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RESUMO



Experimentos realizados por ASSIS (1997), com camundongos SCID
mostraram que, a susceptibilidade desse animal ao Trypanosoma cruzi, era
revertida através da repopulagdo com as células esplénicas da linhagem
congénica BALB/c, e que os anticorpos anti-7.cruzi transferidos
passivamente, controlavam apenas a parasitemia, demonstrando a importincia
desse modelo experimental, nos estudos das fungbes dos linfocitos
isoladamente na infec¢do pelo Trypanosoma cruzi.

No presente trabatho procuramos investigar, nos camundongos SCID
o mecanismo de indugio da resisténcia ao parasita, utilizando-se o método de
repopulagio com os linfécitos T e de suas subpopulagdes, com o sentido de
elucidar o papel dos linfocitos T e de ambas subpopulagdes, na regulacio da
infecgio.

Os resultados revelaram que, a susceptibilidade dos camundongos
SCID a infegcdo pelo Trypanosoma cruzi ndo esta correlacionada com a
inibigdo da produgdo de IFN-y e de NO, apontando a participagdo dos
macrofagos e das células NK na fase inicial da infecgdo.

A andlise do papel dos linfocitos B ¢ T na fase aguda da infecgdo
provaram que, apenas os linfocitos T foram efetivos, na indugdo da
resisténeia a infecgdio. Os estudos realizados com as subpopulagdes de
linfocitos T evideciaram que, os linfécitos T CD4" controlam a parasitenua
com maior eficiéncia do que os linfécitos T CD8*. Quanto a evolugdo dos
parasitas circulantes, as duas subpopulagdes apresentaram cinéticas e
mecanismos distintos de controle intracelular do parasita. A eficiéncia no
controle da infecgdo foi observada, quando as duas subpopulagdes foram

associadas.



2

A estimulagdo “in vitro” das .células esplénicas com o Trypanosoma
cruzi, demonstrou que os linfocitos T CD4" apresentaram resposta
proliferativa, enquanto que os linfocitos T CD8" nido foram estimulados. No
14° dia ap0s a infecgdo, houve mibigdo da resposta proliferativa dos linfocitos
T CD4" e resposta proliferativa dos linfocitos T CDS8". Essas células
estimuladas foram capazes de produzir IFN-y. Esses resultados indicam que,
os linfocitos T CD4" foram ativados policlonalmente, enquanto os linfocitos T
CD8" foram ativados especificamente. As citocinas liberadas pelas células T
CD4" sdo importantes na regulagdo da fungdo efetora dos linfocitos T CD8” e
dos macréfagos, sugerindo ainda que os linfocitos T CD8" inibem a ativagdo

policlonal dos linfécitos T CD4™.



1.INTRODUGCAO



O protozoario 7rypanosoma cruzi é o agente etiologico da
tripanosomiase americana, denominada doenga de Chagas que representa
um problema de saiide publica na América do Sul e Central, com uma
estimativa de 18 milhdes de pessoas infectadas. O agravamento das
condigdes sdcio-econdmicas, transfusdes sanguineas e imigragdes de
pessoas infectadas para outros continentes, aumentam ainda mais o risco
de infecgdes (WHO, 1991).

No homem, a infec¢do pelo Trypanosoma cruzi apresenta uma fase
aguda, com presenga'de parasitas no sangue periférico, seguida por uma
fase cronica, que pode ser assintomatica ou sintomatica. Na fase cronica
da doenga, os individuos desenvolvem severos problemas cardiacos, com
infiltrado inflamatorio com células T (CUNHA-NETO ef al., 1995).

