de sinais de penglbg@enos podemos citar o acido urico

(SHI et al, 2003), ATP (SCHNURRt al, 2000; IA SALAet al, 2001), proteinas de choque



térmico peat shock proteins HSP) (BASUet al, 2000; BINDERet al, 2000), pequenos
fragmentos de acido hialurénico e heparan sulf@@NG et al, 2005; JOHNSONMNet al,
2002) e bradicinina (ALIBERTEt al, 2003). Atualmente, a denominacao DAMRarhage
associated molecular pattérné utilizada para se referir a todos 0s sinaispdégo,
comprendendo os PAMPs especificos de patbgenosiaais de alarme enddgenos, uma vez
que todos sdo capazes de ativar as células domaistmune inato (revisado por
MATZINGER, 2007).

Apds a maturacdo, as DCs migram para os 6rgaasde¥ secundarios, como bago e
linfonodos, onde completam sua maturacdo interagomn células T e B. Essa migracéo &
mediada por diversas quimiocinas e seus receptérepaturacdo de DCs é geralmente
acompanhada de uma mudanca do perfil de receptigeguimiocinas expressos na
superficie. Por exemplo, observa-se regulagcédo iwegde CCR1 e CCR5 e a regulacdo
positiva de CCR4 (que facilita a interacdo entresi2€lulas T no linfonodo) e CCR7 (que é
fundamental para a migracdo de DCs através dossMaddticos periféricos). As DCs
chegam aos vasos linfaticos periféricos atraidds gediente quimiotatico de CCL21 e
CCL19, secretados pelo endotélio do vaso linfaticgpor DCs dos o6rgaos linféides
secundérios (OHlet al, 2004; revisado por SWARTEt al, 2008). Além da funcdo das
guimiocinas, evidéncias sugerem que 0s vasositinEipodem desempenhar um papel ativo
na transmigracdo de DCs. Foi demonstrado, por ewengpe a exposicdo a citocinas
inflamatodrias induz ativacdo do endotélio linfatidevando a expressédo de molélulas de
adeséo como ICAM-liritercellular adhesion molecule & VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule ) e E-selectina (JOHNSO®t al, 2006).

E importante ressaltar que nem todas as DCs pesseamis Orgdos linféides
secundérios sédo provenientes da periferia. AlénDdzs que circulam na periferia e migram

para os orgaos linféides secundarios apds um dstideumaturacdo, cerca de metade das



DCs residentes nos 6orgaos linféides secundariosdeéiwadas de precursores da medula
ossea (VILLADANGOS & HEATH, 2005). A maioria dessaiulas se encontra num estado
imaturo nos linfonodos, e esta constantemente @mta antigenos provenientes da linfa.
Caso entrem em contato com um estimulo de matyragéas células migram para a zona de
células T, onde vao interagir com as células T rigi@io a resposta imune adaptativa

(revisado por REIS E SOUSA, 2006).

1.2 Imunidade adaptativa e ativacao de células T

A resposta imune adaptativa € iniciada nas areas em células T dos Orgaos
linféides secundarios, onde as células T virgempmmnam as APC, principalmente DCs, que
apresentam antigenos provenientes da periferiaeligas T sdo ativadas por diversos sinais,
provenientes tanto da APC quanto do microambigrdea se diferenciarem. Os sinais de
ativacéo para a célula T virgem sao transmitidoagds reconhecimento do complexo MHC-
antigeno pelo TCR (receptor de célula T); (i) afigacdo a moléculas co-estimulatorias
expressas na superficie da DC; (iii) por citocitiaeradas pelas DCs no microambiente,
desempenhando funcdes relacionadas com diferenaiasicélulas T; e (iv) por quimiocinas
e outros mediadores inflamatorios, capazes deidivaca migracdo das células T para o sitio
de infeccaolinjaria. Sabe-se que o perfil de aitasi“polarizantes” produzidas pelas DCs é
influenciado pelos estimulos que estas receberaamtiuseu processo de maturacdo. Regidos
pelos sinais transmitidos pelas citocinas polategninfécitos T virgens diferenciam-se em
células Thelper (T CD4" - Tyl, Ty2, T4l7), T regulatorias (T CD% e T citotoxicas (T
CD8"). Em contrapartida, as DCs mantidas em estadotuimia gracas a auséncia de
inflamacdo (Steady stat® induzem tolerancia imunologica através de mesraps de
anergia ou delecdo clonal, ou dependentes da «#wede células T virgens em T

regulatorias (revisado por REIS E SOUSA, 2006; JXEEt al, 2009; Figura 1).



A diferenciacdo de células T virgens para o pdifil € estimulada pela citocina IL-
12. O principal efetor da sinalizagédo pelo recep®ilL-12 é o fator de transcricdo STAT4,
que promove a expressao de multiplos genes. STAlBbara com o fator de transcrigdo T-
bet, cuja expressao é induzida pela sinalizacab@R. Uma vez translocado para o nucleo,
T-bet promove a expressao dos genes de ylFN-da cadeigd do receptor de IL-12,
aumentando a sensibilidade da célula T a IL-12 EXHlet al, 2008). Além disso, a
sinalizacdo paracrina do receptor de f-Humenta a expressdo de T-bet através do fator de
transcricdo STAT1, amplificando assim a respostacélla T41. Caracterizadas pela
producdo de IFNs as |1l desempenham um papel essencial no combate aepatg
intracelulares, na ativacdo de macréfagos e ng@wda producdo de IgG2a pelas células B
(revisado por MURPHY & REINER, 2002).

A diferenciacdo das célulagd é estimulada na presenca da citocina IL-4. Justtiéen
com a sinalizacdo do TCR, IL-4 ativa a via de smagfo de STAT6 que induz a expresséo
do fator de transcricdo GATA-3. Esse fator de twapdo € fundamental para a diferenciagédo
do subtipo T2, ja que é capaz de reorganizar a estrutura daatirma no chamado locusd,
induzindo a producao de IL-4, IL-5 e IL-13 (revisagor ANSELet al, 2006). A secrecao
destas citocinas pelas célulag2Té responsavel pelo recrutamento de eosindfiloa pa
sitios inflamatérios e pela inducdo da producédg@®l e IgE pelas células B (revisado por
MURPHY & REINER, 2002). ApoOs varios anos de intersatrovérsia, alguns estudos
apontaram um papel chave para basdfilos na indde&espostas P (PERRIGOUEet al,
2009; SOKOLet al, 2009). No entanto, devido a escassez destamsghulbsistem algumas

davidas sobre o papel do eixo DCs/basdfilos nagadule respostasyZ.
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Figura 1: Funcao efetora da célula dendriticaDe acordo com o esquema, DCs imaturas podem dar
origem a diversos tipos de DCs “efetoras”, i.epazas de induzir a diferenciacéo de distintos gabti

de células T. A qualidade (ou mesmo, ausénciapihass que promovem a maturacdo das DCs € por
sua vez determinante na inducao da diferenciacG@éalas T, incluindo imunidade, tolerancia ou
auto-imunidade. TCRT-cell receptor CTL: cytotoxic T lymphocytéadaptado de REIS E SOUSA,

2006).
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A polarizacao para o subtipgI7 ocorre através da expressdo do fator de trgascri
RORyt induzida pelas citocinas IL-6 e TG¥-RORyt é o principal fator de transcricdo
responséavel pela diferenciacdo das célulds’Tsendo capaz de induzir a expresséo de IL-17
por essas células. Além do requerimento de IL-85&f para a diferenciacdo das células
Twl7 a partir de precursores imaturos, sabe-se qd8 esempenha um importante papel na
expansdo e manutencao desta populacao, induzipdmacao de IL-17, IL-6 e TNE-pelas
células diferenciadas. Essas células contribuenisidamente na imunopatogénese de
diversas doencas autoimunes, por exemplo, naeatiimatoide, esclerose multipla, no lupus
sistémico eritomatoso e asma (revisado por BETTELtIal, 2007).

Existem ainda as células T regulatérias€d), geradas no contexto de tolerancia e
caracterizadas pela expresséo do fator de trafedfigxp3. Apesar dos distintos subfenotipos
descobertos recentemente, as Tsé@g classificadas em basicamente dois grandessyrdeo
acordo com sua origem de desenvolvimento: as hiakgais, originadas no timo e asep
periféricas, diferenciadas a partir de célulasrgjans na periferia (revisado por FEUER&R
al., 2009). As células T reg estdo envolvidas na nesagdp de tolerdncia imunolégica ao
proprio, no controle de doencas autoimunes e ngepgao de respostas descontroladas contra
patdgenos e alérgenos (revisado por SAKAGUEHI, 2008).

Pelo fato de reconhecer peptideos antigénicos iagesca moléculas de MHC-classe
|, as células T CDB8citotoxicas (CTLs) s&o importantes mediadores @sposta imune
adaptativa contra patdgenos intracelulares e tuisnded como ocorre na diferenciacédo de T
a geracdo de CTLs por linfocitos virgens precursoeguer a ativacdo de um programa de
proliferacdo e diferenciagdo em células T efetariéstoxicas. Além do primeiro sinal,
mediado por TCR, a ativacao deste programa deedif@c&o requer sinais provenientes de

DCs ativadas, do “apoio” de células T CDé de mediadores inflamatdrios e fatores de
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crescimento solluveis (revisado por BEVAN, 2004;isado por CASTELLINO &
GERMAIN, 2006).

Na sequéncia de uma infec¢do por determinados, \dactérias ou parasitas, células T
CD8' virgens antigeno-especificas passam por um rapideegso de diferenciacdo e
proliferacdo, dando origem a células efetoras@riots, na chamada fase de expanséo. Essas
CTLs circulam entre os tecidos linféides e nédoélidés para restringir a multiplicacdo do
agente infeccioso. Apds a eliminacdo do patogendaise a fase de contracdo, resultando na
diminuicdo dréstica de CTLs. Em contrapartida, olasse o surgimento de uma populacao
de células T de memodria de longa duracdo, capgeme CTLs no caso de uma re-infecgédo
(KAECH et al, 2002).

Estudando a cinética da geracdo de linfocitos CI@8 ntemoria, Mercado e
colaboradores (2000) definiram as diferentes etdpata “programac¢ao”: durante o primeiro
dia de infeccdo, observa-se uma breve sinalizagatCdR que instrui a célula T CD8irgem
a se desenvolver subsequentemente na auséncigirdalesantigénico (MERCADGCet al,
2000). Posteriormente outros grupos demonstraraenagduracdo do estimulo inicial pelo
TCR controla o tamanho da populagdo de células 8" @ias nio a sua funcionalidade, ou
seja, a capacidade de atingir os estagios efatoeradria (PRLICet al, 2006). No entanto,
sabe-se que os niveis de antigeno, assim como antemale células T CD8com DCs
tolerogénicas, sdo fatores determinantes na indwgfdolerdncia nestes linfocitos. A
tolerancia ocorre quando os niveis de antigen@tosse muito altos (induzindo anergia), ou
quando os niveis de antigenos tornam-se muito §apmvocando morte celular (dele¢éo
clonal).

As CTLs matam células-alvo utilizando granzimasdagrinas. Além disso, as CTLs
podem rapidamente produzir citocinas, como {FM-TNFe, tornando mais eficiente o

combate ao invasor, seja ele um virus, uma baaérisesmo um protozodrio intracelular.
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(revisado por CHAVEZ-GALANet al. 2009). Além de ter sua importancia bem estabedecid
no controle de infeccBes virais e bacterianas, éslas T CD8 tem sido amplamente
estudadas na infeccao chagésica, tanto no modeilaa{MARTIN et al, 2006; TZELEPIS

et al, 2008), quanto em pacientes cronicamente infestd@a&Z et al, 2006; ALVAREZ et

al., 2008).

Entre as proteinas queTo cruziexpressa durante o seu desenvolvimento intracelula
0s antigenos polimorficos da superfamilia das tswlidase (TS) provem peptideos
dominantes reconhecidos por CTLs (MARTHY al, 2006; TZELEPISet al, 2008). Em
amastigotas, os antigenos (relacionados com TS3)omearacterizados sdo membros da sub-
familia MASP (LOWet al, 1998).

Conforme j& mencionado, as células T de memoria csacterizadas por sua
capacidade de responder com eficicia a um segwsddia com 0 mesmo antigeno (resposta
secundéria). A funcéo protetora depende da gemdedn células T efetoras/memoriag(il,
capazes de migrar para os tecidos periféricosnmaftbps, onde desempenham funcéo efetora
imediata, e (ii) células de memoria centrad\(); capazes de migrar para as areas de células T
dos 6rgaos linféides secundarios, onde em segualdepam e se diferenciam em células T
CDS8’ efetoras ao serem confrontadas com estimulo antmérevisado por SALLUST@t
al., 2004).

Atualmente existem dois modelos propostos pararacge diferencial de células
efetoras e células de memoadria. No primeiro modesoprecursores de células de memodria
recebem sinais quantitativamente diferentes daguelebidos pelos precursores de células
efetoras. Neste cenério, acredita-se que nivess@enées de estimulo pelas interagbes MHC-
TCR, moléculas co-estimulatérias e mediadores nmdl@rios podem induzir uma
diferenciagdo mais profunda, irremediavelmente comptida com a funcdo efetora. No

segundo modelo, os precursores de memoéria sdcadeswde células que receberam sinais
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qualitativamente diferentes. Neste cenario, sinespecificos seriam requeridos para
direcionar a diferenciacdo de células de memooimocum fator de crescimento ou molécula
co-estimulatéria especificos, ou ainda, a interag@®m um subtipo especializado de DC
(revisado por PRLIGt al, 2007). Existem evidéncias que suportam os doidefns, mas
estudos adicionais sd0 necessarios para identificainais ambientais que induzem a geracao

de precursores de células T C& memodria e efetoras.

1.3 Adjuvantes Imunologicos

Os adjuvantes imunoldgicos séo utilizados em @itegdes vacinais com o objetivo de
melhorar a funcdo do sistema imune, tornando umromganismo ou antigeno mais
imunogénico. Os adjuvantes sao representados feoenlies classes de compostos como sais
minerais, emulsbes, microparticulas, lipossomosmpostos particulados e produtos
microbianos. Estes compostos tem sido identificaldoforma empirica, pela sua capacidade
de estimular a resposta imune contra antigenoslimingstrados em modelos experimentais.
Postula-se que os adjuvantes desempenham suasduagdvés da ativacdo do sistema
imune inato, promovendo o recrutamento de céluéaa p local de inoculagédo da vacina e
ativacdo e maturacdo de células apresentadorastigersos profissionais (revisado por DE
GREGORICet al, 2009).

Diversos compostos microbianos usados como adjesasfio capazes de ativar
diretamente as APCs através de TLRs. Esse € o dasononofosforil lipideo A
(monophosphoryl lipid A MPLA), um composto derivado do LPS, que apresémticidade
de 100 a 10.000 vezes menor do que o LPS, e ageopemdo aumento da capacidade de
ativacdo de células T por APCs (DE BECKIER al, 2000). Esta molécula foi descrita
classicamente como adjuvante que favorece o deseneoto de respostasyI, com

producdo de IFN- e anticorpos do isotipo IgG2a (ULRICH & MYERS, B9
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Recentemente, Mata-Haro e colaboradores demommstiguia a baixa toxicidade e os efeitos
adjuvantes do MPLA estdo associados a sinalizagddLldR4 dependente da molécula
adaptadora TRIFTpll-interleukin 1 receptor domain-containing adeptnducing interferon-
p), diferentemente da sinalizacdo associada a efgtgsinflamatérios do LPS via
TLR4/MyD88 (myeloid differentiation factor §§MATA-HARO et al, 2007).

Adicionalmente, os oligonucleotideos de CpG@Gytg¢sine phosphate guanosine
oligodeoxynucleotide CpG ODN), presentes em DNA bacteriano e virah seconhecidos
através da interagdo com TLR9, e sdo comumenieadiils como adjuvantes devido a sua
capacidade de melhorar a atividade funcional daGsA® ativar a producao de citocinas e
guimiocinas que sustentam o desenvolvimento dagosess adaptativas (revisado por
KLINMAN et al, 2009). Foi demonstrado no modelo de vacinagatrabrishmania major
que esses eventos sdo dependentes da ativacaotedmimi@dos subtipos de DCs, que
apresentam melhora na apresentacdo de antigenssaaptunizacdo, e que, uma vez
ativadas, sao capazes de produzir citocinas, cbrl@p70 e IFNy (SHAH et al, 2003).

O uso de derivados microbianos em vacinas podesaégecomendado, devido a
toxicidade intrinseca presente na maioria dest@spostos. Para superar esta limitacéao,
desenvolveram-se estratégias capazes de modificaites de sinalizacdo intracelulares,
através da superexpressao ou supressdo de molodastegram as vias de sinalizacao
ativadas por estes adjuvantes (revisado por WARES, 2007). Por exemplo, Andreakos e
colaboradores demonstraram que a superexpressBOKAENF-«B inducing kinasg uma
enzima que ativa NKB, induz maior apresentacdo de antigenos por DCé&luidas T e,
consequentemente, maior proliferacdo de célulastifeno-especificas e maior producéo de
citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias, tamaitro quantoin vivo (ANDREAKOS et al,
2006). Mais recentemente, 0 mesmo grupo de pesguisérou que a expressdo de uma

versao mutante da molécula adaptadora MyD88, devamtai MyD88Irp, pode ser usada
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como adjuvante em esquemas vacinais, uma vez gaeneslécula ativa especificamente
DCs, resultando em aumento na producdo de citgcieggressdo de moléculas co-
estimulatorias e ativacdo de células T. Os autuwgsrem que a molécula mutante impediria
a interacdo entre MyD88 e o receptor 0Orfao SIGRRg(e immunoglobulin IL-1R-related
protein), resultando na ativagcdo espontanea de DCs insafDREXLERet al, 2010). Estes
trabalhos demonstram que diversas moléculas sadalias intracelulares podem ser
candidatas a adjuvantes moleculares, pois suaidad®l em se manter confinadas na célula
produtora permite o desenvolvimento de respostaaésimais especificas e localizadas.

Estudos recentes revelaram que os chamados adiavpatticulados, que durante
muito tempo foram considerados apenas como veicalosadores capazes de aumentar o
tempo de exposicdo ao antigeno ou estimular a #odecdo antigeno pelas DCs,
desempenham um importante papel na ativagdo demsistmunein vivo. Alguns destes
adjuvantes séo capazes de estimular DCs indiretamagindo sobre células do estroma
linféide e outros tipos de células do sangue. Upoirrante exemplo é o adjuvante MF59, que
induz a producao de citocinas por mondcitos, magas e granulécitos humanos, e também
€ capaz de promover a diferenciacdo de monocitosD@w (SEUBERTet al, 2008).
Interessantemente, analises de imunofluorescéncracmarray mostraram que o MF59
induz a producdo de quimiocinas no musculo, a e&dial positiva de receptores de citocinas
e o recrutamento de leucdécitos (MOS€¥al, 2008).