Os estudos de resisténeia e susceptibilidade a infecgdio pelo
Trypanosoma cruzi, utilizando diferentes linhagens de camundongos,
demonstraram que o curso da infecgfio estd na dependéncia do back
ground genético do parasita ¢ do hospedeiro. A utilizagio de cepas e de
clones diferentes em termos de viruléncia, tem mostrado distribuigdo de
parasitas em diferentes orgéos, e induzindo patologias diferentes. Estas
variagbes refletem na susceptibilidade diferenciada do parasita, ao
mecanismo imune efetor ¢ na indugdo diferenciada de tais mecanismos.
Os estudos sugerem que, os genes do hospedeiro influenciam o grau de
susceptibilidade e resisténecia. No entanto, os mecanismos como esses

genes influenciam a indugo da resposta no estdo elucidados.



Por outro lado, vanas evidéncias foram acumuladas, e apontam
que, a resisténcia a infecgdo esta na dependéncia da imunidade mediada
por linfocitos T CD4" estimulando, a produgéo de anticorpos, a ativagdo
de macrofagos e indugdo de morte dos parasitas intracelulares, por
linfocitos T CD8" e por citocinas sintetizadas no curso da resposta
inflamatoria e/ou imune, requeridas para o controle da infecgdo (Reed,
1998).

No estudo da relagdo parasita-hospedeiro, enfocando a participagio
da citocina na modulagio da resposta imune em Leishmania major
(Heinzel ef al., 1991), caracterizaram na linhagem resistente, a produgio
de citocinas como o IFN-y e ILL-2 associada a resposta Thl, e na linhagem
susceptivel a produgdo de 1L-4 | 1L-5 11.-6 ¢ IL-10.

Os estudos da imunidade natural & Leishmania major ¢ Listeria
monocitogenes, em camundongos SCID, evidenciaram um mecanismo de
ativagdo do macrofago independente de linfocitos T, e dependente de
IFN-y secretado por células NK. Neste mecanismo foram caracterizadas
citocinas  produzidas pelos macrofagos, a IL-12 com a fungdo
estimuladora de células NK, e Th 1 para a produg¢do de IFN-y, e a
IL-10 com fungdo inibidora da sintese de 1L-12 ¢ IFN-y (TRINCHIERI,
- 1997).

A mteragdo dos sistemas inato e adaptativo tem merecido atengdo
no estudo dos parasitas intracelulares, pelo fato das células de ambos os
sistemas, produzirem citocinas que, definem os tipos celulares a serem

ativadas, com fungdes moduladoras e/ou efetoras.



Na doenga de Chagas experimental, os estudos realizados
enfocando a agdo reguladora das citocinas, na indugdo da resisténcia,
tem atribuido ao IFN-y a fungdo protetora. Os estudos de REED et al,,
(1988) demonstraram que, os anmimais susceptiveis infectados, e
moculados com IFN-y recombinante, apresentaram diminui¢io da
parasitemia, imunossupressdo dos linfocitos e sobrevida. Em oposigdo o
tratamento com o anticorpo neutralizante anti-IFN-y nos animais
resistentes levou a exacerbagdo da parasitemia e mortalidade (Torrico ef
al., 1991).

O IFN-y e a citocmna reguladora I1L-10, foram dosadas em animais
susceptivels € resistentes a infec¢do, com as cepas Tulahuén, CL e Brazil.
Nestes trés modelos, a produgdo de IFN-y foi comparavel a linhagens
resistentes € susceptiveis. No entanto, a produgio da IL-10 foi maior nos
animais susceptiveis, infectados com as cepas Tulahuén ¢ CL (REED et
al., 1994; MINOPRIO et al. 1993). Porém, os animais resistentes
infectados com a cepa Brazil, produziram concentragdes superiores de
IL-10 (ZHANG & TARLETON, 1996).

Estes estudos mostraram que, nos animais infectados com o
Trypanosoma cruzi, ndo ocorre a resposta polarizada, com padrio de
- produgdo de citocinas do tipo Th 1 ou Th 2 como desenvolvido por
Leishmania major. Sugerindo um mecanismo alternativo de regulagio, a
IL-10 bloqueia a estimulagdo das células NK, e a diferenciagdo do ThO

para Th 1, ocorrendo a predominancia da resposta Th 2.