Dentre os adjuvantes particulados, as formulac@msendo sais de aluminio,
continuam sendo as mais amplamente usadas comwaatia clinicos (NAIMet al, 1997).
Existem diversos compostos contendo sais de alapgenericamente referidos apenas como
alum, mas apenas dois deles séo licenciados pamusumanos: o hidroxido de aluminio e
o fosfato de aluminio (HEMet al, 2007). Ainda ndo existe um consenso acerca dos

mecanismos de acdo do alum, mas existem pelo niE&whipoteses para explicar os seus
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efeitos estimulatorios sobre o sistema imune: ona{) forma um depdsito pelo qual o
antigeno é lentamente liberado; (ii) induz inflaB@crecrutando e ativando APCs; e (iii) a
adsorcdo de antigeno solavel no alum converte-aaetigeno particulado, facilitando sua
fagocitose pelas APCs (MANNHALTERt al, 1985; revisado por BREWER, 2006). Essas
hipéteses ndo sdo excludentes, mas a segundadapdtatualmente a mais estudada. Esta
claro ainda que o alum promove imunidade humoredvas da ativacdo de células B
(JORDAN et al, 2004). Uma série de trabalhos demonstrou queum astimula DCs
inflamatorias e outras APCs através da ativacaimfttomassoma NALP3 (EISENBART et

al., 2008; KOOLet al, 2008; Ll et al, 2008). O inflamassoma NALP3 é um complexo
molecular formado pelo NALP3 (um membro da famitias NLRs), pelas proteinas
adaptadoras ASC e CARDINAL e pela pré-caspase-inddgcomo um segundo sinal, este
complexo é ativado por multiplos agonistas, comd?Ahdogeno e acido urico, levando ao
processamento e liberacdo das citocinas pro-infiaiaa IL-13, IL-18 e IL-33 (AGOSTINI

et al, 2004; MARTINON et al, 2006). No caso da imunizagdo com alum, a ativalgio
inflamassoma NALP3 e a subsequente liberacdo d&fB linduzem o recrutamento de
mondcitos imaturos e DCs para o local da injecagréducdo de ILi também leva a
ativacdo de mondcitos inflamatérios e sua migragdos linfonodos drenantes.
(EISENBARTH et al, 2008; KOOL et al, 2008; LI et al, 2008). Em camundongos
imunizados com OVA-alum, mondcitos inflamatorio®€s carregados com OVA migram
para o linfonodo drenante e aumenatm a express&uotieculas co-estimulatorias, como
CD86, induzindo a expanséo de células T antigepeeéficas (KOOLet al.,2008). Os dados
sdo consistentes com a ideia de que a producab-tig dependente de NALP3 por DCs
polariza uma resposta adaptativa celular do tig, €stimulando a producao de IL-4 e IL-5

por células T CD4 (SOKOLOVSKAt al, 2007). Porém, ainda ndo se sabe exatamente como
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o alum inicia a ativacdo de linfécitos e como i§@eorece a polarizacdo para o eix@2T

sobre o eixo 1.

1.4 Sistema de Cininas

Conforme ilustrado no esquema apresentado na Fjuaa cininas sdo um grupo de
peptideos de 9 a 11 aminoéacidos relacionados dmadicinina, um nonapeptideo hipotensor
originalmente descrito por Beraldo e Rocha e S[R®CHA E SILVA et al, 1949). Ao
longo de varias décadas, os estudos sobre cinmasemtraram-se sobre seus efeitos na
regulacdo do tonus vascular e propriedades noorespe pro-inflamatorias (revisado por
CALIXTO et al., 2004; CUNHAet al, 2007). O nome genérico de “cininas” foi adotado
consensualmente porque existem outros peptidetmgyimiamente ativos relacionados com a
BK, destacando-se, entre estes, a lisil-bradicifiti2K) e os correspondentes derivados de
cininas truncados na regido C-terminal, i.e., degBK ou des-Arg-LBK. As cininas sao
produzidas a partir da clivagem proteolitica decagroteinas presentes em altas
concentracdes no soro, denominadas cininogénioget@ados no figado, os cininogénios
sdo codificadas por um unico gene, contendo madipdominios funcionais, e cuja
transcricdo € regulada através de processamemrimalvo (MERKULOV et al, 2008).
Enquanto a calicreina plasmatica libera BK de HiKg{ molecular weight kininoggna
calicreina tissular cliva a extremidade N-termirtd HK/LK (low molecular weight
kininogen em uma posicao anterior, liberando o decapepti@o (revisado por BHOOLA
et al, 1992). Alem de serem geradas por proteases ema®gas cininas podem ser
proteoliticamente liberadas por diversos patdégerus.exemplo, drypanosoma crudibera
cininas através da cruzipaina (DEL NERtal, 1997; LIMAet al, 2002), oStaphylococcus
aureusemprega a stafopaina e a bactéria perioddagbhyromonas gingivaliexpressa a

gingipaina (IMAMURAEet al, 2003)
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Figura 2: Componentes do sistema calicreina-cinina.

Os efeitos biologicos classicos das cininas saoiaded por dois subtipos de
receptores acoplados a proteina G regulatoria (GP@ER (expresso constitutivamente) e
B1R (induzido na inflamacdo). Conforme brevementaciomado acima, o receptopfB é
expresso constitutivamente em diversos tipos aelsilacomo células endoteliais, epiteliais,
musculares e neuronais, e sua ativagcao promovelilatagdo, aumento da permeabilidade
vascular, contracdo da musculatura lisa e dorqaela por MARCEAU e BACHVAROV,
1998). O receptor R € expresso por CD11BDCs convencionais esplénicas de camundongo,
sendo a sinalizacdo por BK/LBK implicada na maté@oagdestas APCs, conforme
documentado pelo nosso gru@d_IBERTI et al, 2003).

Diversos mecanismos contribuem para o efeito ernenggnte paracrino das cininas
sobre BR e/ou BR. Primeiramente, BK/LBK (agonistas de,R} s&o rapidamente
degradadas pela ECA/cininase I, uma di-peptidibozipeptidase abundantemente expressa

na superficie de células endoteliais (LEVH& al, 1982). Além de suprimir osfeitos
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vasodilatores de cininas, a ECA aumenta a presséwahpelo fato de converter o peptideo
angiotensina | em angiotensina 1, um potente vassor (JASPARDet al, 1993).
Conforme serd discutido nesta dissertacdo, a EQAn¥bém expressa por outros tipos
celulares, inclusive por células do sistema imma¢o, como macréfagos (IGIC & BEHNIA,
2003) e DCs (DANILOVet al, 2003). Cabe esclarecer que, uma vez liberadas de
cininogénios, as cininas podem ser degradadaspedaessadas por outras metalopeptidases,
como a endopeptidase neutra (NEP), ou por metdidasps, como aminopepetidase P
(APP) e a aminopeptidase N (APN) (revisado por BE:At al, 2000). Os metabdlitos que
resultam da degradacdo de LBK/BK pela ECA ou NE® s&b capazes de sinalizar células
através de BR ou BR (revisado por BHOOLAet al, 1992). O segundo mecanismo de
regulacdo dos sinais deflagrados por BK/LBK parsee relacionado com a localizacao
preferencial de BR em dominios lipidicos, as cavéolas. Uma vez sxp@ altas
concentragdes de BK/LBK,,R sofre endocitose, sendo internalizado em cétidgasnisculo
liso (de WEERD & LEEB-LUNDBERG, 1997).

Além do processamento dependente de ECA/NEP, LBKIB#em ser metabolizadas
por duas metalopeptidases (carboxi-peptidases)pnideadas de “cininase 1. (i) a
carboxipeptidase N (LEVINt al, 1982), presente no plasma e a carboxipeptidasenia,
metalopeptidase ancorada na superficie de céinldasive de macréfagos, através de uma
ancora GPI (DEDDISHt al.,1998). Em ambos 0s casos, a arginina C-terminBKIEBK é
removida, gerando agonistas seletivos paR @es-Arg-BK ou des-Ard®™-LBK).

Em contraste, o receptor ;B tem sua expressdo induzida sob condi¢bes
fisiopatolégicas, como injuria, infec¢do e inflardagronica, possuindo baixa expressao em
tecidos normais. Além de controlar fun¢gBes vaseslaa ativacdo do receptofRBpromove
hiperalgesia (PESQUER®t al, 2000) e estd associada a processos de repa@gao,

angiogénese e fibrose (revisado por MARCE&Ual, 1998). Adicionalmente, as CDT1c
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DCs de origem esplénica ndo sofrem maturagaatro quando estimuladas por des-Arg-
LBK (ALIBERTI et al, 2003).

Conforme ocorre com outros GPCRs, as via de atvagéacelular controladas por
B,R variam de uma célula para outra, sendo via deardgpendentes de acoplamento a
diferentes subtipos de proteinas G heterotriméfieassado por LEEB-LUNDBERG! al,
2005). Por exemplo, a sinalizacdo de células ehdisteia B.R envolve acoplamento pela
via Gygffosfolipase-CB (PLCB)-dependente, gerando inositol-tri-fosfato (IP3acdglicerol
(DAG), e promovendo aumento dos niveis dé*Gatracelular. O aumento de €anas
células endoteliais, por sua vez, ativa a prodwgaxido nitrico (NO) pela enzima NO
sintase endotelial, e o NO liberado por essas aglwiduz o aumento dos niveis de GMP
ciclico nas células de musculo liso, promovendelaxamento da vasculatura. Além disso,
DAG e C&" ativam diferentes isoformas da proteina kinasePEC, -€ e <), que
participam de diversas vias de sinalizagdo (NISH{A1992).

As cininas podem, ainda, ativar as fosfolipaseseAR, assim como a esfingosina
kinase, resultando na geracdo dos segundos memsagipidicos &cido aracddnico, acido
fosfatidico e esfingosina-1 fosfato. As prostagiaasl (geradas a partir do acido aracdoénico)
tem sido relacionadas com a formacéo de edemaidalpnr BK, mas ainda n&o se sabe se,
neste caso, o acido fosfatidico e a esfingosinasfato desempenham alguma funcéo
fisiologica (BURCH & AXELROD, 1987; BLAUKAT & DIKIC 2001). Através da geragao
dos segundos mensageiros, as cininas ativam no§ltiptores de transcricdo, que regulam a
producdo de algumas citocinas envolvidas na inft@ma injuria, assim como a expressao do
receptor BR, conforme demonstrado em fibroblastos humanosA@PO et al, 1999).
Dentre esses fatores de transcricdo, podemosacitivacdo de NkB e STAT3, e a inducéo
da expressao de ILB1IL-6 e IL-8 (PANet al, 1996; HAYASHI et al, 2000; revisado por

LEEB-LUNDBERGet al, 2005).
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Conforme ja mencionado, ap0s a ativacdo por abasentracdes de BK/LBK, os
receptores Bsao rapidamente desensibilizados e internalizaddazidos pela fosforilagéo
de residuos de serina e treonina especificos neag@oterminal dos receptores. Essa
fosforilacdo € mediada por kinases associadas aRGP@rincipalmente a GRK4
(BLAUKAT et al, 2001; BLAUKAT, 2003). Em contrapartida, a desbiigiacdo dos
receptores Bé menos eficiente do queM tornando as respostas controladas pelo receptor
induzido mais prolongadas do que aquelas induzpas B,R (revisado por LEEB-

LUNDBERG et al, 2005).

1.4.1Integracaeentre a inflamacgéo e o sistema imune: um novo gagel as cininas

Depois de varias décadas de estudos sobre as $umpdmoldgicas “inatas” do
sistema complemento, avancos recentes neste campovestigacdo apontaram funcdes
imunoregulatérias para as anafilatoxinas C5a edo3sistema complemento na regulagéo do
braco adaptativo da resposta imune (RICKLEN al, 2010). Conforme relatarei mais
detalhadamente adiante, os trabalhos do nosso fpupeceram as primeiras evidéncias que
a ativacdo do sistema cinina em sitios de infeptdmove o entrelagamento funcional entre
respostas imunes inatas e adaptativas (MONTE#R@L, 2006; 2007; 2009). Conforme
mencionei anteriormente, estes estudos foram poEsedpor achados descritos em
camundongos imunizados com OVA/alum/BK, demonstramae a BK polariza a resposta
adaptativa anti-Ovalbumina (OVA) para o perfihll pela via BR/IL-12-dependente,
revertendo a respostayd classicamente induzida em animais BALB/c imunmzadom
OVA/alum (ALIBERTI et al, 2003). Estes achados foram enriquecidos por eviae
obtidasin vitro, indicando que a BK exdgena ativa células dewdsdti(DCs) esplénicas
através do receptor ;R, induzindo a producdo da citocina IL-12 e de maks co-

estimulatorias (CD80 e CD86) (ALIBERTét al, 2003). Ainda no mesmo estudo, foi
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demonstrado que a ativacdo de DCs imaturas peB,Ra& potencializada por inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA).

Cientes de que d. cruzi e a bactéria periodont&orphiromonas gingivalissdo
munidos de cisteino proteases liberadoras de sifM®NTEIROet al, 2006; 2007; 2009)
desenvolvemos modelos de infeccdo com estes pa®detracelulares, com o intuito de
testar a hipétese de trabalho acima descrita, spjal determinar se a geragéo de cininas nos
sitios de infeccgéo/inflamac&o era de fato capagstieular a geragédo de linfocitos T CDgt
CDS8" produtores de IFN-através de mecanismos dependentes da ativacdeRde BCs.
Conforme relatarei a seguir, este objetivo foi @dntente alcancado.

Primeiramente, estudos realizados no modelo sulenitée infeccao (pata) pelo
cruzi revelaram que a resposta inflamatéria edematogédigparada por tripomastigotas
envolve ativacdo sequencial dos receptores TLR2ZCRX e BR nas primeiras horas da
infeccdo (MONTEIRCOet al, 2006; SCHMITZet al, 2009). O primeiro achado importante
deste estudo foi a demonstracdo que tanto o exaamento de plasma (na bolsa da bochecha)
guanto o edema mediado pofRBeram reduzidos pelo tratamento prévio de triptig@ss
como inibidores irreversiveis da cruzipaina (MONRE@Ilet al, 2006). Em seguida, os
autores obtiveram evidéncias de que a expressacru#paina pelos parasitas era uma
condicdo necessaria, mas insuficiente para geranasi vasoativas no espaco interstial:
camundongos injetados com epimastigotas, um estigidesenvolvimento do protozoario
que ndo expressa quantidades apreciaveis do lidigaote de TLR2, ndo produziram
inflamacdo edematogénica significativa, nem mesradiamte tratamento com inibidores de
ECA. Os estudos dmicrocoscopia intravital na bolsa da bochecha foerean outros dados
importantes. Por exemplo, verificou-se que a apfioatopica de baixas concentracdes da
cruzipaina pré-ativada na bolsa da bochecha (estadepouso, i.e., ndo-inflamado) néo

induzia significativo aumento de permeabilidade cuées (MONTEIRO et al, 2006).
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Entretanto, observou-se que a sensibilizacdo dsssveom a cruzipaina juntamente com a
fonte de substrato (i.e., cininogénio humano pradb) induzia um edemaB-dependente
(bloqueado por HOE-140) e potenciado por captogailcomo ocorria com tripomastigotas.
Com base nestes estudos, os autores previram qugp@uastigotas deveriam possuir um
segundo fator, capaz de provocar acumulo de pestgitasmaticas (inclusive cininogénios)
no sitio de infeccdo periférica. Uma vez alcancade condi¢cdo, as cininas vasoativas
poderiam amplificar a inflamacdo através de ativadg@ receptores ;B expressos no
endotélio.

A busca deste segundo fator teve como foco a GRlrauuma ancora expressa por
tripomastigotas. Sabia-se que a ancora de tripagogass continha lipideos ndo-saturados
(ausentes em epimastigotas) que sao essenciaiseptnaulo de TLR2 (ALMEIDA &
GAZZINELLI, 2001). Estudos realizados com animaisRR” pré-tratados com captopril
confirmaram que, de fato, a ativagdo de TLR2 € swg@ para que 0s tripomastigotas
possam induzir a formacdo de significativo edemf@armatério pela via cruzipaina>
cinina/B.R (MONTEIRO et al, 2006). Com base nestes estudos, 0s autoregoreleam a
geracdo de cininas no sitio de infec¢ao perif@icapacidade de tripomastigotas iniciarem a
inflamacéo mediante ativacdo de TLR2 expressos @mlas sentinelas do sistema imune
inato, provavelmente macréfagos residentes. Emaoetidéncia experimental chave, os
autores mostraram que camundongos depletados dedfilesi tampouco desenvolviam
respostas edematogénicas aprecidveis quando getadn tripomastigotas na presenca de
captopril. Sabendo que neutrdfilos ativados s@@zes de produzir fatores que aumentam a
permeabilidade vascular, Monteiro e colaborado&&9g) postularam que a ativacdo de
neutrofilos poderia provocar um discreto extravazatm de plasma, mas suficiente para
permitir o rapido acumulo de cininogénio (substrd#o cruzipaina) no sitio de infeccao

(Figura 3). De acordo com este modelo, a ativasgipiencial de TLR2/neutrofilos seria
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apenas a primeira etapa de um processo de inflangagié posteriormente amplificado pela
geracdo (proteolitica) de altos niveis de cinirfes.estimular receptores,R nas células
endoteliais, as cininas reforgariam ainda maistensidade do edema intersticibéddback
positivo). Atuando como contra-regulador da resposita orquestrada por TLR2/neutroéfilos,
a enzima ECA degrada as cininas liberadas peld@paina (e possivelmente pelas calicreinas
tissulares), evitando assim que a inflamacéo pyas¥ modo descontrolado. A dissecc¢éo da
dindmica do processo inflamatério desencadeadotqymomastigotas foi posteriormente
enriquecida pelo trabalho publicado por Schmitzokaloradores (2009). Ao focalizar sua
atencdo nos efeitos de tGPI-mucinas sobre macr&fagoautores mostraram que a ativacao
de TLR2 induz a secrecao de quimiocinas CXC (KCAZlPque por sua vez ativam
neutrofilos/endotélio através da ativacdo de recept CXCR2 (GPCRs), causando
extravasamento inicial de plasma no intersticioHBICTZ et al, 2009).

Uma vez esclarecida a relagéo funcional entre TBFR/k seu papel na dindamica da
resposta inflamatdria induzida pelos tripomastig@an28c, Monteiro e colaboradores (2006)
estudaram os efeitos imunoldgicos resultante deaglto plena deste eixo. Isso foi feito
mediante injecao sistémica (i.p.) de uma dose Unibalores de ECA (captopril) 1 h antes de
infectar animais selvagengrsusTLR2/, B,R/ e depletados de neutrdfilos. Estes estudos
demonstram que esta manobra (potencializacdo @o déecininas pelo captopril) aumentou
a frequéncia de DCs produtoras de IL-12 nos linflmsodrenantes e a resposta adaptativa
(aumento da producao de IRNgor linfocitos T anti. cruz) (MONTEIRO et al, 2006). Tal
como previsto, esta manobra néo foi capaz de induzolarizacdo da respostglTem
animais TLR2" infectados e pré-tratados com captopril. O mesoommteaceu com animais
desprovidos de neutréfilos e com camundongos}/B  Finalmente, experiéncias
complementares realizadas em animais TLR® depletados de neutrofilos reconstituidos

com uma fonte exdégena de cininogénio humano (mhjetaa pata, juntamente com o0s
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parasitas) demonstraram que a geracdo de ciniels\(ja cruzipaina-dependente) era capaz
de resgatar a respostgllnestes animais, sendo este efeito abolido por-HQE Com base
nestes resultados, os autores postularam que maudeeconcentracao local de BK/LBK nos
sitios de infeccdo e/ou linfonodos drenantes, peksente agindo em conjunto com outros
fatores pro-inflamatérios gerados nestes microanté$e otimizam o processo de maturacao
de DCs, convertendo estas células sentinelas ens AflGtoras de respostaIl. Em resumo,

os estudos no modelo de infec¢do subcutanea samgeayue a geracao proteolitica de cininas
no sitio de infeccdo € dependente do suprimentdfodée de substrato (cininogénio)
proveniente do plasma, fungéo esta atribuida am BDR2/CXCR2/neutrofilos. Além disso,
estes estudos demonstram que o efeito “adjuvardetininas é potencializado mediante
administracdo de uma dose Unica de inibidores d& BE& animais infectados (Fig. 3).
Estas observagbes serviram de base para o desemmis de uma nova estratégia de

vacinacgéao, descrita mais adiante neste texto.
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Figura 3: Esquema simplificado, mostrando o papel de TLR2/PNNmecanismo de geragéo
proteolitica de cininas em sitios de infeccdoTdaruzi e seu impacto sobre o perfil Aelper da
resposta adaptativa (adaptado de SCHARFSEER, 2007).