O efeito regulatorio da IL-12 produzida por macrofagos,
estimulados com o parasita (ALIBERTI et al., 1996, FROSCH et al.,
1996) na estimulagdo da células NK, com agdo regulatéria sobre a
infecgdio, nos primeiros 10 dias apos a infecgdo, (ALIBERTI ef al., 1996;
CARDILLO et al., 1996; HUNTER ef al., 1996) mostrou a estimulagio
dos linfocitos Th 1 (FROSCH et al., 1996, HUNTER et al., 1996).

A IL-10 blogueia a  sintese de IFN-y, aumentando a
susceptibilidade a infecgdo (SILVA et al,, 1992; REED et al., 1994), ¢
controle de regulagio da IL-12, TNF-a e IFN-y nos animais knok out em
RAG7/ e nos animais C57BL/10 knock out em 1L-10 (ABRAHAMSOHN
& COFFMAN, 1996).

O mecanismo de ativagdo do macrofago, com eficiéncia
parasiticida foi determinado por diferentes autores. “In vitro” o IFN-y
como ativador TNF-a. com ag¢do sinergistica, na ativagdo de metabolitos
intermediarios de nitrogénio, principalmente Oxido nitrico (NO), cuja
produgio é catalisada pela enzima éxido nitrico induzivel (iNOS) e 1L-10
e TGF- B como reguladora (DING et al., 1988; MAcCABE et al., 1991,
MUNHOZ-FERNANDEZ, 1992; SILVA et al., 1995, GAZZINELLI et
al., 1992).

Os estudos “in vivo” com a cepa Y e a cepa Tulahuén mostraram
que, ao longo da infecgdo, as células esplénicas ou macrofagos
peritoneais, produziram altas concentrages de NO. A inoculagdo “in
vivo” de intbidor da enzima NO sintase, resultou na exacerbagdo da

infecgdo. Em vista deste fato, o NO foi relacionado com o mecanismo



de controle intracelular do parasita (VESPA et al., 1994; PETRAY et al.,
1994).

Por outro lado, OLIVARES FONT & VRAY, (1995) relataram um
mecanismo independente de NO, mas dependente de citocinas como o
TNF, com agéo citolitica sobre o parasita.

Posteriormente ROTTENBERG et al., (1996), demonstraram em
animais deficientes para receptor de IFN-y (IFN-yR-/-) aumento da
susceptibilidade a infegclio, devido a baixa secre¢do de NO, e sugerem
dois mecanismos de ativagdo da enzima NO sintase induzivel 1INOS -/-),
um dependente de IFN-y, e um segundo independente IFN-y .

O estudo coﬁ1parativo com animais deficientes em enzima
iNOS-/- e IFN-yR-/- (HOLSHER et al, 1998) mostrou maior
susceptibilidade a infecgdo, devido ao bloqueio da atividade tripanocida
do macrofago.

A agdo smergistica do TNF-oo na ativagdo do macrofago, e
secre¢do de NO foi caracterizada em amimais transgénicos, para
receptores soliveis de TNF (sTNF-R) com a cepa CL (SANTOS LIMA
et al., 1997).

Posteriormente, CASTANOS VELEZ et al., (1998) utilizando
 camundongos deficientes em receptor para TNF-a ( TNFp557/) com a
cepa Tulahuén, demonstraram auséncia de sinergismo com IFN-y, visto
que, tanto os animais deficientes e nfo deficientes, secretaram a mesma
concentragiio de NO. Os autores sugerem que, para ativagio do

macrofago, o parasita induz o segundo sinal para secre¢do de NO .