Apesar do modelo subcutaneo de infec¢éo ter sidmstmumento Gtil na pesquisa dos
mecanismos de inflamacgao estabelecidos na peritexianimais ndo desenvolviam sintomas
Obvios de infeccdo sistémica aguda, dificultand@ @valiagdo sobre o impacto da ativacao
do sistema cinina sobre a resisténcia imunolédista limitagcdo foi contornada usando o
modelo classico de infeccdo aguda induzido pelac@y intraperitoneal de parasitas
(MONTEIRO et al, 2007). Estes estudos revelaram que anim#&s"Bucumbiam ao desafio
letal. Curiosamente, a andlise da resposta adaptati baco dos animaisB/” revelou que a
resposta §1 era bem preservada. Entretanto, a resposta astégpecifica de linfécitos T
intracardiacos est4 parcialmente comprometida, cseeste efeito relacionado a um

significativo aumento da carga parasitaria no @wagstes resultados sugeriam que, na fase
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inicial da infeccéo, a ativacdo deMBera dispensavel para indugcdo de uma respostévedap
do tipo-1 no tecido linféide, mas poderia ter algunepercussdo no potencial migratério
destas células. Ndo obstante estes resultadosefesod imunolégicos nos camundongos
B,R'/" tornaram-se mais evidentes nas fases mais taddiasfeccdo aguda (28 dias). O
comprometimento da resposta tipo-1 tornou-se gerada, afetando tanto o bago quanto a
resposta periférica. De modo surpreendente, a giefi@éncia de respostg,I nos BR'/" foi
acompanhada por um robusto aumento de linfocit@D# produtores de IL-17 (resposta
antigeno-especifica). Os resultados de experiérmma®lvendo transferéncia adotiva de
linfécitos T CD4 versusCD8' de animais BR'/” infectados para animaisB/” susceptiveis
foram de suma importancia, porque demonstraramaqueracdo/sustentacao de linfocitos T
CDS8" efetores/memdria com atividade imunoprotetora n@pecriticamente de sinalizagéo
intacta de BR em DCs, conforme explicado abaixo. Ainda que adivos por tras das
diversas disfun¢gBes imunoregulatdrias observadaB Ry ndo fossem esclarecidos no
referido trabalho, € importante ressaltar que &ciy intravenosa de,B’/* DCs em
recipientes BR'/ corrigiu todas as alterac6es fenotipicas (inckisivfenétipo de resisténcia
ao desafio agudo e o desvio pard 1) de outro modo presentes nos animalR/B A visao
sobre 0 mecanismo de acdo de DCs neste processenfiquecida por estudos
complementaresn vitro: ao analisar a interacdo de CD1TaCs com tripomastigotas de
Dm28c, os autores documentaram que os parasitazenmd a maturagcdo (aumento de
expressao de CD80, CD86 , CD40 e IL-12) de DCsnimas selvagens ou isoladas de
camundongos TLR2 ou TLR4/" deficientes, mas ndo de DCs provenientes ¢e/B
Estudos adicionais comprovaram que 0s parasitaswdain as DCs através de cininas
liberadas proteoliticamente pela cruzipaina. Coselygstes resultados, 0os autores sugeriram
que estes eventos podem ocorrer quando os tripigiast invadem o bago, jA que o

endotélio neste 6rgao linfoide é fenestrado, pamdutlivre acesso de proteinas plasmaticas,
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inclusive cininogénios, no parénquima linféide. danque os mecanismos tradicionais de
integracéo entre o sistema imune inato e adaptativecam ser bem preservados no bacgo,
possivelmente envolvendo TLRs (BAFIG al, 2006), o engajamento deMBexpresso por
DCs parece ser importante para a inducao/sustent@gamigracdo e/ou persisténcia de
células T efetoras na periferia. Por motivos aimd® esclarecidos, a deficiéncia na
sinalizacao pela viaJR causa um progressivo comprometimento da respuostzoprotetora

do tipo-1 nos animais B/, sendo o efeito atrelado ao aumento da respedfa T

Hipotese de trabalho e Justificativa do projeto

Os estudos realizados por Aliberti e colaborad¢28€3) originaram um pedido de
patente submetido ao INPI (aguardando parecer mkgtg. Naquela ocasido, ainda nao
sabiamos que a ativacdo de DCs pela via BR/Boderia ter impacto positivo na geracéo de
linfécitos T CD8+ efetores, conforme sugerido pasikiro e colaboradores (2007¢.0m o
propoésito de transpor os conhecimentos obtidosesgyisa basica para area de pesquisa
aplicada, nos ultimos anos aperfeicoamos um esquign&acinacdo nao-convencional
empregando o captopril como potencializador dostosfeadjuvantes da BK. As nossas
formulacdes vacinais (Fase I) foram compostas wa @hidroxido de aluminio), BK sintética
e extrato protéico soluvel fervido de epimastigadasl. cruzi. Optamos pelo emprego de
antigenos de epimastigotas porque pretendiamosarewt inducdo de anticorpos
imunoprotetores dirigidos contra glicoproteinas sugerfamilia das trans-sialidases (TS).
Deste modo, imaginamos que o0s eventuais efeitogfibea do esquema vacinal seriam
predominantemente dependentes do componente adaptatresposta imune, tendo como
premissa que esta resposta € fortemente deperdienfeitos do adjuvante empregado no
esquema vacinal. Entre diversos obstaculos técreacaerem superados, havia um que

mereceu nossa preocupacdo desde o inicio da fadesté projeto. Os membros da
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superfamilia TS (com potencial antigénico e ex@essliferenciada na superficie de
epimastigotas, em relacdo aos tripomastigotaspda@ate principal de epitopos dominantes
reconhecidos por CTLs imunoprotetoras (MARTéN al, 2006; TZELEPISet al, 2008).
Portanto, a idéia de empregar extratos de epinsdasiggomo imundgeno poderia ndo ser bem
sucedida, a ndo ser que o adjuvante fosse taa efipanto de gerar respostas CTLs robustas
contra epitopos sub-dominantes, de natureza aiedeodhecida. A decisdo de ferver os
extratos foi tomada por outro motivo: era necess@vitar efeitos pré-inflamatérios
eventualmente induzidos por proteases parasitaimadysive pela propria cruzipaina.
Finalmente, e considerando a necessidade de euitarn BK sintética sofresse degradacgéo
pela ECA (presente nos sitios de vacinacdo), amizs como ferramenta farmacologica o
pré-tratamento dos animais imunizados com captopello fato de ser um medicamento
genérico, de baixo custo. Os trabalhos realizadts PF. Ana Carolina Monteiro (dados néo
publicados) forneceram o embasamento para os estypge® foram realizados durante o
desenvolvimento do meu projeto de Mestrado. Paniditéa a compreensao dos resultados
obtidos durante o Mestrado, os principais resuiadbtidos pela referida pesquisadora

(ilustrados no Anexo |) serdo descritos no ini@sdcdo de Resultados (Fase ).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Explorar o papel do sistema cinina no desenvolvimde estratégias vacinais contra infeccéo

peloT. cruzi

2.2 Objetivos especificos

Modelo camundongos BALB/c - parasitas cepa Dm28c

1) Avaliar os efeitos imunogénicos das DCs estiamgan vitro com Ag+Cap/BK.

2) Caracterizar o perfil de expressdo de CCR5/C@R7linfocitos T efetores/memoria
induzidos pelo esquema vacinal completo.

3) Avaliar o efeito da substituicdo de BK por MPLAQ esquema de vacinagao potenciado

por captopril.

Modelo camundongos C57BL/6 - parasitas cepa CL-@ren

4) Padronizar a formulacao vacinal para analisgettacdo de linfécitos T citotoxicos (CTL)
ag-especificom vivo.

5) Verificar se a inclusdao de BK em adjuvantes iberdcdo lenta poderia aumentar a

frequéncia de CTL ag-especificas nos animais inadus.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Camundongos

Os experimentos foram realizados com camundongosBRAe C57BL/6 BR'/*
(selvagens) e R/ (knock out machos com 8 a 12 semanas de idade. Os animai® fo
mantidos no Biotério do que atende ao Laborat&itmlnologia Molecular (IBCCF, UFRJ),
em temperatura controlada (22 + 2°C) e ciclo césairo de 12 horas com livre acesso a
agua e racao. Os protocolos experimentais utilizamdmais foram aprovados no Comité de

Etica no Uso de Animais (CEUA), sob 6IBCCF 1001.

3.2 Parasitas

Tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) da cBpa28c doTrypanosoma cruzi
foram recolhidos do sobrenadante de culturas deaséLLCMK; apos 4-5 dias de infec¢ao.
As células LLCMK sdo mantidas em meio DMEM (Gibco) suplementado 2étnde soro
fetal bovino (SFB; GIBCO). Os parasitas recentemdéberados foram lavados 3x com PBS
antes da inoculagédo nos camundongos. Epimastigetas cruzi (Epi) das cepas Dm28c e
CL-Brener foram cultivados a 28 em meio LIT [jver infusion tryptose SIGMA) contendo
10% de SFB. O extrato de epimastigotas usado coigeao foi obtido através de 5 ciclos
consecutivos de congelamento/descongelamento desitps, seguido de uma etapa de
fervura em banho-maria, por 5 minutos. A quantiffé@ade proteinas do extrato foi realizada
utilizando o kit de dosagem de proteinas Bio-Ramtett Assay (Bio-Rad Laboratories), a

partir de uma curva padréo de BSA, seguindo asmendacdes do fabricante.
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3.3 Imunizagéao e infecgdo no modelo BALB/c - cepa Dm28c

3.3.1Imunizacdo com DCs

3.3.1.1 Isolamento e estimulo de DCc CD1&splénicas

Células de bago de camundongos BALB/c ou C57BLf&'B foram obtidas a partir
do tratamento com 1mg/ml de colagenase D (Sigmaehde 100ug/ml de DNAse | fracdo
IX (Sigma-Aldrich) por 60 min a 3T, em meio RPMI 1640 (Sigma). Apos esse periodo, as
hemacias da suspenséo celular foram lisadas caméasotle lise de hemacias (ACK) por 5
min a temperatura ambiente. As células foram lavaglancubadas com micro esferas
magnéticas conjugadas a anti-CD11c de camundongi@iiy Biotec) em PBS contendo 2%
de SFB por 20 min a°€, conforme recomendacdes do fabricante A susperdétar foi
lavada, ressuspendida em PBS-SFB 2% e transfedda @ coluna magnética. As DCs
CD11c¢ foram separadas através de selecdo positiva emmaca@coplada a um separador
magnético (Milteny Biotec). As células positivamergelecionadas apresentavam cerca de
80% de pureza como determinado por andlises dmeit@ de fluxo seguida da marcacéo
das células com anticorpo anti-CD11c conjugadoT@&CHBD Pharmingen). As DCs foram
entdo plaqueadas em placas de 24 pocos (1 % células/poco), em RPMI-1640
(suplementado com 10% de SFB inativado, 100 U/migdana, e 100 pug/ml estreptomicina
(Sigma)). Em seguida, as células foram pulsadasestirato fervido soltvel de epimastigotas
de T. cruzicomo fonte de antigeno (Ag-Epi - 2@/ml), e estimuladas com 10 nM de
bradicinina sintética (BK — Calbiochem), na preseog auséncia de 20M de captopril (Cap
— Sigma), por 18 h a 3Z. Quando indicado, adicionamos ¥ de HOE-140 (antagonista
de BR — Sigma) ou M de 7-Nitroindazol (inibidor de NO sintase — Signa@ meio de

cultura durante o estimulo das DCs.
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3.3.1.2Determinacéo da producdo de IL-12 intracelularpBl@s CD11t

ApoOs as 18 h de estimulo €7, uma parte das células foi tratada comugnl de
Brefeldina A por 4 h, a fim de paralisar a secregéccitocinas. Essas células foram entédo
lavadas em PBS e incubadas com anticorpo bloqueadaceptor Fc (anti-CD16/CD32 #C
NI/ - 1 ug/1@) por 15 min a 2C. Ap6s esse periodo, as DCs foram incubadas ctiooauo
anti-CD11c conjugado a FITC (BD Pharmingen) pom3f a 4C, lavadas duas vezes em
PBS-SFB 1% e fixadas com 4% de paraformaldeidoséguida, as células foram incubadas
com o0 anticorpo anti-1L-12p40/70 conjugado a PE BBS-SFB 1% contendo 0,5% de
saponina (Sigma-Aldrich) como agente permeabilzapbr 30 min a €. As células foram
lavadas e ressuspendidas em PBS para leitura ometio de fluxo. As células foram
analisadas no citobmetro de fluxo FACSCalibur (BDodgiences), e os dados foram

analisados utilizando a®ftwaresCELLQuest™ (BD Biosciences) ou Win-MDI (TSRI).

3.3.1.3Esquema vacinal utilizando DCs

Com o objetivo de avaliar a imunogenicidade das B&snuladas com Ag-Epi na
presenca ou auséncia de BK e Cap, 1%0@s CD11¢ (estimuladasn vitro como descrito
no item 3.3.1.1) foram injetadas na base da caedeachundongos BALB/c ou C57BL/6
B,R/ naive Os animais foram re-imunizados com DCs duas samdapois, repetindo as
mesmas condi¢des do esquema inicial, e, ap6s masssgmanas, foram infectados i.p. com
uma dose letal d&. cruzi(2.5 x 16). No caso dos experimentos para anélise dos mdiee

mortalidadeps animais infectados foram monitorados diariamextée30 dias depois da infeccédo
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3.3.1.4Determinacédo da producéo de Iiylgor células do linfonodo drenate (LD) de animais

imunizados

A fim de avaliar a producdo de IFNpor células TT. cruziespecificas presentes no
LD, duas semanas apos a infeccdo os animais indgszsom DCs foram sacrificados e os
linfonodos aérticos foram retirados. As célulasi®tforam plaqueadas (1 x*4foco) em
RPMI-1640 (suplementado com 10% de SFB inativad®, W/ml penicilina, e 100 pg/ml
estreptomicina (Sigma)) e pulsadas com antigenepil€Ag-Epi - 25ug/ml). Apdés 72 h de
incubacéo a 3T, os sobrenadantes das culturas foram recolhidaguantificacdo dos niveis
de IFNy foi feita pelo método de ELISA (RD systems), confe recomendacdes do

fabricante. Os valores séo representados em pg da nitocina/ml (média desvio padréo).

3.3.1.5Avaliacdo da producdo de IFNpor linfocitos T CD4 e CDS§ isolados do LD e

coragdo de animais imunizados

Duas semanas apo0s a infeccdo, sacrificamos os ianimanizados com DCs e
retiramos os linfonodos adrticos e o coracao. Batencdo das células, o coragéo foi tratado
com 1mg/ml de colagenase D (Sigma-Aldrich) e ugdml de DNAse | fragdo IX (Sigma-
Aldrich) por 3 h a 3TC, em meio RPMI 1640 (Sigma). Células totais déotiodo ou do
coracgdo foram incubadas com microesferas magnégagadas a anti-CD4 anti-CD8
de camundongo (Milteny Biotec) em PBS-SFB 2% por r2dh a 4C, conforme
recomendacdes do fabricante. A suspensao celul@avixa, ressuspendida em PBS-SFB 2%
e submetida a coluna magnética. As células T 'COLDS foram separadas através de
selecdo positiva em coluna acoplada a um sepanaagnético (Milteny Biotec). As células
positivamente selecionadas apresentavam 85-95%rdegpcomo determinado por analise de

citometria de fluxo apds a marcacdo das células aoticorpos anti-CD4 e anti-CD8 de
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camundongo conjugado a FITC (BD Pharmingen). Oaiessle resposta das células T foram
realizados através da co-cultura de 1 X ddlulas T CDZ4 ou CD8 com 1 x 10 DCs
esplénicas isoladas de camundongos BALBiwe (conforme descrito no item 3.3.1.1) como
células apresentadoras de antigenos (APCs), premtanpulsadas com 2&/ml de Ag-Epi
(18h). O sobrenadante das co-culturas foi recolapits 72 h de incubacdo €37 os niveis

de IFNy foram quantificados por ELISA (R&D systems).

3.3.2Imunizacdo com formulac¢des contendo Alum
3.3.2.1Esquema vacinal

Camundongos BALB/c foram imunizados na base daadu@d subcutanea) com
formulagcfes contendo antigeno de Epi (Ag-Epi ugfanimal), BK sintética (Calbiochem -
10 pg/animal) pré-adsorvida ao hidroxido de aluminiturta - 5 mg/animal). Quando
indicado, os animais foram pré-tratados com 10 qgl& captopril (Sigma) por via intra
peritoneal, e/ou com 100g/kg de HOE-140 (Sigma), administrado por via stémea. Em
todos os experimentos, os camundongos foram rekrados duas semanas depois, com o
mesmo esquema inicial. Duas semanas apoés estecesis camundongos foram infectados

com 2.5 x 18 TCT/animal por via intraperitoneal.

3.3.2.2Avaliacdo da expressao de CCR5 e CCR7 por céluthsID

Quatro dias ap0s a infec¢do, os camundongos foeamifisados e os linfonodos
aorticos retirados. As suspensdes celulares pmdgsra partir dos linfonodos foram
plaqueadas (1 x #poco) em RPMI-1640 (suplementado com 10% de SkBvido, 100
U/ml penicilina, e 100 pg/ml estreptomicina (Sigin&) pulsadas com antigeno de Epi (Ag-

Epi - 25ug/ml). ApGs as 18 h de incubacdo &@Byas células foram tratadas compifiml
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de Brefeldina A por 4 h. Essas células foram er#é&adas em PBS e incubadas com
anticorpo bloqueador do receptor Fc por 15 mif@ Apds esse periodo, as células foram
incubadas com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 cagog a FITC e anticorpos anti-CCR5 e
anti-CCR7 conjugados a APC (BD Biosciences) pom80 a 4C, lavadas duas vezes em
PBS-SFB 1% e fixadas com 4% de paraformaldeidosé&gnida, as células foram incubadas
com o anticorpo anti-IFN-conjugado a PE (XMGL1.2; eBiosciences) em PBS-SEFB 1
contendo 0,5% de saponina (Sigma-Aldrich) como egeermeabilizante, por 30 min &4

As amostras foram analisadas no FACSCalibur (BDs@emces), e os dados foram

analisados utilizando a®ftwaresCELLQuest" (BD Biosciences) ou Win-MDI (TSRI).

3.4 Imunizacdo no modelo C57BL/6 - cepa CL-Brener
3.4.1 Esquema vacinal

Camundongos C57BL/6 foram imunizados na base ddac&a subcutanea) com
formulagbes vacinais de diferentes composi¢coesioselas:

(a) formulagBes contendo antigeno de Epi CL-Brefdag-Epi - 50 pg/animal),
peptideo TsKb-20 (ANYDFTLV) em diferentes concegfies (100 ou 1@g/animal) e BK
sintética (Calbiochem - 1fig/animal), pré-adsorvidos ao hidréxido de alumi@um - 5
mg/animal);

(b) formulagbes contendo Ag-Epi (d@/animal), peptideo TsKb-20 (1@/animal) e
monofosforil lipideo A (MPLA, gentilmente cedidolpeDr. Steve Reed (Infectious Disease
Research Institute, Seattle) —Z§animal);

(c) Ag-Epi (50 ug/animal) e peptideo TsKb-20 (Ly/animal), em emulsdo com
volume equivalente de adjuvante de Freund compl@&A, contendo 1 mg de

Mycobacterium tuberculosigativada pelo calor para cada 1 ml de solu¢&igma); ou
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(d) Ag-Epi (50ug/animal), peptideo TsKb-20 (A@/animal) e BK sintética (Sigma -
10 pg/animal), em emulsdo com volume equivalente davadie de Freund incompleto (IFA
— Sigma).

Quando indicado, os animais foram pré-tratados £t0mg/kg de captopril (Sigma)
por via intra peritoneal, e/ou com 1Q@/kg de HOE-140 (Sigma), administrado por via
subcutéanea. Em todos os experimentos, os camunsldoigon re-imunizados duas semanas

depois, seguindo 0 mesmo esquema vacinal utilimadwimeira imunizacao.

3.4.2 Andlise de atividade citotoxica das células T CIh&/ivo

Células de bago foram retiradas de camundongos BAQbBIve e as hemécias da
suspensao celular foram lisadas com solugdo dedésbemécias (ACK). Os esplendcitos
foram separados em duas populagdes: (i) uma dela;midubada em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de SFB inativado e 1uM do igmpt sintético TsKb-20
(ANYDFTLV), enquanto (i) a outra populacdo permegie e apenas em RPMI-1640
contendo 10% de SFB, ambas incubadas por 40 mitt@ Apos esse periodo, as células
foram lavadas em PBS e marcadas com CK3Eb¢xyfluorescein diacetate succinimidyl
dieste)), durante 5 min, em duas concentracdes disti(i)aSFShg (C€lulas incubadas com
peptideo) e (ii) CFSE, (células em repouso). As duas populagbes de séiolam lavadas
com PBS e misturadas uma & oupraq] contendo 1 x 10de cada populacéo) antes de serem
injetadas por via intravenosa nos camundongos CH/Bhunizados com as formulagdes
descritas anteriormente. O baco dos animais redgsefoi retirado 20 horas apds a
transferéncia das células marcadas, e os esplesdaitm fixados em paraformaldeido a 4%.
A intensidade de fluorenscéncia das células foilisata por citometria de fluxo. A

porcentagem de lise celular especifica foi detesidarutilizando a seguinte formula: 1 — [(%
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CFShigh imunizado / % CFSEy imunizado) / (%CFSfn naive/ % CFSkw naive)] X

100%.

3.5 Andlises estastisticas

As analises estatisticas foram realizadas no gnogrGraphPad Prisma. Os dados
foram comparados utilizando andlise de variancipsieada (ANOVA), seguida do pos-

teste de Turkey. Adotou-se o nivel de significameiaimo de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Fase |

Para a melhor compreenséo dos resultados obtidastdua realizacdo do projeto de
Mestrado, é necessaria uma breve descricdo dokackssi anteriormente obtidos pela®Dr
Ana Carolina Monteiro, principal executora destejgio, realizado entre 2004-2009. Os
resultados obtidos naquele periodo (Fase ) estédndos no Anexo | desta dissertacdo, como
parte do manuscrito em preparacao.

A partir dos resultados obtidos na Fase |, demisoira Fase |l deste projeto, que
compreende 0s experimentos realizados durante ewodp de Mestrado, em colaboracéo

com a Dr2. Ana Carolina, cujos resultados seréories a seguir.

4.2 Fase |l

4.2.1 Efeitos imunoprotetores de DCs CD1 &stimulada vitro com Cap/Ag/BK

Na primeira fase do projeto, verificamos que o estp vacinal completo [Cap +
Alum/BK/Ag] foi capaz de proteger os camundongostka infeccao letal pdr. cruzi(Fig.
1, Anexo I). Observamos também que esses animagnhdelviam resposta imune do tipo 1
antigeno-especifica, com a presenca de células 8 @dutoras de IFN-nos linfonodos
drenantes (LD) e, principalmente, no coracéo (EjgAnexo I). Segundo nossa hipétese de
trabalho, o efeito adjuvante da BK seria decorresdesua capacidade de estimular a
maturacdo de DCs CDI1convencionais via ativagdo deR Como prova de conceito,
decidimos estudar o uso de DCs convencionais noees| de imunizacdo contfia cruzi

Com esse prop6sito, DCs CD1taram isoladas de baco de camundongos BALB/c narmai
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estimuladasn vitro com [Cap/Ag/BK] por 18 h. Primeiramente, avalianaggroducao de IL-
12p70 por estas células. Conforme descrito em ltrabaanteriores (MONTEIRGet al,
2007), observamos que o tratamento com Cap, Ag eBliziu aumento na porcentagem de
células produtoras de IL-12, em contraste com lasaséincubadas apenas com Cap e Ag, ou
na auséncia de Cap (Fig. 1B). Conforme esperagooducéo de IL-12 foi bloqueada pelo
tratamento das células com HOE-140 (Fig. 1B). Apésa avaliacdo, os camundongos
BALB/c foram imunizados com as DCs estimuladasvitro, e duas semanas depois
receberam o refor¢co, nas mesmas condi¢cfes. Duasasrapos o refor¢o, os animais foram
desafiados com TCTs (cepa Dm28c). A avaliacao dbl ge resposta de linfocitos T foi
realizada uma semana apos o desafio, medianteusstiom Agin vitro das células isoladas
de LD de animais imunizados (Fig. 1A). Através dadida de citocinas por ELISA,
observamos que as células T dos animais que rerebBCs ativadas com o esquema
completo (Cap/Ag/BK) secretaram altos niveis de-{i-nquanto as células daqueles que
receberam DCs tratadas na presenca de HOE-140zmardumenores niveis de IFN(Fig.
1C). E importante ressaltar que as DCs incubadasis@ncia de Cap, ou de BK, induziram a
producdo de baixos niveis de IFNpelas células T dos animais imunizados (Fig. Gom
relagédo ao fenotipo de suscetibilidade X resisg&dos animais imunizados, observamos que
apenas 0s animais que foram imunizados/re-imunizadm DCs incubadas com estimulo
completo [Cap/Ag/BK] sobreviveram apés o desafiodagcom TCTs, em contraste com

todos os outros grupos que apresentaram 100% deliiade (Fig. 1C, painel inferior).
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Imunizagéo Reforco
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IAg/BK IAg/BK
Mortalidade 6/6 6/6 0/6 6/6 6/6

Figura 1: Imunizacdo com DCs CD11t estimuladasin vitro com Cap/Ag/BK induz resposta
imune tipo-1 T. cruzi-especifica(A) Esquema de imunizacéo: 1 X*T0Cs CD11¢ isoladas do bago
de BALB/c naiveforam incubadas durante 18 h com inibidor da ECAp(@5uM), Ag (25ug/ml) e

BK (10nM). Os controles incluem DCs incubadas sep,©u BK, ou na presenca de antagonista de
B,R (HOE-140, 100 nM). Os camundongos foram imunigamon as DCs (por via subcutanea) no dia
0 e receberam um refor¢co nas mesmas condicoemd4iefpois. No dia 28, os camundongos controle
e imunizados foram desafiados com uma dose letRCdeDm28c (2,5 x 19 i.p.). Os animais foram
sacrificados 7 dias apos a infeccdo e as respdstaglulas T foram analisadd®) Frequéncia de
DCs CD11¢ produtoras de IL-12 depois de estimimaitro. Brefeldina A foi adicionada durante as
Gltimas 4h de estimulo, e as DCs foram marcadasadivCD11c e anti-IL-12, e entdo analisadas
utilizando um citbmetro FACSCalibur (BD Bioscienge&C) Células do linfonodo drenante (LN)
foram recolhidas e estimuladasvitro com Ag (25ug/ml) por 72h a 37 °C. Os niveis de I\
sobrenadante das culturas foram determinados p&@AEIOs valores sdo a média + desvio padréo de
um experimento representativo com células indiviglda 5 animais/grupo. Para avaliacdo do indice
de mortalidade, os animais infectados foram maomitos diariamente, até 30 dias depois da infeccao.
Os dados sao representativos de dois experimenttepéndentes com resultados similares. As
estatisticas foram feitas por ANOVA e as comparagi@epares foram feitas pelo teste de Turkey.
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NOs entdo nos perguntamos se a imunizacdo com D@evip restaurar o perfil de
resposta de células T CD4 CD8 produtoras de IFN-obtido nos experimentos usando
moléculas adsorvidas em alum (Fig. 6, Anexo 1). Gouwbjetivo de detectar a contribuicao
relativa de células T CD4e CDS§ isoladas do LD e do coracéo, realizamos ensaiasde
cultura das células T CD4 CD8 com DCs esplénicas (previamente incubadas com Ag)
como células apresentadoras de antigenos. Verifigaque as células T (CD4u CDS8)
isoladas de LD de animais que receberam DCs tstaden o esquema completo
(Cap/Ag/BK) produziram altos niveis de IRN-quando comparadas as células isoladas de
animais imunizados com DCs tratadas na ausénci@age(Fig. 2A). Como esperado, as
células T isoladas do linfonodo drenante de todes oatros grupos experimentais
apresentaram producédo de IfNignificativamente menor (Fig. 2A). Confirmamos)da, a
presenca de células T (CDé& CD8) Ag-especificas no infiltrado cardiaco dos animais
imunizados, sendo apenas as células isoladas toaisiimunizados com DCs [Cap/Ag/BK]
capazes de produzir altos niveis de K{§rig. 2B), assim como observado nas células de LD
(Fig. 2A). Esses resultados demonstram que DCanasiilas in vitro podem ser
eficientemente usadas no esquema de vacinacaericaolaf protecdo aos animais imunizados
através da inducéo da producdo de ¥Fpbr células T CD4e CD8, no linfonodo drenante e
no coragdo. Mostramos também que a presenca dee(Bl§ no estimulo das DCs é

indispensavel para a geracao de resposta imurnpadt hos animais vacinados.
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Figura 2: Presenca de células T CD4e CDS8 produtoras de IFN-y no LD e coracdo de animais
imunizados com DCs estimuladas com Cap/Ag/BKJma semana ap6s a infecgéo, células T'GD4
CD8' foram purificadas do linfonodo drenarffe ou coracddB) dos camundongos imunizados com
DCs CD11¢ estimuladasn vitro, na presencém) ou auséncién) de captopril, e foram co-cultivadas
com DCs CD11t(pulsadas com 2fg/ml de Ag) por 72h a 3T. Os sobrenadantes de cultura foram
coletados e os niveis de IRNforam determinados por ELISA. Os valores sdo aianéddesvio
padrdo de um experimento representativo com céldas8 animais/grupo. Os dados sé&o
representativos de dois experimentos independeontesresultados similares. As estatisticas foram
feitas por ANOVA e as comparacOes de pares fortasfpelo teste de Turkey.
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4.2.2 Protecdo de animais;B/ pela imunizacdo com DCsR'/* estimuladasn vitro com

Cap/Ag/BK

Estudos publicados pelo nosso grupo apontam queaosundongos C57BL/6
deficientes do receptor,BB,R/) sdo mais suscetiveis a infeccao intraperitone&d P.
cruzi, apresentando maiores taxas de parasitemia e ligad& quando comparados aos
animais selvagens {R’/") (MONTEIRO et al, 2007). No decorrer da infeccdo, os
camundongos R/ desenvolvem menores frequéncias de células T @D@D8 ativadas
(produtoras de IFN) no bagco e coracdo (MONTEIR®t al, 2007). Baseado nesses
resultados, decidimos investigar se a imunizagdoadeundongos #R/" com DCs isoladas
de doadores selvagens e estimuladastro seria capaz de restaurar o fenétipo resistente dos
animais BR'/*. Com este propésito, DCs CDZIlforam isoladas do bago de camundongos
B,R'/" e estimuladasn vitro por 18 h com Cap, Ag e BK ou apenas com Cap (®ig.
Inicialmente, verificamos que dentre as célulamtias na presenca de Cap/Ag/BK havia uma
maior propor¢do de células CDIJodutoras de IL-12, em relagéo as células incadbadm
Ag e BK (Fig. 3A). Camundongos;R’/ foram imunizados e re-imunizados com essas DCs,
nos dias 0 e 14, e infectados com dose letal desTi@rdia 28. Utilizamos como controle
camundongos fR’/* ndo imunizados e infectados. Uma semana apégecid analisamos a
resposta de células T isoladas do LD dos animéstados. Como esperado, as células dos
animais BR'/" secretaram altos niveis de IFNenquanto nos animaisB/ que receberam
DCs tratadas apenas com Cap, as células T seanetare quantidade desprezivel desta
citocina (Fig. 3B). Compativel com nossa hipotesérdbalho, a imunizacdo de animajRB
I com DCs BR'/" estimuladagn vitro com Cap/Ag/BK foi capaz de restaurar o perfil de
producdo de IFN- por células T do LD, em niveis similares aos olm#rs nos
camundongos controle;R*/" infectados (Fig. 3B). Além disso, os camundongasnizados

com DCs BR'/" estimuladas com Cap/Ag/BK resistiram a infeccaalleassim como os
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animais selvagens,R"/* (Fig. 3B, painel inferior). Em conjunto estes femibs sugerem que
a protecao induzida pela imuniza¢cdo com DCs estidasl com Cap/Ag/BK é dependente da
sinalizacdo via BR nas DCs, sendo requerida para o desenvolvimergargicanismos de

resisténcia contra a infecgéo p&locruzi

Imunizag&o Reforgo
comDC (sc.) comDC(sc.) TCT
I | | | e
_18h 0 14 28 35
o LN de camundongos recipientes
Tratamento in vitro .
Resposta de células T
de iDCs de B ,R*/*
A B
Imunizagéo com
Cap DCs B,R** (Cap)
/—%
K—H
2500 -
. I:I BZR+/+
144
SPE [ _ 2000 B H BR*
& ] £
S S 1500
=8 >
S 6 £ 1000 -
8 L
o 4 500
2
0 0 ——
Ag/BK
Ag/BK
Mortalidade 0/5 5/5 0/5

Figura 3: Imunizagdo com DCs BR'/* estimuladasin vitro com Cap/Ag/BK induz resposta
imune tipo-1 T. cruzi-especifica em camundongos,R /. (A) Frequéncia de DCs CDI1B,R"/*
produtoras de IL-12 depois de estimino/itro com Cap ou Cap/Ag/BK. Brefeldina A foi adicionada
durante as Ultimas 4h de estimulo, e as DCs forancadas com anti-CD11c e anti-IL-12, e entdo
analisadas utilizando um citbmetro FACSCalibur [BiDsciences)(B) Células do linfonodo drenante
(LD) dos camundongos recipientes (ou controj® B foram recolhidas 7 dias apos a infeccdo e
estimuladasn vitro com Ag (25ug/ml) por 72h a 37 °C. Os niveis de I§Nwo sobrenadante das
culturas foram determinados por ELISA. Os valo@s & média + desvio padrdo de um experimento
representativo com células individuais de 5 anifgaipo. Para avaliacdo do indice de mortalidade, os
animais infectados foram monitorados diariamenté,3® dias depois da infeccdo. Os dados séo
representativos de dois experimentos independeontesresultados similares. As estatisticas foram
feitas por ANOVA e as comparacOes de pares forgasfpelo teste de Turkey.
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4.2.3 Reverséao do efeito protetor de DCs pelo tratamemto inibidor de NO sintase

Conforme descrito anteriormente, resultados obtkprimeira fase deste projeto
sugerem uma importante participacdo da enzima Oritlico (NO) sintase na protecao
induzida pelo esquema vacinal otimizado (Cap + f#kg/BK]), uma vez que o grupo de
camundongos tratados com um inibidor desta enzimilitoindazol, 7-NI) apresentou
menor producdo de IFN-e suscetibilidade (mortalidade = 100%) a infecigdial (Fig. 10,
Anexo 1). Diversos trabalhos da literatura indicame NO participa na regulacdo da
maturacdo e migracdo de DCs. Por exemplo, Paotucclaboradores demonstraram que
DCs humanas expostas ao NO durante sua maturagéoesd maior habilidade em ativar
células T, independente de qual seja 0 estimulmateracdo da DC - LPS, TNFeu anti-
CD40 (PAOLUCCIet al, 2003). Mais recentemente, outro grupo de pesdoiiea sugeriu
que a modulagdo da maturacdo de DCs ocorre devidgda autocrina do NO, gerado
principalmente pela acdo da NO sintase neuronapdgsias DCs (ADLERet al, 2010).
Para explorar o mecanismo de acdo do NO no modelmdnizagcdo com DCs, realizamos
ensaios de imunizagdo com DCs CD'lisoladas de camundongos BALB/c, tratautasitro
com Ag/BK, Ag/BK/7-NI, ou sem estimulo, sempre rmagenca de captopril. A analise da
producédo de citocina apds 18 h de estimulo indigeias DCs tratadas com 7-NI possuiam
menor frequéncia de producdo de IL-12, quando coedpa as células incubadas com
Cap/Ag/BK na auséncia deste inibidor (Fig. 4A). Apéssa avaliacdo, os camundongos
BALB/c foram imunizados com as DCs estimuladasvitro, e duas semanas depois
receberam o refor¢o, nas mesmas condi¢cdes. Duasasmapos o reforco, os animais foram
desafiados com TCTs (cepa Dm28c). A avaliacdo dbl ge resposta de linfocitos T foi
realizada uma semana apoés o desafio, medianteugstbom Agin vitro das células de LD
de animais imunizados (Fig. 4). O perfil de maté@cadas DCs se refletiu no fenétipo de

resposta dos camundongos BALB/c imunizados consesSalas, uma vez que apenas 0S
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animais que receberam DCs estimuladas na auséaciaNd foram capazes de resistir a
infeccdo peldr. cruzi(Fig. 4B, painel inferior), além de apresentargodpcédo de IFN-por

células T do LD significativamente superior em ¢éla aos animais que receberam DCs
estimuladas na presenca de 7-NI (Fig. 4B). Estsslteglos indicam que o bloqueio da
producdo de NO anula o efeito protetor do nossaesg vacinal com DCs, possivelmente
porgue a auséncia de sinalizacdo autécrina pelonid@ula negativamente a maturagao

completa das DCs.
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Imunizagao Reforgo
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Figura 4: Tratamento in vitro com inibidor de NO sintase reverte efeito protetoda imunizagéo
com DCs(A) Frequéncia de DCs CD11de camundongos BALB/produtoras de IL-12 depois de
estimuloin vitro com Cap, Cap/Ag/BK ou Cap/Ag/BK/7-NI (7-Nitroindadzinibidor da NO sintase —

1 uM). Brefeldina A foi adicionada durante as u#tBmh de estimulo, e as DCs foram marcadas com
anti-CD11c e anti-IL-12, e entdo analisadas utilidaum citbmetro FACSCalibur (BD Biosciences).
(B) Células do linfonodo drenante (LD) dos animais piecites foram recolhidas 7dias apés a
infeccdo e estimulada®m vitro com Ag (25upg/ml) por 72h a 37 °C. Os niveis de IfNao
sobrenadante das culturas foram determinados p&@AEIOs valores sdo a média + desvio padréo de
um experimento representativo com células indivilda 5 animais/grupo. Para avaliagdo do indice
de mortalidade, os animais infectados foram maomitos diariamente, até 30 dias depois da infeccao.
Os dados sao representativos de dois experimenttepéndentes com resultados similares. As
estatisticas foram feitas por ANOVA e as comparagi@epares foram feitas pelo teste de Turkey.
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4.2.4 Aumento na expressdo de CCR5 por células TyFNo LD de camundongos

imunizados com [Cap + Alum/Ag/BK]

Nossos resultados indicam que em ambos 0s esquignaacinacdo — imunizagcao
com antigeno pré-adsorvido em alum e imunizacao RA® estimuladam vitro — linfocitos
ativados produtores de IFNestdo seletivamente presentes no coracdo apesaanuioais
imunizados com esquema completo [Cap + Alum/Ag/BK{los animais imunizados com
DCs estimuladas com [Cap/Ag/BK] (Fig. 6B, Anexofig. 2B, respectivamente). De acordo
com nossa hipétese de trabalho, a presenca dédtdascnos tecidos-alvo de infeccéo pelo
parasita, neste caso 0 coracdo, é essencial paesanvolvimento dos mecanismos de
protecdo dos camundongos imunizados. Alguns trabalelacionam a participacdo de
receptores de quimiocinas expressos por célulag Teorutamento dessas células para o
coracdo durante a infeccdo experimental gel@ruzi O CCR5 é o principal receptor de
quimiocina envolvido neste recrutamento. Tem sidistnado, por exemplo, a presenca de
seus ligantes (CCL3, CCL4, and CCL5) em associagho células T CD4e CD8 no
coracdo de camundongos infectados, e um aumemopnassao do proprio CCR5 em células
T CD8 destes animais (MACHADOet al, 2005). Adicionalmente, estudos com
camundongos deficientes em CCR5 mostram que esgeais apresentam maiores niveis de
parasitemia e parasitismo cardiaco na fase aguddedgéo, correlacionados com a inibicao
da migracdo de células T para o coracdo e menoeweéncia (MACHADOet al, 2005;
HARDISON et al, 2006).