No entanto, existem divergéncias com relagdo a capacidade
funcional do macrofago infectado, comprometimento na capacidade
fagocitica, no catabolismo do antigeno ndo correlacionado ao parasita
(PLASMANN et al., 1995), e defeito na interagdo celular (FLAMME et
al., 1997), mediante alteragbes nas glicoproteinas de superficie,
induzidos pelo antigeno de superficie do parasita, ou excretado pelo
parasita e transcialidase (SCHENKMAN & EICHINGER, 1993;
SCUDDER et al, 1993). Por outro lado, FROSCH et al, (1996)
demonstraram que, as células infectadas eram capazes de estimular clones
de linfécitos com fungdo Th 1.

Até o momento, os mecanismos de apresentagdo dos antigenos do
parasita ndo foram explorados completamente. No entanto, varios estudos
tém abordado a presenga dos linfocitos T, e ambas as subpopulagdes,
como cé¢lulas essenciais na regulagdo da infecgio pelo Trypanosoma
CFHZI.

Os estudos com os linfocitos T CD4'e CD8" foram realizados
utilizando-se diferentes cepas virulentas de parasitas. As deplegdes de
subpopulagdes especificas conduziram a uma exacerbacio da infeccio ¢
mortalidade precoce, similar ao descrito para os  animais atimicos ou
animais submetidos a timectomia neonatal (SCHMUNIS er al., 1971;
KIERSZENBAUM& PIENHOWHSHI, 1979).

Mediante este fato, os clones avirulentos como CA-I ¢ clone M/78
tem sido utilizados em laboratorios para o estudo da fase cronica, em

relacdo as cepas virulentas como CL, Brazil ¢ Tulahuén.



Os animais utilizados para este estudo, sdo aqueles com o0s
linfécitos T CD4" ou CD8" depletados *‘in vivo * por anticorpos
monoclonais anti-CD4" ou anti-CD8" (MINOPRIO et al., 1987; RUSSO
et al., 1988; ARAUJO, 1989; TARLETON, 1990), animais deficientes
na expressdo génica das moléculas de B2-microgobulina, moléculas CD4*
ou CD8", e moléculas do complexo principal de histocompatibilidade da
classe 1 ou II ({ TARLETON et al,, 1992; ROTTENBERG et al., 1993;
ROTTENBERG et al., 1995; TARLETON et al., 1996).

Os resultados obtidos com as cepas virulentas mostraram que, a
auséncia dos linfocitos T CD4" ou CD8" induziram um aumento na
susceptibilidade, com aumento do ntimero de parasitas circulantes, nos
musculos cardiacos ¢ esqueléticos com resposta inflamatéria reduzida e
secretora de IL-2 ¢ IFN-y ;e ainda apresentaram mortalidade precoce em
relagdo aos anumais ndo deficientes, mesmo com as cepas virulentas de
Trypanosoma cruzi .

Com as cepas avirulentas de Trypanosoma cruzi (ROTTENBERG
et al., 1995; TARLETON et al., 1996) demonstraram que, os linfocitos T
CD4" regulavam a parasitemia e mortalidade, porém com resposta
inflamatéria severa, em animais deficientes em expressio da molécula de
- CD8" e MHC da classe I .

Paralelamente, com o sentido de elucidar o mecanismo de agdo dos
linfocitos T CD4" e T CD8", foram realizados estudos “in vitro” com
clone de linfocitos T CD4™ parasita especifico isolado de animais

infectados com a cepa Y de Trypanosoma cruzi (MUNHOZ-
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FERNANDEZ ef al.,1992; NICKELL ef al., 1993). Estes clones foram
capazes de secretar IFN-y, IL-2 ¢ TNF-a ¢ ativar os macrofagos,
induzindo morte de amastigotas.

NUNES et al., (1998), no estudo do mecanismo de agfo das
subpopulagdes de linfocitos T CD4” e T CD8" isolados de animais
infectados, com as formas metaciclicas da cepa Y. Demonstraram que, 08
linfécitos T CD4" cocultivados com macréfagos infectados “in vitro”
induzia a prolifera¢do do parasita, mesmo com a produgiio de IFN-y. Este
fendmeno foi correlacionado, com indugfo da ativagdo da morte das
células T CD4" com a expressdo do ligante Fas. Os linfocitos T CD8"
induziram a inibig@o da proliferagfo parasita.