Decidimos, entdo, investigar de que maneira aslalii ativadas de animais
imunizados com esquema completo (no modelo de magad com antigeno pré-adsorvido
em alum) conseguem alcancar o coracdo. Com esigdéFIo, 0S experimentos de
imunizacdo foram realizados seguindo o esquemanalacilescrito na figura 5A.

Camundongos BALB/c foram pré-tratados com captoprih antes da imunizacdo com
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[Alum/Ag/BK]. Quando indicado, os camundongos foramé-tratados com HOE-140 1 h
antes da imunizagdo. Como controle havia, aindanas nao imunizados e animais
imunizados que n&o receberam captopril. Todos ezagb o reforco apos 14 dias, nas
mesmas condi¢gdes da imunizagéo inicial, e depois@e duas semanas, foram infectados
com TCTs (Fig. 5A). Quatro dias apés a infecca@lismmos o fendtipo de ativacdo e a
expressao de receptores de quimiocinas na supediccélulas T isoladas de LD. Na figura
5B, podemos observar uma maior propor¢édo de célutaB4 e CDS produtoras de IFN-
provenientes dos animais imunizados com esquemazatio [Cap + Alum/Ag/BK] (Fig.
5B). Em contraste, a frequéncia de células {FNedos animais ndo tratados com
Cap/imunizados foi reduzida, enquanto os animatados com HOE-140 apresentaram

frequéncia de células IFN-semelhante a dos animais ndo imunizados (Fig. 5B).
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Figura 5: Aumento da frequéncia de células T CD4e CD8 produtoras de IFN-y nos
camundongos imunizados com esquema completo. (EBsquema vacinalCamundongos BALB/c
machos foram pré-tratados ou ndo com uma dose wwaijptpril (10 mg/kg i.p.) 1 h antes da
imunizag¢do. Quando indicado, os animais foram @i&dos 1 h antes da imunizagdo com antagonista
de BR (HOE-140, 100 pg/kg s.c.). A imunizacdo consistauinjecdo de 10Ql de formulagdes
baseadas em alum (5 mg), contendo AguépOe BK (10ug), por via subcutédnea na base da cauda. Os
camundongos receberam um reforgo 14 dias depasaregnte como feito na primeira imunizagéo.
No dia 28, os camundongos controle e imunizadosnfodesafiados com uma dose letal de TCT
Dm28c (2,5 x 18 i.p.). (B) Frequéncia de células T CDd CD8 Ag-especificas produtoras de IRN-

de animais vacinados. Células do LD foram retiradddims apos a infec¢do e estimuladas com Ag (25
png/ml) por 6 h a 37°C. Brefeldina A foi adicionaéaas células foram marcadas com anti-CD8, anti-
CD4, e anti-IFN7, e foram entdo analisadas no citbmetro FACSCal{®BD Biosciences). Os
nimeros representam a porcentagem de células T @D&DS8 produtoras de IFM: Os resultados
séo representativos de dois experimentos indep&gxenom resultados similares (n=5/grupo).
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A andlise da expressdo dos receptores de quina®gielos linfocitos T IFN-
revelou que houve um aumento significativo na esgite de CCR5, principalmente pelas
células T CD8, mas também pelas T CD4especificamente nas células isoladas dos
camundongos imunizados com [Cap + Alum/Ag/BK] (FigCD8: 14,23% e CD4: 9,41%). E
importante frisar que os niveis de expressdo deS0@R células T CD4 CD8 IFN-y" nos
grupos de animais imunizados sem Cap ou pré-tratemim HOE-140 foram semelhantes aos
niveis detectados nas células isoladas dos anmdaismunizados (Fig. 6). Esses achados
coincidem com a nossa hipétese de que as céluldss dnimais imunizados com esquema
otimizado podem apresentar maior capacidade migggiara tecidos periféricos nos estagios
iniciais da infeccdo. Pudemos também detectaratifers um pouco mais sutis na expressao
de CCR7, que se encontrou negativamente modulaslaéialas T CD4e CD8 IFN-y"
isoladas do LD de animais imunizados com [Cap HAQ/BK] (Fig. 6 - CD4: 5,36% e
CD8: 4,51%), em comparacao com os animais naaltsteom Cap (Fig. 6 - CD4: 9,24% e
CD8: 9,35%). Novamente, o fenétipo das células Tadienais imunizados com esquema
completo foi condizente com a proporgédo dessasaséhincontradas no coragdo, uma vez que
a menor expressao de CCR7 sugere uma menor propdasgéming dessas células para
tecidos linféides. Concluimos, portanto, que o autma&los niveis de cininas induzido pelo
tratamento com Cap durante o processo de imunizasidta no aumento da expressao de
CCRS5 e reducao da expressao de CCR7 pelas cétuld3.d=inalmente, consideramos que a
modulacdo da expressdo destes receptores podespensavel pelo maior recrutamento de
células T do tecido linféide para o coragdo nopgsude animais imunizados com [Cap +

Alum/Ag/BK], como observamos na figura 6B do Andxo
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Figura 6: Células T CD4 e CD8 produtoras de IFN-y isoladas de camundongos protegidos
expressam o receptor de quimiocina CCR5Analises da expressao dos receptores de quimiocinas
CCR5 e CCR7 por células T Cb4 CD8 produtoras de IFM; retiradas do LD de animais
imunizados, 4 dias ap0s a infeccdo. As célulagrfarercadas com anti-CD4, anti-CD8, anti-I N-
anti-CCR5 e anti-CCR7, e foram entdo analisadasitbmetro FACSCalibur (BD Biosciences). Os
valores indicam a porcentagem de células CCR&inel a esquerda) ou CCRpainel a direita),
dentro da populagéo de células T Cdainel superior) ou COgpainel inferior) produtoras de IFN-

y. Os dados sao representativos de dois experimeategendentes (n=5/grupo).
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4.2.5Perda de autenticidade genética da linhagem derciongos BALB/c

Conforme discutido anteriormente, a adicdo de @ajptoa formulacdo vacinal ndo é
capaz de gerar respostas protetoras nos animaiszaaos/infectados, em contraste com a
administracdo de Cap sistémico (i.p). Com baseesesssultados, acreditamos que a
administracao sistémica de Cap antes da imunizagéajo possa modular a ativacao de DCs
em dois contextos diferentes: (i) ativacdo de D&wéricas da pele, através do aumento da
meia-vida da BK sintética incluida na formulacéoinal; e/ou (ii) ativacdo de DCs residentes
do LD, através do aumento dos niveis de cinina®gemhs. As duas hipoteses ndo séo
mutuamente excludentes, e, por isso, decidimosdenas a segunda hipétese como principio
para o desenvolvimento do préximo desenho expetahen

Uma das desvantagens de usar a BK sintética caljopoaate vacinal consiste na
inducéo de efeitos hiperalgésicos da BK (CALIX€0al, 2004; CUNHAet al, 2007), que
inviabilizariam a tentativa de aplicacdo desta fdapdo vacinal em testes clinicos para
humanos. Com o objetivo de excluir o componenténdacédo de hiperalgesia do esquema
vacinal, investigamos a possibilidade de subst@uiBK por um adjuvante alternativo. O
adjuvante escolhido foi o monofosforil lipideo A PMA), que, conforme descrito na
Introducdo, € capaz de direcionar respostgs d partir da sinalizacdo via TLR4/TRIF
(MATA-HARO et al, 2007). Nesse novo esquema de imunizacdo, o MRidena agir
como um primeiro sinal de perigo para as DCs p##8, sinalizando via TLR4, enquanto as
cininas enddgenas agiriam com um segundo estinmdlnizindo a maturacdo das DCs
residentes e/ou recém recrutadas para o LD. Destaf decidimos manter o pré-tratamento
dos animais com captopril, com o intuito de mamtérs os niveis de cininas enddgenas.
Seguindo o esquema vacinal descrito, os camundd@bB/c foram, entéo, pré-tratados ou
ndo com Cap e imunizados com formulacdes contehdtn, aVIPLA e antigeno. Como

controle, além de um grupo de animais nao-imungad@mvia um grupo de animais



55

imunizado com esquema completo, ou seja, [Cap mAdg/BK]. O primeiro parametro
avaliado foi a mortalidade e observamos que o0s asinmunizados com [Cap +
Alum/MPLA/Ag] foram capazes de resistir ao des#dial (Fig. 7). No entanto, ao analisar o
indice sobrevivéncia dos outros grupos de animaiservamos resultados incompativeis com
agueles obtidos durante a primeira fase destetpr@f@mo detalhado em diversas figuras do
Anexo |, o in6culo de parasitas utilizado paradtde os camundongos no decorrer de todos
0s experimentos causou letalidade de 100% nos enimda-imunizados. Porém, podemos
observar na figura 7 que apenas 40% dos animaisméozados sucumbiu ao desafio,
enquanto os animais imunizados com [Cap + Alum/Kg/&@resentaram taxa de mortalidade

de cerca de 20% ap0s 30 dias de infecgéo.

ooce hbeocs hece beeea]

Formulacdes contendo alum

90 1
—— Cap

75 1

ke =d= Cap+Ag/MPLA
[8)
§ 60 1 —— Ag/MPLA
§ 45 1 ==%=- Cap + Ag/BK
o]
3 30
X

15 1

0 .

0 5 10 15 20 25 30
Dias

Figura 7: Indice de sobrevivéncia de camundongos imizados com MPLA e infectados.
Camundongos BALB/c machos foram pré-tratados ouaoéo uma dose Unica de inibidor da ECA
(captopril, 10 mg/kg i.p.) 1 h antes da imunizagddmunizacdo consistiu na injecdo de 100de
formulacdes baseadas em alum, contendo Ag-EpiighOna presenca ou auséncia de BK{gpou
MPLA (20 ug), por via subcutédnea na base da cauda. Os cangoslceceberam um reforco 14 dias
depois, exatamente como feito na primeira imuniza¢do dia 28, os camundongos controle e
imunizados foram desafiados com uma dose letal @€ Dm28c (2,5 x 19 i.p.). A letalidade da
infeccdo foi monitorada diariamente, durante 40sdepds a infeccdo. Os resultados sdo
representativos de dois experimentos independémt&&grupo).
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Este resultado inconsistente nos levou a realirar série de outros experimentos para
investigar as possiveis variaveis que estariamenftiando o fenotipo de suscetibilidade dos
camundongos a infeccdo pdlocruzi Dentre estas variaveis, investigamos principatenan
viruléncia dos parasitas e a autenticidade genéliwa camundongos. Mesmo apds a
padronizacdo da obtencdo de parasitas altamemtgtiuts, ndo conseguimos restabelecer o
panorama de mortalidade nos animais infectadoscitaahos, entdo, um teste para a
comprovacdo de autenticidade genética de linhagegénicas de camundongos ao Servigo
de Controle da Qualidade Animal (SCQA), da Fund&gwaldo Cruz/RJ. Foram analisadas
amostras de tecidos de 11 camundongos BALB/c, enttehos e fémeas, de origem do
Biotério que atende ao Laboratério de Imunologialddolar (IBCCF, UFRJ). Incluimos,
ainda, a andlise genética de um camundongo BALB/ortgem do Biotério de Criacdo e
Experimentacdo do Instituto Biomédico da UFF, caoatrole positivo. Os gendtipos dos
animais foram identificados e registrados pelaitécae reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) de locos de microssatélites previamente iseledos (BENAVIDESet al, 2002) e
descritos em pares de bases de acordo com am@stdado de gendtipos conhecidos
(controle interno BALB/cJ The Jackson Laboratory). Como podemos observaabeda 2,
houve auséncia do produto esperado em ao menodapsete locos analisados em todos os
animais provenientes do Biotério que atende ao Haawio de Imunologia Molecular,
demonstrando que os animais testados estavam copadiées genéticos diferentes do
esperado. Por sua vez, o animal proveniente d@mioda UFF apresentou todos os produtos
correspondentes aos genes analisados. Esses desuttanfirmam a ocorréncia de uma
contaminagdo genética da linhagem de camundongiagiée como resultado de um conjunto
de variaveis que devem ser investigadas. E impertassaltar que a existéncia de variacbes

genéticas pode interferir seriamente na exatiddoemrodutibilidade dos resultados,
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dificultando sua interpretacéo e até mesmo torrsadbsolutamente inadequada. Este assunto

serd abordado com maiores detalhes no capitullodinaresente dissertacao (Discussao).

** Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 B1 B2 C1 Cc2 BALB/c

Cromossomo 1

D1IMIT 165 151pb | 151pb | APE APE APE APE APE APE APE APE | 151pb | 151pb

D1MIT 356 112pb | 112pb | APE APE | 112pb | 112pb | 112pb | 112pb | APE APE APE 112pb

Cromossomo 4

DIMIT199 | APE | APE | APE |196pb | APE | APE | APE | APE |196pb | 196pb | 196pb | 196pb

D4MIT 190 APE | 145pb | APE | 145pb | 145pb | APE APE | 145pb | 145pb | 145pb | APE 145pb

Cromossomo 9

DOMIT 26 224pb | 224pb | 224pb | 224pb | 224pb | 224pb | APE APE APE APE APE 224pb

Cromossomo 11

D11MIT 260 APE 98pb | 98pb | 98pb | 98pb | 98pb | 98pb | 98pb | 98pb | 98pb APE 98 pb

Cromossomo 19

D19MIT 32 152pb | APE APE APE APE APE APE APE APE APE APE 152pb

Tabela 2 : Monitoramento genético de camundongos B&/c. Origem: Biotério que atende ao
Laboratorio de Imunologia Molecular (IBCCF - UFRJ).

APE: Auséncia do produto esperado; pb: pares siesba

BALB/c: Origem Biotério de Criacdo e Experimentaghoinstituto Biomédico da UFF, usado como
controle.

* Ensaios realizados entre 22 de fevereiro a Olall de 2010, pelo Servico de Controle da
Qualidade Animal (SCQA) da Fundacao Oswaldo Cruz.

** Foram retiradas amostras de animais de 3 ditesegaiolas de cruzamento (A, B e C).
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Na tentativa de contornar este problema, comecamddizar animais provenientes
de outras instituigdes, principalmente do Centrdtiglisciplinar para Investigacdo Biologica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratorio (CEMIBNICAMP). Testes preliminares
indicaram que estes animais eram altamente susisedivnfeccdo peld. cruzi apresentando
indices de mortalidade de 100% aproximadamente i4® apos a infeccdo (dados nédo
mostrados). Acreditamos que essa discrepanciavseatefato de que, antes de chegarem ao
IBCCF, a criacdo e manutencao destes animaiseitgacbm tecnologia de barreira bioldgica,
utilizando gaiolas que os mantém em ambientes gorexte definidos e livres de doencas.
Isso significa que quando estes animais cheganossorBiotério, encontram condi¢des de
infra-estrutura totalmente incompativeis com acuela que foram criados, estando, assim,
expostos a possiveis contaminagfes carregadaame)@onsequentemente, mais suscetiveis
a infeccdo concomitante pelb cruzi (VERINAUD et al, 1998; TORRECILHASet al,

1999).
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4.2.6 Andlise da atividade citotdxica de células T C8 modelo de imunizaca67BL/6-

cepa CL-Brener

Devido as dificuldades descritas anteriormenteidtaos fazer algumas modificacdes
no nosso modelo de estudo da eficacia vacinal. Mezaque a analise da mortalidade se
tornou um parametro pouco confiavel, escolhemashadgem de camundongos C57BL/6, por
se tratar de uma linhagem de animais resisteniateécédo pelol. cruzi Uma vantagem
adicional de utilizar camundongos C57BL/6 serienaspbilidade de investigar a geracéao de
células T CDS8 citotdxicas antigeno-especificasvivo, utilizando, ainda, parasitas da cepa
CL-Brener.

Conforme citado na Introducéo, as células T CB&o importantes mediadores da
resposta imune adaptativa contra patdégenos intfaces. No caso da infeccao pélocruzi
de modo geral, as células T CD&conhecem preferencialmente epitopos expressos por
membros da superfamilia das trans-sialidases @@®gsentado por moléculas de MHC na
superficie de células infectadas (MARTHEY al, 2006; TZELEPISet al, 2008). Um dos
epitopos de TS imunodominantes é o TsKb-20 (ANYD¥)[ lcestrito ao reconhecimento por
MHC | de células de camundongos C57BL/6 (mas naBAleB/c). O TsKb-20 foi descrito
em diversos modelos de infeccédo p€laruzi utilizando, por exemplo, as cepas Brazil, CL-
Brener e Y, e especificamente no pico da infeceda pepa Brazil, cerca de 30% de todas as
células T CD8 séo especificas para este peptideo (MARSiINI, 2006).

Com base nos estudos descritos acima, nossa @imigiativa foi tentar padronizar a
formulacao vacinal para subsequente analise dgaede células T citotoxicas anti-TsKb-20
in vivo. Com este proposito, camundongos C57BL/6 foramnipagos com formulacdes
vacinais contendo alum, BK, extrato de epimastgyata CL-Brener e doses distintas do
peptideo TsKb-20, seguindo o esquema de vacinagédmgura 8A. Conforme descrito, 13

dias apds o reforco, células de baco de animaige foram divididas em 2 populacbes
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(pulsadas ou ndo com peptideovitro) e marcadas com diferentes concentracdes de CFSE
(CFSEhigh e CFSElow, respectivamente). Os animais imunizados recebasarélulas-alvo
por via intra-venosa e a andlise da lise espedifésacélulas-alvo foi realizada 20 h apds a
transferéncia. Os resultados preliminares mostram fgrmulagcées vacinais baseadas em
alum contendo 10 pg de TsKb-20 ndo sdo capazesdigii a geracdo de células T
citotoxicas, uma vez que nenhum dos grupos de @imanizados apresentou atividade
citotoxica significativa, independentemente do fpaéamento com captopril ou HOE-140
(Fig. 8B). Juntamente com essas analises, incluitno® controle positivo um grupo de
animais imunizados com Adjuvante de Freund complg@&A/Ag-Epi/TsKb-20), um
adjuvante que conhecidamente estimula a induc&egpmstas imunes do tipo-1. Conforme
esperado, a imunizagdo com CFA/Ag-Epi/TsKb-20 indazgeracdo de células citotoxicas,
alcancando um nivel significativamente maior detokicidade antigeno-especifica (60%,
Fig. 8B). Na tentativa de detectar niveis seme#wande citotoxicidade em animais
imunizados com formulacbes baseadas em alum, dexsdiaumentar 10 vezes a
concentracdo do peptideo utilizado na formulac@meh(concentracdo final TsKb-20 = 100
Kug). A imunizacdo/reforco dos animais e a transf@e€de células-alvo foram realizadas
seguindo o mesmo esquema anteriormente descrio8#). Observamos que essa estratégia
funcionou da maneira esperada, uma vez que o0s ignimmainizados com Alum/Ag-
Epi/TsKb-20/BK apresentaram atividade citotoxica derca de 30% (Fig. 8C).
Surpreendentemente, o pré-tratamento com captamiiiziu uma redugdo parcial da
citotoxicidade nos animais imunizados com Alum/AgfEsKb-20/BK, chegando a 12%,
enquanto o pré-tratamento com HOE-140 ndo alteignifisativamente esses niveis (Fig.
8C). Paralelamente, ndo detectamos a presencduliesagtotdxicas nos animais imunizados
na auséncia de TsKb-20, confirmando a especifieidial atividade destas células sobre as

células-alvo (Fig. 8C). Em conjunto esses resaffgeliminares sugerem que a imunizacao
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com Alum/TsKb-20/Ag-Epi/BK induz a geracdo de catulcitotoxicas anti-TsKb-20, de
maneira dose-TsKb-20-dependente, e que essa atfiokade parece ser parcialmente inibida

pelo pré-tratamento dos animais com captopril epeddente da ativacdo do receptgR B

A Transferéncia das células-
Imunizag&o Reforgo alvo marcadas c/ CFSE
Pré-tratamento com ¢ -1h 0 14 27 28— Analise da fungéo citotoxica
Captopril e/ou HOE-140 in vivo no bago (FACS)

|:| Sem Cap
Il cap

Formulagdes contendo Formulagdes contendo

Alum +TsKb-20 (10 ug) Alum +TsKb-20 (100 pg)

B C

Lo
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0 —gﬁ:-;—i ‘ 0 ,
Ag/BK Cap/ Cap/HOE CFA/Ag/ Ag/BK Cap/ Cap/HOE Cap/
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Figura 8: Andlise da geragdo de células T CD8citotéxicas em camundongos C57BL/6
imunizados com formul¢des contendo Alum. (AEsquema de imunizacdGamundongos C57BL/6
machos foram pré-tratados ou ndo com uma dose deicaptopril (10 mg/kg i.p.) e/ou antagonista
de BR (HOE-140, 100 pg/kg s.c.) 1 h antes da imunizagdamunizagdo consistiu na inje¢ao
subcutanea de 1Q0 de formulag6es baseadas em alum (5 mg), cont€silb-20 (B) 10 ug ou(C)

100 pg), Ag (extrato de epimastigotas de CL-Brener, 8), e BK (10 pug). Os camundongos
receberam um reforgo 14 dias depois, exatament® deito na primeira imunizagcdo. No dia 27,
esplendcitos de C57BLigaiveforam pulsados com TsKb-20 e marcados com CFSB dascrito na
secao Materiais e Métodos. As células foram readaer dos animais imunizados 20 h depois da
transferéncia (dia 28) para analise no citbmetr@€&Balibur (BD Biosciences), e a porcentagem de
lise especifica das células-alvo pulsadas comgepfoi calculada como descrito na se¢cdo Materiais
e Métodos. Os resultados preliminares representpemad um experimento, realizado com 5
animais/grupo. As estatisticas foram feitas por AMCe as comparacfes de pares foram feitas pelo
teste de Turkey.
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Embora tenhamos obtido éxito na geracdo de cétilagdxicas em camundongos
imunizados com 100 pg de TsKb-20, continuamos tigeesdo a possibilidade de utilizar
uma dose sub-6tima do peptideo (10 pg) em comdinagm outros adjuvantes. Um dos
adjuvantes testados foi o MPLA, na tentativa desstulx o uso da BK na formulacdo
vacinal, assim como haviamos testado no modelo nadenizacdo/infeccdo utilizando
camundongos BALB/c e parasitas da cepa Dm28c {HigdDesta forma, com o objetivo de
avaliar se a imunizagdo com MPLA poderia aumentatiadade citotoxica das células T
CD8" anti-TsKb-20, camundongos C57BL/6 foram tratado®#o com captopril 1 h antes da
imunizacao/reforco com MPLA/Ag-Epi/TsKb-20. O protdo de imunizacdo e de
transferéncia de células-alvo foi seguido confordescrito anteriormente (vide secgéo
Materiais e Métodos, Sec¢bes 3.4.1 e 3.4.2). Comtrale, utilizamos novamente um grupo
de animais imunizados com CFA/Ag-Epi/TsKb-20. Catsnhos que a imunizacdo com
MPLA/Ag-Epi/TsKb-20 foi eficiente em induzir umatal porcentagem de citotoxicidade
antigeno-especifice vivo, em nivel ainda maior do que o observado no gdganimais
imunizados com CFA/Ag-Epi/TsKb-20 (Fig. 9A). No anto, mais uma vez nos deparamos
com o efeito parcialmente inibitério do pré-tratameedos animais com captopril (Fig. 9A),
assim como observado no experimento de imunizagéoformulagbes baseadas em alum
(Fig. 8C). Esses resultados surpreenderam-nos, jiggt nossa hipotese de trabalho se baseia
no papel do captopril como potencializador dostefeadjuvantes das cininas (BK sintética
e/ou cininas enddgenas) nos esquemas vacinais.

Em seguida, decidimos verificar se o efeito adjtwama BK poderia ser
potencializado através de sua associacdo com oeendgu de Freund incompleto, que
classicamente é utilizado apenas na fase de refemgoesquemas vacinais que usam o0
adjuvante de Freund completo na primeira imunizagaanportante ressaltar que a Gnica

diferenca entre as formas incompleta (IFA) e comap(€FA) do adjuvante de Freund se
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encontra nos componentes bacterianos (1 miglymbacterium tuberculosimativada pelo
calor para cada 1 ml de solugéo) presentes no Cb excecdo do componente bacteriano,
ambas as formas sdo constituidas de Oleo minerlbstancia surfactante. Os modelos
vacinais que utilizam adjuvante de Freund induzespostas de longa duragdo, que podem
ser atribuidas ao efeito de liberacdo lenta dggenti causado pela composicdo da emulséo
(agua-em-6leo). Com base nos conceitos acima tlesaronsideramos que a inclusdo de BK
e antigenos na emulsdo com IFA poderia induzir liberacdo lenta dos componentes
imunogénicos no tecido subcutaneo, otimizando asaimmaturacdo de APCs e a
ativacdo/expansédo de linfocitos T CD@totdxicos. Com o intuito de testar essa hipgtese
camundongos C57BL/6 foram pré-tratados ou ndo agutopril e imunizados com IFA/Ag-
Epi/TsKb-20. O reforco foi realizado 14 dias depasguindo as mesmas condi¢cdes da
imunizacéo inicial, e as células-alvo foram traridéess para os animais imunizados 13 dias
apos o reforco, seguindo o protocolo descrito etallies no capitulo Materiais e Métodos
(Secdes 3.4.1 e 3.4.2). Observamos que a imunizagddFA/Ag-Epi/TsKb-20 foi capaz de
induzir altos niveis de citotoxicidade, de maném@dependente da administracdo prévia de
captopril (Fig. 9B). No entanto, ainda ndo poderafisnar que este efeito é causado pela
liberacdo lenta de BK/antigenos incluidos em IF&aRchegarmos a uma conclusdo precisa
sdo0 necessarias novas analises incluindo grupdsoadicionais.

Os dados preliminares obtidos nesta série expetainengerem que a geragdo de
células T CDS8 citotdxicas em animais imunizados com uma conaeétr sub-6tima de
antigeno pode ser potencializada com o uso de auljipy exdgenos, como o MPLA, ou
adjuvantes enddgenos, como a BK em emulsdo com NeA. esquemas vacinais citados
devemos, ainda, investigar mais detalhadamentetm da a funcdo citotoxica ndo ser
modulada (IFA/BK) ou até mesmo ser inibida (MPLA@pré-tratamento dos animais com

captopril.
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Figura 9: Andlise da geracdo de células T CD&itotdxicas induzida por diferentes adjuvantes
vacinais.Camundongos C57BL/6 machos foram pré-tratados oo uma dose Unica de captopril
(10 mg/kg i.p.) e imunizados com formulac¢des vasirdistintas: em(A) formulacdes contendo
Adjuvante de Freund completo (CFA) ou Monofosfbpideo A (MPLA, 20 pg), adicionado a TsKb-
20 (10 ug) e Ag (extrato de epimastigotas de CL-Brener,ugd em (B) formulagbes contendo
Adjuvante de Freund incompleto (IFA) adicionadoskKB-20 (10ug), Ag (Epi- CL-Brener, 5(ig) e
bradicinina (BK, 10ug). Os camundongos receberam um refor¢co 14 diasigjegxatamente como
feito na primeira imunizacéo. No dia 27, esplerascie C57BL/Gaiveforam pulsados com TsKb-20

e marcados com CFSE como descrito em Materiais teddg. As células foram recuperadas dos
animais imunizados 20 h depois da transferénc&ad8) para analise da fluorescéncia por CFSE, e a
porcentagem de lise especifica das células-al\sagak com peptideo foi calculada como descrito na
secdo Materiais e Métodos. Os resultados prelimigpresentam apenas um experimento, realizado
com 5 animais/grupo. As estatisticas foram feims4NOVA e as comparacgdes de pares foram feitas
pelo teste de Turkey.
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5 DISCUSSAO

Nesta dissertacdo foram utilizadas diversas aberda para investigar as funcoes
adjuvantes da bradicinina em modelos vacinais aanfeccao peld. cruzi Para facilitar a
discussédo, os assuntos aqui abordados seréo twatmp@radamente. A primeira parte
envolvera a discussdo de resultados obtidos no Imadke vacinagdo contra T. cruzi
estabelecido em camundongos BALB/c. Na segunda& partdiscussao, farei consideragdes
sobre o possivel papel adjuvante da BK na geragdcehlilas T citotoxicas no modelo de

imunizagao de camundongos C57BL/6.

5.1 O efeito potencializador do captopril no modelosdeinagéo contra infecgcéo pbrcruzi

O conjunto de resultados obtidos na Fase | desjetpr(Anexo I) evidenciou que a
inclusdo da BK em formulacfes vacinais contendmauAg-Epi ndo era capaz de proteger
os camundongos BALB/c do desafio agudo, ainda gimeuaizacéo/reforco fosse capaz de
induzir (i) mudanca do isotipo de imunoglobulineEggy1 — 1gG2a) e (ii) forte polarizacéo da
resposta 1 anti-T. cruzi Em contrapartida, observou-se que a injecaontke @nica dose
sistémica (i.p.) de captopril antes da imunizagfiofco conferia um fendtipo resistente nestes
animais, sendo o efeito protetor anulado pela #ggyévia de uma dose Unica de HOE-140.

A capacidade de apresentar antigenos sollveis lipfdaitos T CD8 citotoxicos
(CTLs) mobilizando a via enddgena (“apresentacdozama”) ndo € igualmente
compartilhada por todos os subtipos de DCs (CARB@NEI, 1998). A nocédo classica de
que as DCs residentes no tecido (migratérias) afazes de promover apresentacdo cruzada
de epitopos restritos as células T C@& MHC | tem sido questionada por evidéncias
recentes de que essa funcdo é mais eficientemestengenhada por DCs CiD8CD11¢

residentes no tecido linféide (revisado por HEA&tHal, 2004). Realizados na Fase | (Fig. 9,
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Anexo 1), os estudos de transferéncia adotivardéditos T CD4 versusT CD8" apontaram
os linfécitos T CD8 como um componente chave da resposta protetorarvelos em
BALB/c imunizados/re-imunizados com antigenos seilsivde Epi Dm28c. De modo
semelhante, os resultados da imunizacdo de BALBm ©Cs pulsadas com Ag-Epi e
estimuladasin vitro com Cap/BK também sugerem que este procedimenssikida
apresentacdo cruzada de antigenos de epimastigéasDCs para linfécitos T CD&nti-T.
cruzi (Fig. 2).

Uma das dificuldades na interpretacdo dos resudtaidovacinagdo obtidos com o
esquema completo € que ainda ndo sabemos identficab principal alvo dos efeitos
imunopotencializadores do Cap/BK séo as DCs retadama periferia (DCs migratorias) ou
se seriam as CB8 CD11¢ residentes no tecido linféide. Sabendo que asoCD11¢
residentes de tecido linféide sdo mais capacitpdas induzir/expandir CTLs anti-Epi Ag,
resolvemos avaliar esta questdo imunizando camgodoBALB/c com CD11c DCs
isoladas do baco de BALB/c normal, na premissaudesstas preparagdes contém asd«D8
CD11¢. Antes de emprega-las como imundgenos, confirmagnesas DCs (pulsadas com
antigeno de Epi) estimuladas vitro com Cap/BK adquiriram um fendtipo “maduro”,
manifestado pelo aumento na frequéncia de CDDICs produtoras de IL-12. Finalmente,
evidenciamos que BALB/c imunizados/re-imunizados)astas DCs pulsadas/ativadas pela
via B;R foram plenamente capazes de induzir imunidadeetora, sendo o efeito vacinal
correlacionado com aumento de linfécitos T C@4CDS8 produtores de IFN; tanto nos
linfonodos drenantes quanto no coragao dos anwaaisados com DCs (Fig. 1, 2 e 3). Esses
resultados sugerem que as DCs de baco pulsadas/aglaat por Cap/BK promovem
apresentacdo cruzada de epitopos (ainda descoodepigsentes nas proteinas sollveis de
Epi Dm28c para células T CD8i.e., células T virgens, na etapa de imunizagimgpia e

células T CD8 de memoria, na etapa de reforco). Ndo obstansdumeza destes resultados,
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deve-se admitir que 0 nosso modelo possui arfificides, uma vez que as DCs residentes no
linfonodo drenante podem ter diferencas importaataselacdo as CD11BCs isoladas do
baco (revisado por SHORTMAN & NAIK, 2007; PULENDRA®#t al, 2008). Ainda neste
mesmo contexto, devemos admitir que € precoce dasoan papel chave para os subtipos de
DCs presentes nos sitios periféricos de vacinagjida que estes ndo sejam capacitados para
realizar apresentacdo cruzada de modo direto angdem o estroma de linfonodos
drenantes. Por exemplo, estas DCs migratoriase@aalo Epi Ags) podem sofrer apoptose ao
alcancar o parénquima de LD drenantes, sendo enidsefggocitadas pelas CBH8CD11¢
residentes, conforme documentado em outros sistéMABA et al, 1998).

Estudos realizados no modelo de infeccdo aguda aosepa Y deT. cruzj
demonstraram que a ativacdo da via TLR4/MYD88 peattisavel para inducéo de CTLs anti-
T. cruziem orgaos linféides secundarios (OLIVEIRAal, 2010). Os autores argumentam
que o recrutamento de linfocitos T CD&fetores para a periferia (por exemplo, o coracdo)
pode depender da produgéo local de quimiocinasngatiamente produzidas em resposta a
inflamacé&o induzida porgll (Qque segundo os autores, pode estar subordinatiizagdo pela
via TLR4/MYD88). Considerando esses achados, alitapcia da ativacdo de;B’/* DCs na
inducdo de células CDA1 merece ser explorada, tendo em vista evidénbiédas na Fase
| deste projeto, indicando que esta via de ativag@lbgena estimula fortemente o eix@d T
da resposta adaptativa. Portanto, a eficacia va@oatrole da carga parasitaria no coragéo)
induzida pelo esquema completo pode depender deexg@ncia de pelo menos dois
mecanismos diferentes, ambos orquestrados g®/'BDCs: (i) otimizacdo da apresentacdo
cruzada de Ag-Epi; e (i) inducdo de linfécitoglTcapacitados a migrar para o0 coracao
infectado/inflamado, tal como sugerido para a \Wi&/MYD88 (OLIVEIRA et al, 2010).

Um aspecto complementar do nosso trabalho envalvealizagéo de estudos sobre o

papel de 6xido nitrico no mecanismo de vacinagéaazita pela imunizacdo com DCs (Fig.
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4). Consistente com um efeito critico de NO sobfargdo de DCs, observamos que DCs
pulsadas e estimuladas com Cap/BK e tratadas chitraindazol (inibidor de NO sintases)
tornaram-se incapazes de induzir protecdo em asiBralLB/c. Estes resultados indicam que
0 blogueio da producdo de NO anula fun¢des imuimoelsttorias que estdo de outro modo
presentes em DCs ativadas por Cap/BK (Fig. 4).eEonutras possibilidades a serem
investigadas, € possivel que a maturagcdo compst®@s ativadas por Cap/BK dependa dos
efeitos autécrinos do NO produzido pelas prépri&€s 2o longo do cultivin vitro (18 h).
Esta dependéncia foi recentemente descrita emassgabre a maturacao/ativagdo de DCs
humanas, tendo sido identificada uma participagidral da enzima NO sintase neuronal
(ADLER et al, 2010). Além destes efeitos, trabalhos recentesodstraram que o NO
coordena o trafico da molécula de MHC |l duranteaduracdo de DCs, inibindo a fungéo da
caspases que degradam a cadeia invariante assaoididC (CD74) (HUANGet al, 2008).

Obviamente, uma das fraquezas do nosso modeloimgmeal € 0 estado de pureza
varidvel das CD11cDCs empregadas nas experiéncias de imunizacatinélado processo
de purificacdo, a populacdo de DCs apresenta pemzemédia de 80%. Os contaminantes
celulares, mesmo em proporgéo reduzida, podem exxefeitos ainda ndo explorados neste
sistema. Por exemplo, estudos recentes demonstranDGs sao licenciadas para executar
apresentacdo cruzada de epitopos para linfocioBg" através de interagdes que envolvem
a participacdo conjunta de células NKWftural killer T cell3 e T CD8. Este licenciamento
exercido pelas células NKT estimula a secregado udaigcina CCL17 por DCs CD8,
atraindo CTLsnaiveque expressam o receptor CCR4 (SEMMLIBIGI, 2010).