Os clones de linfocitos T CDS8" isolados da fase cronica
especifico, para epitépos antigeno de superficie da familia de transialidase
presentes nas formas tripomastigotas e amastigotas, secretores de IFN-y
¢ TNF-o com fungéo citotoxica. A agio protetora destes clones, foram
avaliadas através da transferéncia passiva em animais normais, com
controle de parasitemia ¢ mortalidade, frente ao desafio com a cepa
Brazil (WIZEL et al.,, 1997, PANG LAQ et al., 1998).

O conjunto de informagdes sobre a regulagdo da infecgdo pelo
- Trypanosoma cruzi, envolvendo mecanismos complexos de intera¢Ges
celulares, e de citocinas ndo estd totalmente elucidado, devido a
utilizagdo de diferentes cepas de parasitas ¢ hospedeiros, que modulam

respostas imune ¢ patologias.
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Assis (1997), utihzando camundongos SCID derivado da linhagem
C.B-17, com mutagio pontual recessiva, no cromossomo 16, deficientes
em células T e B funcionais com células granulociticas ¢ NK normais
(BOSMA et al., 1989) susceptiveis 4 infecgdo com os estoques
virulentos (TS) e avirulentos (TC) da cepa Y de Trypanosoma cruzi,
mostrou neste modelo que, os amimais repopulados com células
esplénicas controlavam a infecg¢do. A mdugdo da resisténcia mediada por
linfocitos ¢ dependente de niimero de células, tempo de repopulagéo e
dose de  parasita. Os anticorpos anti-7.cruzi transferidos passivamente,
controlaram a parasitemia na fase inicial da infecgdo, sugerindo a
importancia dos linfocitos T na regulagiio da infecgdo.

Com base nestes resultados procuramos investigar, em
camundongos SCID, o mecanismo de resisténcia induzido pelos linfocitos
T e o papel dos linfécitos T CD4" ¢ T CD8" na infecgdo experimental

pelo Trypanosoma cruzi.



2 .OBJETIVOS
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Este trabalho teve como objetivos estudar:

1- ao longo da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi avaliar os

produtos de secre¢io das células NK e sua agio sobre 0 macrofago.

2- a mfluéncia da concentragdo dos linfécitos T na indugio da

resisténcia a infecgdo.

3- o papel da resposta inflamatéria inicial na estimulagdo dos
linfécitos T.

4- a influéneia dos linfocitos T CD4" e T CD8" na regulagéo da

infecgdo pelo Trypanosoma cruzi.

5- a fungdo dos linfocitos T CD4" ¢ T CD8" nos animais
infectados.



3.MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais.

Os camundongos das linhagens isogénicas (*)BALB/c/Uni, BALB/c
nuw/nu/, fémeas, de 08 a 12 semanas de idade da colonia SPF (specific
pathogen free), foram obtidos do CEMIB/UNICAMP.

Camundongos C.B-17 scid/scid (SCID) provenientes de matrizes de
colomas 1importadas do Instituto Pasteur de Paris - Franga, foram mantidos
em unidades isoladoras flexiveis, constituindo a Colonia de Fundago no
Cemib/Unicamp. Foram utilizados nos experimentos, animais que
apresentavam nivel de imunoglobulina sérica inferior a 2,5 ug/ml dosados
pelo método de Immunoblot segundo as indicagdes de GORDON et al., 1991.

Todos os animais foram mantidos em unidade isoladora de pressdo
positiva (PASSOS & ALVES, 1996).

(*) Apds a manutengdo da linhagem por mais de 20 geragdes na Instituigio, considera-se uma
sub-linhagem, acrescentando a sigla da Instituigfio no nome da linhagem.