Retomando a discussao sobre o modelo de imunizagéanimais BALB/c, cabe
ressaltar que observamos um aumento na porcendgesiulas T CD4e CDS8 produtoras
de IFNy no LD de camundongos imunizados com [Cap + AlunKg, em relacdo aos

animais imunizados nao-tratados com Cap (Fig. 88abbservagao aparentemente contradiz
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alguns dos resultados obtidos durante a realizdggarimeira fase do projeto, descritos no
Anexo | desta dissertacao (Fig. 4A, 6A e 8, Anexd\kstes ensaios, a producao de §FN-
nao foi discernivel entre esses dois grupos de asinPorém, essa discrepancia pode ser
explicada por duas diferencas na metodologia usestses experimentos:

a) As analises descritas no Anexo | foram feitas 8 djads a infeccdo dos animais,
enquanto a andlise descrita ha secédo de Resuttadtzstese foi feita 4 dias apds a
infeccdo. E possivel que durante o curso da infeasadiferencas na producéo de
IFN-y observadas 4 dias pés-infeccdo (d.p.i.) desaparechegando a niveis
similares conforme a infeccdo se estabelece.

b) As técnicas utilizadas para mensurar a producéée sdo diferentes entre as
duas fases dos experimentos. E possivel que samtdiFACS (usada na analise
do ultimo experimento) seja mais sensivel a poetdatectar diferencas sutis, que
nao sao detectadas pela técnica de ELISA (usadanafise dos primeiro
experimentos).

Esta bem estabelecido que a ativacdo e a subsequéracao de linfocitos T ente
tecidos linféides e periféricos € finamente regalgbr quimiocinas (BROMLEYet al,
2008). Especificamente no caso da diferenciacatinéticitos virgens em células T CD8
efetoras/memoria El), € necessario que ocorra uma série de interag@gstas, entre DCs,
células T CDZ e CD8, no estroma do tecido linfoide. Essas interac@esbém sdo
governadas por quimiocinas e seus receptores (BREXYML al, 2008). J& foi demonstrado,
por exemplo, que a interacdo entre céluldwelpere DCs estimuladas por ligantes de TLR
induz a producdo de ligantes de CCR5, que atradinfositos T CD8 naive aumentando a
possibilidade de encontro entre essas células (EABINO et al, 2006).

Retomando a discussdo dos nossos dados no moddloudeacdo em animais

BALB/c, um dos resultados mais intrigantes destedesfoi o aumento na expressado de
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CCRS5 pelas células T CD4 CDS§ isoladas do LD dos animais imunizados com [Cap +
Alum/Ag/BK], em relagdo aos animais imunizados t@ados com Cap (Fig. 6).
Adicionalmente, vimos uma diminuicdo na expressdC@R7 pelos linfécitos dos animais
imunizados com [Cap + Alum/Ag/BK], em relacdo aasineis imunizados que néo
receberam Cap (Fig. 6). Curiosamente, observame® q@umento na expressdo de CCR5 é
B.R-dependente, enquanto a diminuicdo na express&C Ry é BR-independente (Fig. 6).
Esses resultados subsidiam a nossa hip6tese desquédulas T de animais imunizados com
[Cap + Alum/Ag/BK] possuem maior capacidade mighatgara tecidos periféricos nos
estagios iniciais da infec¢cdo. O mecanismo de agdoFnegativa de CCR7 nos linfécitos T
nao foi investigado, entretanto, suspeita-se q¥sgeer decorrente da inibicdo (por parte de
captopril) da sinalizacao de receptores de angiotan

Estes estudos, somados aqueles ja comentados asimiypertancia do receptor CCR5
no recrutamento de célulasgd para o coragdo de animais infectados comcruzi
(MACHADO et al, 2005; HARDISONet al, 2006), devem ser levados em conta na reflexéo
sobre a interpretacdo dos resultados apresentadaguna 6. Em sintese, cabe esclarecer se o
recrutamento de células T efetoras do tecido lilefGqdara o coracdo é potencializado nos
grupos de animais imunizados com [Cap + Alum/Ag/BKlg. 6B, Anexo 1), devido a
modulacdo na expressdo de CCR5 e CCRY7 nestesthisfdaduzida pelo pré-tratamento dos

animais com captopril.

5.2 Perda de autenticidade genética da linhagem dermomgos BALB/c efeito

Experimentos de imunizagdo com o adjuvante MPLAizahdo camundongos
BALB/c demonstraram que os animagveinfectados adquiriram resisténcia a infeccéo letal
pelo T. cruzi(Fig. 7). ApoOs realizar um grande numero de e@peras, a possibilidade de

perda de viruléncia dé&. cruzi (cepa Dm28c) foi descartada. Este resultado nax@o
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diante de um dilema: talvez a linhagem empregatianmessa equipe tivesse sofrido variagdes
genéticas (Tabela 2). As suspeitas iniciais, ledad pela analise de al6tipos de IgG (dados
nao mostrados), foram confirmadas, forcando arugpedto de estudos no modelo BALBI/c.
Concluimos que nao existem condi¢cdes adequadadrdesstrutura e treinamento de pessoal
especializado para a manutencdo dos animais n@rBiojue atende ao Laboratério de
Imunologia Molecular. Infelizmente, as variacbesn@Eas apresentadas ameacam a
confiabilidade dos resultados obtidos na primeiep& do desenvolvimento deste projeto (2
anos, dados nado publicados), uma vez que é impbssiber a partir de quando essa
contaminacgao se estabeleceu na col6nia de aninil®s no nosso Biotério.

Apesar da ja citada falta de condicdes adequasksemos que este tipo de
contaminagdo pode ocorrer na grande maioria dogerle, mesmo com a adogdo de
rigorosos procedimentos de controle. As contamiesgenéticas atingem em torno de 60%
dos grandes centros de criacdo no mundo todo, dodear causada por cruzamentos
errdbneos, mutagbes espontaneas, aquisicdo de sngeai historico e sem certificacédo
genética, e etc (site dimckson Laboratorywww.jax.org). Para tentarmos controlar os riscos
de contaminagfes, devemos adotar alguns procediseasicos de controle, como:

a) As matrizes dos camundongos devem ser mantidasseamas fechados, isolados de
outras linhagens isogénicas (preferencialmente encrosisoladores), sendo
manipulada sempre em cabines de seguranca.

b) Deve-se evitar a entrada de muitos profissionaigrea, havendo controle rigido para
circulacdo de materiais e pessoas nos biotérios.

c) Os animais devem ser identificados de forma claessteeavel.

d) A equipe deve ser treinada para a manipulacdo dwmsass, assim como para o
registro e o controle fenotipico dos mesmos. Olidegue haja registro de mapa

genético e das caracteristicas dos animais taiso:ca@istemas de acasalamento,
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possiveis mudancas na cor de pelagem, geracdooty piteracdo do peso dos
animais, disturbios neurolégicos e etc.

e) Realizagdo do monitoramento genético das coloniasia 5 geragoes.

f) Realizagcdo do monitoramento sanitario das coléneeda 3 meses.

g) Para diminuir ocorréncia de deriva genética (mwag@rés metodologias devem ser
adotadas:

- Criopreservacao de embrifes para resgatar ggmhapos contaminacao.

- Sistema de acasalamento com registro de mapasae)

- Monitoramento periddico de alguns genes (recomdosl por BENAVIDESet al,

2002) que diferenciem as linhagens mantidas nétiiot

As linhagens de camundongos comumente usadas gaigesiomédica apresentam
variacdes genéticas geradas por uma combinacaataied, como a evolugdo natural e a
reproducao direcionada pelo homem (revisado por WADDALY, 2005). No entanto, esta
diversidade genética pode influenciar a suscejut#ilie a doencas infecciosas. A relacao
entre variagdes genéticas e a suscetibilidadeeagdés estd bem documentada em modelos
de infeccdo por diversos patogenos, entre eledeshmania major (MOLL &
ROLLINGHOFF, 1990; SCOTT, 1991), o virus da InflaamA (HIN1) (BOONet al, 2009)

e o propriol. cruzi(TRISCHMANN, 1986; HOFTet al, 1993).

Estes estudos mostram que a patologia induziddifeventes patégenos é controlada
por fatores multigénicos do hospedeiro. Portantexiaténcia de variacbes genéticas nas
linhagens BALB/c mantidas em nosso biotério podeduzir varidveis desconhecidas nos
resultados experimentais, dificultando sua inteégp@, conforme ocorreu em nossos Ultimos

experimentos com a linhagem “BALB/c”.
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Na tentativa de contornar o problema acima relatagpetimos diversas vezes as
experiéncias programadas utilizando animais BAlBavenientes do CEMIB (UNICAMP).
Desta vez, nos deparamos com outro problema: eropalias, estes animais apresentaram
sinais de infecgdo. Uma vez infectados, os animaistraram-se altamente suscetiveis a
infeccdo peloT. cruzi ndo sendo capazes de montar respostds mesmo depois de
submetidos a imuniza¢do com o esquema completogdab mostrados). Acreditamos que
esse aumento da suscetibilidade se deva a ocaréacinfecgbes naturais concomitantes,
provavelmente virais, muito comuns em biotérios gqéae possuem infra-estrutura adequada
de criagdo e manutencao de animais experimentHdisqd et al, 1996). Trabalhos antigos
demonstraram que essas infec¢des virais alteraesposta do hospederio através de seus
multiplos efeitos imunomodulatérios (DEMPSEEY al, 1986; DINDZANSet al, 1987). No
caso especifico de camundongos infectados Peloruzi a infecgdo concomitante com o
virus da hepatite murinanpuse hepatitis virysMHV) induz atrofia do timo, deplecdo de
células T CD24 e CD8, associados a maior parasitemia e mortalidaderack dos animais
infectados (VERINAUDet al, 1998; TORRECILHASet al, 1999). Em contraste com 0s
animais recém-infectados pelo MHV, observou-se queerfil de suscetibilidade ndo se
repete quando a infec¢do pédlocruzié feita em animais cronicamente infectados peloVMH
(TORRECILHAS et al, 1999). Esses achados reforcam nossa hipotese ude og
camundongos de fontes externas sofrem contaminagf@s quando chegam ao nosso

Biotério, onde sdo mantidos sem a tecnologia deiparbiolbgica.

5.3 Inducéo de CTLs em camundongos C57BL/6 imunizados TsKb-20/BK

Diante da impossibilidade de
continuar os estudos de vacinacdo no modelo BAEB&pa Dm28c, resolvemos estudar os

efeitos adjuvantes de BK empregando animais C57RBhlfhizados com a cepa CL. As
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formulagbes vacinais testadas inicialmente contmhalum, BK, extrato soluvel de
epimastigotas da cepa CL-Brener e o peptideo wintdisKb-20, derivado da familia TS.
Trabalhos recentes com a cepa Brazil demonstranTsjib-20 € um epitopo dominante na
resposta T CD8anti-T. cruzi em camundongos C57BL/6 (ROSENBERS al, 2010).
Apesar da natureza preliminar dos resultados agscrdos, esta foi a primeira vez que
conseguimos induzir células T CD8itotoxicas anti-TsKb-20 em camundongos C57BL/6
imunizados na presenca de BK. Os principais achseld® comentados a seguir.

A geracédo de CTL em camundongos imunizados comulacdes contendo Alum,
TsKb-20, Ag-Epi (CL Brener) e BK ocorreu de modosemlependente para o peptideo
sintético (Fig. 8). Testes realizados com TsK{Z ug) revelaram que o grupo de animais
imunizado com [Cap/HOE-140 + Alum/TsKb-20/Ag-Epi/B&presentou atividade citotoxica
semelhante ao grupo imunizado com [Cap + Alum/T2RBIAg-Epi/BK] (Fig.8C). No
entanto, ambos apresentaram niveis de citotoxieidaghificativamente menores em relagéo
ao grupo imunizado sem Cap [Alum/TsKb-20/Ag-Epi/BKFig.8C). Este resultado
inesperado sera discutido mais adiante.

Embora tenhamos observado indugcéo de CTL anti-TXKheos animais imunizados
com Alum e 10Qug de TsKb-20, o emprego de altas doses deste pepiiste esquema de
Imunizagdo tornou-se oneroso demais. Para viabiliza gasto menor deste reagente,
resolvemos substituir o alum por adjuvantes qoenprem uma lenta liberagdo de TsKb-20,
Ag-Epi e BK. Sabemos que adjuvante de Freund peranformacédo de uma emulsédo agua-
em-0leo, capaz de promover a liberacdo gradualntigesmos nos tecidos periféricos. No
entanto, devido ao seu efeito toxico, a aplicagi@djuvante de Freund completo (CFA) é
proibida em humanos. Mesmo em estudos com anim@erieentais, aconselha-se que o
CFA seja substituido sempre que possivel, devideagdes de dor e ao potencial de dano

tecidual (CLASSEN et al., 1992). Por este motivaxidimos substituir o alum pelo adjuvante
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de Freund incompleto (IFA). Nestas condi¢Oes, asir@®7BL/6 imunizados com IFA/Ag-
Epi/TsKb-20/BK geraram fortes niveis de CTihsvivo (Fig. 9B). Este procedimento permitiu
o emprego de quantidade 10 vezes menor de TsKB@Qg) na imunizagao/reforco em
relacdo ao esquema vacinal inicial, concebido clum.aTrabalhos em andamento poderao
esclarecer se a liberacéo lenta de BK e/ou TsKpe2@ite um engajamento continuo de DCs
migratorias provenientes da corrente sanguinearmitivamente, é possivel que uma fracao
deste depésito de antigenos/BK seja drenada pdmafasodos drenantes (LD), liberando a
BK no interior do estroma linféide. Neste ultimosoaé possivel que a BK exerca efeitos
imunoestimulatérios ativando,R expressos pelas células DCs @DBitegrantes das redes
endogenas de DCs presentes no LD. Consideranda qeda vida do captopril na corrente
sanguinea € de cerca de 2 horas, é possivel chenies subestimado o tempo de duracdo de
seus efeitos nos esquemas de vacinacdo estabslemBALB/c. Esta constatagao nos
parece sensata, tendo em vista que a diferencibgdiafécitos virgens em células T CD8
efetoras/memoria gf) depende de interagbes cognatas (DCs, células 4 €XD8) que
podem se estender até 3 dias (BOUSSO & ROBEY, 2A03;ER et al, 2004). Além disso,
cogitamos empregar vesiculas carregadas com desvae bradicinina resistentes a
degradacéo pela ECA, ja disponiveis em nosso lalrara

Cabe observar que ainda ndo sabemos se as CTlctadete no baco de animais
imunizados com IFA/Ag-Epi/TsKb-20/BK assim como abps imunizados com Alum/TsKb-
20/Ag-Epi/BK, possuem capacidade de migrar para&dscperiféricos (por exemplo, o
coracao). Isso nédo foi esclarecido porque o bagargdo sistematicamente utilizado para
avaliar os niveis de funcdo CTL em animais imurogagor diversas formula¢des vacinais.
Na primeira parte deste projeto, observamos quedasaliferencas mais marcantes entre as
respostas dos animais BALB/c imunizados/re-imurosada presenca ou auséncia da dose

Unica de captopril foi a ocorréncia, apenas naosgiros, de modulacdo negativa da expressao
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CCR7 em linfécitos T CD4e CD8 e inversamente, modulacdo positiva de CCR5 (por
mecanismos BR-dependentes) (Fig. 6). Estes resultados sugergjam o fendtipo de
capacitacao migratoria dos linfocitos efetores midlos pelo esquema vacinal completo [Cap
+ Alum/Ag/BK] poderia ser um fator determinante oontrole da infeccdo chagésica na
periferia, i.e., no coracdo. Neste momento, airfifagabemos se 0s esquemas de imunizacao
que induzem forte citoxicidade mediada por CTLsbago se correlacionam positivamente
(ou negativamente) com competéncia migratoria pargecidos cardiacos. Nesse contexto, é
curioso observar que os animais imunizados conorasutacées contendo MPLA (Fig. 9A)
tiveram atividade CTL mais reduzida justamentegrapos que foram pré-tratados com uma
dose Unica sistémica de captopril, tal como previstlos estudos realizados em BALB/c
imunizados com [Cap + Alum/Ag/BK] (Fig. 6). Naquetastema, o captopril induziu
modulagdo negativa de CCR7 nas células T efetocadinfonodo drenante por vias
independentes de,R. Cabe determinar se os animais C57BL/6 imunizados o adjuvante
MPLA reagem da mesma forma ao pré-tratamento sistéoom captopril: ou seja, sera
importante determinar se houve reducdo na expredsd@CR7 em linfécitos T efetores
isolados do bago. Caso isto seja de fato obsenagmssivel que a reducdo da atividade
citotéxica observada no baco dos animais tratados @aptopril antes da imunizagdo com
MPLA seja reflexo de conversado de célulag; Bm Tgy. Esta hipotese também pode ser
aplicada na interpretacdo dos resultados de getsc&3 Ls nos camundongos C57BL/6 pré-
tratados com Cap e imunizados com Alum/TsKb-20/AgHEK. Apesar de especulativas,
estas consideracgdes ilustram as perspectivas delmtasmento deste projeto.

Finalizando a discussao, pretendemos avaliar sanslgdjuvantes possuem a
capacidade de estimular a ativacdo do sistemaacinm interior de oOrgdos linféides
secundérios (por exemplo, no linfonodo drenantesities de imunizacdo). Esta questdo

podera ser abordada gracas a disponibilidade dermongos deficientes de cininogénio
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(kng-1/") produzidos pelo grupo do Dr. Keith McCrae (Clewel Clinics). Esses animais nao
sintetizam o gene da isoforma kng-1 no figado, sgrad isso completamente deficientes de
cininogénios no plasma (MERKULO¥t al, 2008). Primeiramente, verificaremos se 0s
animais kng-1 infectados porT. cruzi ou pela bactéria gram-negativ gingivalis
apresentarao deficiéncias nos mecanismos de igégentre inflamacdo e a resposta imune
adaptativa, tal como observado em camundong#®/ Bnfectados por estes patdogenos
intracelulares (MONTEIRt al, 2007; 2009). Caso os animais knf-de fato apresentem
disfuncdes imunoldgicas (por exemplo, supressdesjgostas J1 pela via BR-dependente),
sera tecnicamente possivel avaliar se algumas asssa® manobras de imunizagéo resultam
na ativacdo do sistema calicreina-cinina exclusarde no interior de LD de animais
C57BL/6 selvagens (kndl), mas ndo nos mutantes kilgEsta hipétese de trabalho merece
ser investigada, uma vez que estudos recentesaimdicie o sistema de ativacao de contato
da coagulacdo (FXIl dependente) pode ser inteiranémontado” na superficie de
macréfagos (BARBASZ & KOZIK, 2009).