3.2 Parasita.

A cepa Y de Trypanosoma cruzi foi mantida conforme as indicages
de RANGEL et al., 1994. O estoque tripomastigota de cultura denominado de
TC, derivado da cepa Y foi mantido por passagens seriada em cultura de
células LLM-MK2, em meio RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal
bovino (SFB), 2 mM L-glutamina, 100 UI penicilina/ml, 100ug de
estreptomicina/ml e 12,5mM  (N-[2-Hydroxyethyl]  piperazine-N-
2[ethanesulfonic acid ]),(HEPES) incubados em estufa a 37°C.

O sobrenadante de culturas, entre 4 ¢ 7 dias de infecgdo, foi

centrifugado inicialmente durante 10 minutos a 1.000 rpm, para eliminar os
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restos celulares, ¢ a seguir por 15 minutos a 3.000 rpm a 4°C para a
obtengdio dos parasitas. Os parasitas foram ressuspensos em meio RPMI
1640 com 10% SFB. A concentragdo de parasitas foi determinada através de
contagem em cdmara de Newbauer. Este mimero foi expresso em

tripomastigotas/ml.

3.3 Infeccio Experimental com Trypanosoma cruzi.

Os camundongos foram infectados com TC do estoque de
Trypanosoma cruzi por via intraperitoneal (i.p.), inoculando-se 10*formas de
parasitas por animal. A determinagdo do nimero de parasitas circulantes, foi
realizada a cada dois dias, segundo o método de BRENER (1980). A
parasitemia foi expressa em log ( N+1) parasitas/ml. A mortalidade dos

animais foi observada por um periodo de 35 a 60 dias de mfecgdo.

3.4 Preparacio de Células dos animais.

As suspensdes celulares foram preparadas a partir de células de timo ¢
do bago de camundongos BALB/c/Uni ¢ SCID em meio RPMI 1640
suplementado com 10% SFB. As hémacias foram lisadas a partir do
tratamento das suspensdes com Tampio Tris 0,17M, pH7,2 contendo NH,Cl
0,16M, durante 5 minutos. Em seguida, as suspensGes celulares restantes
foram lavadas em meio RPMI com 10% SFB, 2mM L-glutamina, 100 UI de
penicilina/ml, 100ug de estreptomicina/mi, 12,5mM (N-[2-Hydroxyethyl]
piperazine-N-2[ethanesulfonic acid ]),(HEPES), 5x10°M 2- mercaptoetanol
(RPMI completo). A viabilidade das células foi determinada pela exclusdo de
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células coradas por azul de Trypan em camara de Newbauer. A concentragdo
celular para o cultivo foi ajustada conforme a necessidade, em meio RPMI

completo suplementado com 1% de aminoacidos ndo essenciais.

3.5 Cultura de células esplénicas com mitégenos.

As culturas de células esplénicas foram submetidas a mitégeno
Concanavalina A (Con A) ou com as formas vivas de tripomastigota de
cultura (TC). Para o estudo de produtos de secregdes, 5x10°ml de células
esplénicas foram estimuladas com 2x10?, 1x10° e 5x10° /ml de parasitas TC
vivos ou com Con A (ug/ml) cultivadas por 72 horas e centrifugadas a 2000
rpm por 15 minutos. Os sobrenadantes de culturas foram armazenados a -
20°C. A analise da capacidade proliferativa foi realizada segundo adaptagio
do método colorimétrico de MOSMANN (1983). Foram distribuidos 50 ul
das suspensdes de células esplénicas por pogo contendo 5x10° células/ml
em meio RPMI completo suplementado com 1% de aminoacido nio
essenciais € 50ul/pogo de uma solugdo de Con A contendo 5ug/mi, TC na
concentragdo de 1 x 10%/ml. O controle foi constituido por células esplénicas
e meio RPMI, feito em triplicata em placas de 96 pogos de fundo chato
(Costar), cultivadas por 48 horas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,
com 95% de umidade. Em seguida foram adicionados 50ul de solugio de
Img/ml de [3-(4,5-Dimethyolthiazol-2-yl)-2,5-diphenytetrazolium bromide],
(MTT) em PBS. Apo6s 4 horas de incubagdo adicionou-se 50 ul de uma
solugdo de Sodium Lauryl Suifate (SDS) 10% em HCL 0,01N. A leitura foi
realizada ap6s 24 horas a 4=550 nm em leitor de ELISA (Multiskan).
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Os resultados da proliferagdo celular foram expressos como média
entre as diferentes culturas utilizando a seguinte equagdo.
IP = D.O da amostra estimulada - D.O célula sem o estimulo
D.O sem o estimulo
Os valores de desvio padrio igual ou inferior a 10% do valor da média

ndo foram expressos nos resultados.

3.6 Dosagem de IFN-y.

A dosagem de IFN-y foi realizada utilizando-se o método descrito por
HOFF et al., (1993). As placas de 96 pogos ( Nunc-Immuno Plate MaxiSorp
ref.439454) foram sensibilizadas com 50ul/pogo do anticorpo anti-IFN-y
(clone R4-6A2) na concentragdo de 20 pg/ml em tampdo Carbonato de
Sadio 0,1M pH 9,5, e incubadas por 90 minutos a 37°C. O bloqueio fo1 feito
com PBS contendo 0,05% de Tween 20 e 1% gelatina, por duas horas, a
37°C. Nos pogos foram acrescentados 50 ul de diferentes concentragdes de
sobrenadantes de células estimuladas “in vitro”. Como controle utilizou-se
IFN-y com unidades conhecidas em dilui¢do seriada, em PBS contendo 0,25%
de gelatina e 0,1% azida sédica, incubados por 18 horas a 4°C. Foram
adicionados, em cada pogo, 50 ul do anticorpo anti-INF-y biotinilado (clone
"XMG 1.2) dduido 1:2500 em PBS contendo 1% gelatina , e incubados por 1
hora, a 37°C. Acrescentou-se 50 upl do complexo ABC ( Conjugado
Streptoavidin-Biotin-Peroxidase, DAKQ) diluido 1:250 em PBS, e incubado
por 45 minutos a 37°C. Adicionou-se 100 pl do substrato/pogo de “Ortho
Phenyl Diamine”(OPD) (Sigma), 0,5 mg/ml em Tampdo fosfato citrato 0,1M
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pH 5,0 € 0,015% de agua oxigenada 30 volumes, e incubados por 30 minutos
a temperatura ambiente em auséncia de luz. A reagio foi bloqueada com 50
pl/pogo com uma solugdo de HCI 3N. Apds a reagdo em cada etapa as placas
foram lavadas com PBS 0,05% Tween 20 contendo 0,25% de gelatina. A
leitura foi realizada a A=492 nm em leitor de ELISA ( Multiskan). O
resultado fo1 expresso em U/ml (unidades/ml).

3.7 Dosagem de NO.

A dosagem de nitrito (NO) foi realizada segundo o método de GREEN
et al., (1982). Utilizou-se placa de 96 pogos fundo chato ( Costar), com 50
ul/poco do sobrenadante de cultura de células esplénicas préviamente
estimuladas com volume igual do Reagente de Griess,(1% de sulfanilamide,
0,1% N(1-Naphtyl) Ethyl-Enediamine (Sigma), 2,5% de acido orto-fosforico
em agua deionizada). A mistura de reagdo foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente. A absorbéncia foi determinada a A=555 nm em leitor
de ELISA (Multiskan). A concentra¢do de nitrito das amostras foi
determinada utilizando-se como padriio concentragdes de 5 a 100 uM de

nitrato de sddio. Os resultados foram expressos em pMol (micromol) de NO.
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3.8 Histoquimica.