Conforme j& mencionado, sabemos que a aplicac&Kdexdgena como adjuvante
vacinal ndo € uma opc¢éo vélida para testes climtoshumanos, devido a seus efeitos
hiperalgésicos. No entanto, eventuais avancos sendelvimento deste projeto poderéo ser
relevantes para area de vacinacgdo veterinariaa guategendo animais de pequeno e grande
porte contra as infec¢gbes causadas por virus esopétdogenos intracelulares. Essa estratégia
pode ser comercialmente interessante, principakngmtgue atingem animais de importancia
econdmica, como por exemplo, o gado. O baixo cdstprodu¢céo da formulagéo vacinal,
composta por constituintes simples e de baixo ¢usépia certamente uma vantagem
econdmica interessante. Cientes deste potenciafissa equipe submeteu um registro de
preferéncia para obtencdo de patente ao INPI, paipo emprego da bradicinina sintética

como adjuvante em formulagbes vacinais (Notificagdo pedido de patente, por
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SCHARFSTEIN & VIOLA, 2003). A demonstracdo de qué&LS anti-T. cruzi podem ser
induzidas por formulac¢des vacinais contendo BK/#=AsKb-20 poderao reforcar o interesse

no desenvolvimento de vacinas anti-virais paradodpor exemplo, febre aftosa).
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7 ANEXO

Fase |

Nosso grupo descreveu recentemente que o desaneold de células T CD8
efetoras do tipo-1 em camundongos resistentesezg@id pelol. cruzi é dependente da
maturacao de células dendriticas (DCs) pela bradeci(BK) (MONTEIROet al, 2007). A
partir desses resultados, comecamos a investigassbilidade de empregar a BK sintética
como adjuvante na vacinagdo contra a infeccdo Ppeloruzi suplementando formulagbes
vacinais baseadas em alum. Para isso, camundonrybB/@ foram imunizados por via
subcutanea com formulagces contendo alum, BK giatétextrato soluvel de epimastigotas
como fonte de antigeno (Fig. 1A, Anexo I). Os amgi@unizados receberam um refor¢o 14
dias depois, seguindo as mesmas condi¢cdes da agadwizinicial. Quando indicado, 0s
animais foram pré-tratados com uma dose Unica dedan da ECA (captopril) e/ou
antagonista de R (HOE-140) 1 h antes da imunizacéo/reforco, e ib4 dpds o reforco
foram desafiados com uma dose letal de TCTs (cap@8D) por via intraperitoneal. Os
resultados iniciais demonstraram que 0s animais nigados/re-imunizados com
[Alum/Ag/BK] séo suscetiveis a infeccéo letal pplrasita (Fig. 1B, Anexo 1). Por sua vez,
0sS animais pré-tratados com captopril e imunizaoa [Alum/Ag/BK] foram capazes de
resistir a infeccdo (Fig. 1B, Anexo ). Valorizands resultados de vacinacdo obtidos no
modelo de infeccdo peldl. cruzi experimentos realizados independentemente no
Departamento de Virologia da USP (Nivel 3 de Bigasanca - P3) mostraram resultados
muito semelhantes no modelo de infeccdo pelo VRosio, causador da encefalite aguda
(COIMBRA et al, 2008). Os dados preliminares, obtidos em cola@aracom o Prof.
Benedito da Fonseca e Rafael Franca, mostram gquerazacdo de camundongos BALB/c

com esquema completo Cap + [Alum/Ag/BK] conferetpgéo a cerca de 80% dos animais
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imunizados, em contraste com o indice de sobrewigéte 50% no grupo de animais que nao
foi pré-tratado com captopril (Fig. 2B, Anexo l)léf disso, acreditamos que 0 mecanismo
de protecdo neste caso seja parcialmente dependieridR, ja que o pré-tratamento com
HOE-140 n&o abole completamente os efeitos preeido esquema vacinal (Fig. 2B, Anexo
). Esses resultados indicam que o pré-tratamemm captoprii € essencial para
sobrevivéncia dos animais imunizados/infectadosaeinos os modelos de estudo.

Apesar da suscetibilidade a infeccdo pe€locruzi observada nos camundongos
imunizados com [Alum/Ag/BK], eles apresentaram nmg@ado isotipo de imunoglobulinas
(lgG1 — 1gG2a) de maneira dependente g& BFig. 3, Anexo 1), além da alta producdo de
IFN-y pelas células do baco e do linfonodo, mediantienekt com Agin vitro (Fig. 4A,
Anexo |). E importante ressaltar que n&o ha difgasrestatisticas nos niveis de anticorpos e
IFN-y avaliados entre os animais imunizados e pré-toatasl ndo com captopril. Em
contraste com o perfil de secrecao de IENs esquemas de imunizacdo ndo modularam os
niveis de secrecdo de citocinas do tipo-2, umaguezos niveis de IL-13 produzidos pelas
células de animais imunizados foram similares @asscontroles (Fig. 4B, Anexo 1), enquanto
a producéo de IL-4 n&o foi detectada nestas coesli@ados ndo mostrados).

Em seguida, analisamos a contribuicdo relativaéliglas T CD4 e CD8 derivadas
do baco de animais imunizados/infectados, confateserito anteriormente, para a producao
de IFNy ap6s estimul@ vitro. Observamos que 0s animais imunizados com [AlurBKY
pré-tratados ou ndo com captopril, foram capazegds® altas freqiiéncias de células T CD4
e CD8 produtoras de IFN; embora a propor¢éo de células T CDBN-y* tenha sido um
pouco menor no grupo imunizado que nao recebeu&gp5, Anexo I). Observamos ainda
qgue linfécios de linfonodo drenante (LD) provenentde animais imunizados com
[Alum/Ag/BK], pré-tratados ou ndo com Cap, prodamir niveis semelhantes de IkN-

mobilizando em ambos os casos a vilR#lependente (Fig. 6A, Anexo |). Em sintese,
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concluimos que o esquema de imunizagao/reforco [@dam/Ag/BK] foi suficiente para
direcionar a respostayIpara o perfil tipo-1, ainda que isso ndo se trahgeziem protecdo
contra o desafio letal.

Uma observacédo importante surgiu quando passammoaligar o perfil de resposta no
tecido cardiaco dos animais imunizados e desafigdssesultados mostrados na figura 6B
mostram que apenas as células T CH8rivadas de animais imunizados com esquema
completo [Cap + Alum/Ag/BK] sdo capazes de produBN-y (Fig. 6B, Anexo I),
apresentando também maior expressédo de marcadoegvacao/memoria (CD44 e CD69 —
Fig. 6C, Anexo I). Observamos, ainda, que célulagsdladas de LD de camundongos
imunizados com esquema completo [Cap + Alum/Ag/Bi) expressdo aumentada de CD44
e CD69, mesmo antes da infeccdo (Fig. 7, Anexd l)mportante ressaltar que o Unico
fendtipo discrepante encontrado entre os gruposhirados/infectados, com ou sem
administracio prévia de Cap, foi a presenca déaséliEN+" no coragio.

Um dos achados mais interessantes desta fase pghopim a observacédo de que a
protecdo dos animais imunizados requer obrigat@mdena administracdo prévia de captopril
tanto na fase de imunizacdo quanto na de reforadigdra 8 observa-se que a omissao de
Cap em qualguer uma destas etapas acarreta nadosrtimais desafiados (Fig. 8, Anexo
). Aléem disso, observam-se altos niveis de produwdg IFNy por células T Ag-especificas
do LD (Fig. 8, Anexo I). Uma vez que a administtag@ Cap se mostrou indispenséavel para
a protecéo dos animais imunizados, realizamos empstos adicionais na tentativa de incluir
o Cap na formulagéo vacinal, dispensando a injagstémica deste inibidor 1 h antes da
imunizagdo. Surpreendentemente, a administracaaag¢opril local, aplicada por via
subcutadnea em solugdo com a formulagdo [Alum/Ag/B¥do foi capaz de proteger os
camundongos imunizados/re-imunizados do desafd kisso se refletiu na menor producéo

de IFN+« por células de LD isoladas destes animais (dadlosnostrados).
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Experimentos de transferéncia adotiva de célulamrifirmaram que a protecdo de
animais vacinados com [Cap + Alum/Ag/BK] é dependeme linfécitos T CD8
efetores/memoria. A transferéncia de linfocitos D4C provenientes de animais imunizados
com esquema completo néo foi capaz de protegeamsircdongosiaive contra o desafio
(Fig. 9, Anexo I). Em contraste, os animais quelbecam células T CD8, ou T CD8/T CD4,
de animais imunizados com [Cap + Alum/Ag/BK] geraraélulas T antigeno-especificas
produtoras de IFN-e foram capazes de resistir & infec¢ao (Fig. @xar). Concluimos que
esta protecdo ocorre de maneiriRBlependente, ja que as células provenientes dos
imunizados com esquema completo e pré-tratadosHOmB-140 ndo protegem 0s animais
recipientes (Fig. 9, Anexo I).

A seguir, investigamos o papel da enzima 6xidacoitfNO) sintase nos mecanismos
de imunizagdo de camundongos BALB/c. Para issoammmais foram imunizados/re-
imunizados com esquema completo [Cap + Alum/Ag/BKapenas na fase de reforgo, foram
pré-tratados com um inibidor de NO sintase (7-Nittazol) (Fig. 10, Anexo I). Nossos
dados apontam uma importante participacao destmanm protecdo induzida pelo esquema
vacinal otimizado, uma vez que esse grupo de asia@esentou menor producao de KN-
por células T de LD e suscetibilidade a infecc&al I€Fig. 10, Anexo 1). De maneira
semelhante, observamos que os animais imunizadosesquema completo e tratados com
indometacina — um inibidor ndo-seletivo de ciclgexiase (COX) 1 e 2 — se tornaram
suscetiveis ao desafio letal, sugerindo que astgglandinas sintetizadas por essas enzimas
podem ter uma funcdo ainda ndo explorada nos nswasi de protecdo induzido pelo
esquema vacinal otimizado (dados ndo mostrados).

Em conjunto, os resultados da primeira fase dasfetp sugerem que a BK sintética

pode ser utilizada como adjuvante vacinal contfacgbes por patdogenos intracelulares, e
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que o uso de inibidores da ECA aumenta de manignifisativa a protecdo induzida pelo

esquema de imunizacao, dependente de células Tpid8toras de IFNy.
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Figura 1: Captopril aumenta a eficicia vacinal proegendo os camundongos imunizados do
desafio letal comT. cruz. (A) Esquema vacinalCamundongos BALB/c machos foram pré-tratados
ou ndo com uma dose Unica de inibidor da ECA (qaibtd 0 mg/kg i.p.) 1 h antes da imunizacao.
Quando indicado, os animais foram pré-tratadosahtes da imunizacdo com antagonista ¢gieé B
(HOE-140, 100 png/kg s.c.). A imunizacao consisaunjecdo de 100l de formulacdes baseadas em
alum, contendo Ag-Epi (50g) e BK (10ug), por via subcutanea na base da cauda. Os cangoslo
receberam um reforgo 14 dias depois, exatamente éemo na primeira imunizacdo. No dia 28, os
camundongos controle e imunizados foram desafieolmsuma dose letal de TCT Dm28c (2,5 X,10
i.p.). (B) indice de sobrevivéncia em camundongos contrateuaizados. A letalidade da infecg&o foi
monitorada diariamente. Todos os camundongos dgsgrsuscetiveis estavam mortos dentro de 30
dias de infeccdo, enquanto 100% dos animais imdogZee-imunizados com esquema vacinal
otimizado sobreviveram pelo menos 4 meses. Ostagsgl sdo representativos de 6 experimentos
independentes (n=5/grupo).

Figura 2

A
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Figura 2: Pré-tratamento com captopril aumenta a etécia vacinal protegendo os camundongos
imunizados do desafio letal com virus Rocio. (AEsquema vacinalCamundongos BALB/c machos
foram pré-tratados ou ndo com uma dose unica bielarida ECA (captopril, 10 mg/kg i.p.) 1 h antes
da imunizacdo. Quando indicado, os animais foragitnatados 1 h antes da imunizacdo com
antagonista de B (HOE-140, 100 pg/kg s.c.). A imunizagdo consistau injecdo de 10Ql de
formulacdes baseadas em alum, contendo Ag (eXeatimlo de cérebro de camundongos infectados,
100 ug) e BK (10ug), por via subcutanea na base da cauda. Os cangosloeceberam um reforco
14 dias depois, exatamente como feito na primeitmizacdo. No dia 28, os camundongos controle e
imunizados foram desafiados com uma dose letal ides VRocio (30LRy, i.p.). (B) Indice de
sobrevivéncia em camundongos controle e imunizafotetalidade da infec¢do foi monitorada
diariamente. Como controle, animais imunizadosfrenizados com extrato de cérebro de
camundongos normais ndo resistem ao desafio ldedoé ndo mostrados). Os resultados séo
representativos de dois experimentos independémt&&grupo).
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Figura 3
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Figura 3: Mudanca de isotipo de anticorposT. cruz-especificos no soro de camundongos
imunizados. Os niveis de imunoglobulinas (IgGl1 e 1gG2a) no sate camundongos
imunizados/infectados foram determinados por ELI8#Aa semana apos a infec¢éo. Os resultados
séo representativos de dois experimentos indep&sieam resultados semelhantes (n=5/grupo). As
estatisticas foram feitas por ANOVA e as comparagi@epares foram feitas pelo teste de Turkey.
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Figura 4: Producéo de citocinas do tipo-1 e tipo-por camundongos imunizadosA andlise da
producdo de citocinas por células T foi realizane semana apds a infeccao, utilizando células de
baco ou linfonodo drenante (adrtico). Os ensaicaniaealizados através do estimulo de células T por
72 h a 37 °C, na presenca ou auséncia de Ag-Epu@2%l). Os niveis de IFN-(A) e IL-13 (B)
secretados no sobrenadante foram determinadoslp8AEOs valores expressam a meédia + desvio
padrdo de um experimento representativo com céllilake 5 animais/grupoOs resultados sdo
representativos de dois experimentos independeAgegstatisticas foram feitas por ANOVA e as

comparacgoes de pares foram feitas pelo teste deyur
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Figura 5
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Figura 5. Aumento da frequéncia de células T CD4 eCD8 produtoras de IFN+y nos
camundongos imunizadosCélulas de bago foram retiradas de animais antelepois da infec¢éo (7
dias pos-infeccdo), e estimuladasvitro com PMA e ionomicina por 4h a 37°C. Brefeldina @&\ f
adicionada para bloguear a secrecdo de proteirass,células foram marcadas com anti-CD8, anti-
CD4, e anti-IFN7, e entdo analisadas utilizando um citémetro FAJIB@a(BD Biosciences). Os
valores representam a porcentagem de células TooB2D8 produtoras de IF3-Os resultados séo
representativos de pelo menos trés experimentepémtientes (n=5/grupo).
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Figura 6
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Figura 6: Presenca de células T CD8 antigeno-espigzas produtoras de IFNy no coracdo de
camundongos imunizados com esquema vacinal comple@élulas T CD4 e CD8 foram purificadas
de linfonodo drenantéA) ou coragcadB) de camundongos BALB/c imunizados/infectados (% dia
pos-infeccédo) e foram co-cultivados com DCs CDldulsadas com Ag-Epi (2Ag/ml) por 72h a
37°C. Os sobrenadantes de cultura foram coletados dvess de IFNy foram determinados por
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ELISA. Os valores sdo a média + desvio padrdo desxperimento com células individuais de 8
animais/grupo(C) Andlise da expressdo de marcadores de ativacdopesfisie de células T CD8
isoladas do coracdo de animais imunizados/infestalocélulas foram marcadas com anti-CD8, anti-
CD44 e anti-CD69, e entdo analisadas usando umeité FACSCalibur (BD Biosciences). Os
dados sdo representativos de dois experimentopendentes (n=8/grupo). Os resultados sao
representativos de pelo menos trés experimentepamtientes.
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Figura 7: Células T CD8 do linfonodo de animais imunizados é&em fendtipo ativado. Andlise

da expressdo de marcadores de ativacdo na supetéictélulas T CD4 e CD8 de linfonodo de
camundongos BALB/c imunizados e ndo infectadoscélslas foram marcadas com anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD44 e anti-CD69, e entdo analisadas desanm citbmetro FACSCalibur (BD
Biosciences). Os dados séo representativos dexioesimentos independentes (n=8/grupo).
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Figura 8: A eficacia do esquema vacinal otimizado @pende do pré-tratamento com captopril
antes da segunda imunizacadoDiferentes grupos de camundongos BALB/c foramnizados e re-

imunizados, como previamente descrito, com ou semédratamento com captopril e/ou HOE-140.

Uma semana depois do desafio cbntruzj os linfonodo adrticos foram retirados e as célfitaam

estimuladas ou ndo com Ag-Epi (25 pg/ml) por 7237 4C. Os niveis de IFN-hos sobrenadantes de
cultura foram determinados por ELISA. Os valores adnédia + desvio padréo de um experimento
representativo com células individuais de 5 anifgaipo. As estatisticas foram feitas por ANOVA e
as comparacdes de pares foram feitas pelo teStarlley. A sobrevivéncia dos animais infectados foi
monitorada diariamente. Todas as mortes ocorretén3@ dias pds-infeccdo. Resultados similares

foram obtidos em dois experimentos independentes.
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Figura 9
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Figura 9: A transferéncia adotiva de células T CD&e animais imunizados confere protecdo aos
animais recipientes.Camundongos BALB/naivereceberam inje¢éo intravenosasde 10 células T
CD8, CD4 ou totais (CD4 e CD8) purificadas de catiamgos imunizados com esquema vacinal
otimizado. Como controles, os camundongos recebeéatas T isoladas de (i) camundongos pré-
tratados com HOE-140 antes da imunizacdo com esgwempleto ou (i) camundongos que nao
foram pré-tratados com captopril antes da imunizagin esquema completo. Um terceiro grupo de
camundongos recipientes recebeu o mesmo numereptEnécitos isolados de BALBfraive Um

dia depois da transferéncia adotiva de célulasapaindongos recipientes foram infectados com 2,5 x
10° TCT (i.p.). A avaliacéo da producéo de citocinasqglulas T do baco dos animais recipientes foi
realizada uma semana apos a infecgdo. As céldlasmn estimuladas ou ndo com Ag-Epi (25pg/ml)
por 72h a 37 °C. Os niveis de IlRNtos sobrenadantes de cultura foram determinadoSL8A. Os
valores sdo a média + desvio padrdo de um expel@mespresentativo com células de 8
animais/grupo. As estatisticas foram feitas polOMA e as comparacdes de pares foram feitas pelo
teste de Turkey. A sobrevivéncia dos animais iafdms foi monitorada diariamente. Todas as mortes
ocorreram até 30 dias poés-infeccdo. Resultadoslaseni foram obtidos em dois experimentos
independentes.
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Figura 10

Alum/Ag/BK
Imunizagéo Reforgo TCT
I B | |
-1h 0 P14 28 35
l l Resposta de células T
Captopril Captopril
7-NI
Il Sem7-NI
1 7-NI
Mortalidade
N&o imunizado - 5/5
Cap a 0/5
Alum/Ag/BK
Cap/7-NI | o 5/5

T T T T
0 300 600 900 1200

IFN-y [pg/ml]

Figura 10: Camundongos pré-tratados com inibidor deNO sintase se tornam suscetiveis a
infeccdo letal peloT. cruzi. Camundongos foram pré-tratados com captopril e imados com
esquema vacinal completo [Alum/Ag/BK]. Apenas ardesrefor¢co, um dos grupos de animais foi
pré-tratado com captopril e com inibidor da NO aset (7-Nitroindazol [7-NI], 500 pg/kg i.v.) antes
da imunizacdo com esquema completo. Uma semanaadpficcdo, células T do linfonodo drenante
foram retiradas e estimuladas ou ndo com Ag (2&f)glor 72 h a 37 °C. Os niveis de IFNwos
sobrenadantes de cultura foram determinados pdsALDs valores sdo a média + desvio padrdo de
um experimento representativo com células indiviglue 5 animais/grupo. As estatisticas foram
feitas por ANOVA e as comparacgfes de pares fordasfpelo teste de Turkey. A sobrevivéncia dos
animais infectados foi monitorada diariamente. Boda mortes ocorreram até 30 dias pds-infeccéo.
Resultados similares foram obtidos em dois experiaseindependentes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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