A determinagdo fenotipica das  subpopulagdes linfocitarias foi
realizada utilizando-se o método descrito por BERGROTH et al.( 1980).

Laminas geiatiniiadas contendo 5x10° células foram preparadas em
citocentrifuga, ¢ fixadas em acetona -20° C durante dez minutos. As
preparagOes foram bloqueadas com uma solugdo de PBS contendo 0,1%
Tween 20, 5% de leite desnatado ¢ 20% SFB. A peroxidase endogena foi
inativada com uma solugdo contendo 1% de H,O, 0,1% de Tween 20 em
PBS.  Adicionou-se sobre estas monocamadas 100ul dos diferentes
anticorpos monoclonais Anti-B  ( Clone RA 3682 marcador B220) diluido
1:2; Anti-T  ( proveniente de ascite com o marcador Thy 1.2) diluido
1:2500; Anti-CD4" (clone GK 1.5) diluido 1:5000; Anti-CD8" (clone YTS
169.4) diluido 1:5000. Todos os anticorpos foram diluidos em PBS contendo
1% BSA ¢ 0,1% de azida sodica, e incubados durante 18 horas a 4°C. Apds a
incubagdo as preparagdes foram lavadas com PBS 0,1% Tween 20
contendo 5% de leite desnatado. Foram adicionados 100ul de 1gG de coelho
anti-IgG de rato biotinilado (Vector Laboratory) diluido a 1:500 em PBS
contendo 1% de BSA, incubados por uma hora em temperatura ambiente.
Ap6s a lavagem foram adicionados 100ul do complexo Streptoavidina-
'peroxidase biotinilada (DAKQ) diluido 50 vezes em PBS, e incubado durante
uma hora em temperatura ambiente. Apos a lavagem, a atividade enzimética
foi revelada utilizando 5 mg de 3-3 Diaminobenzidina em 5ml de Tampdo
Tnis HCI 0,1M pH 7,6 acrescentando 5ul de 4gua oxigenada a 30 volumes.

As preparagOes foram contracoradas com uma solugdo de hematoxilina de
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Earlich por um minuto ¢ lavadas com PBS, para observagio imediata em

microcopio Optico.

3.9 Deplegiio “in vive” de linfocitos B e T CD4" em camundongos
BALB/c¢/Uni.

Grupos de camundongos BALB/c/Uni foram inoculados por via intra
peritoneal com 0,1 ml do anticorpo anti-CD4" com 2,0 mg de proteina
(proveniente de ascite do clone GK 1.5 ) ou com 2,4 mg de proteina do
anticorpo B-220 (sobrenadante de cultura precipitado com sulfato de amonia).
Apods cinco dias, as células esplénicas dos animais tratados com o0s
anticorpos, foram analisados por método imunohistoquimico. As células
esplénicas dos animais tratados com anti B-220 apresentavam 5% de
linfécitos B, ¢ esta suspensdo foi denominada de células enriquecidas de
linfocitos T (enr.T). Os animais tratados com o anticorpo anti-CD4"
apresentavam 95% de linfocitos T CD8', analisados por método

histoquimico, utilizando o anticorpo anti-CD8" clone (YTS 169.4).

3.10 Isolamento de linfécitos T através da coluna de 1d de nylon.

O isolamento de linfocitos T foi realizado utilizando-se o método
descrito por JULIUS ef al., (1973). Foram utilizadas colunas, seringas de
plastico com capacidade de 10 ml e 20 ml, contendo respectivamente
0,6g ou 1,2 gdeld de nylon, pré-ativadas com o meio RPMI completo,
a 37°C em estufa. Apos este periodo, o meio foi esgotado e foram

adicionados 2 ou 4 ml de suspensdes de células esplénicas de
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camundongos BALB/c/Uni contendo 1x10® ou 2x10° células. Estas
suspensdes foram incubadas por uma hora a 37°C e as células ndo
aderentes foram eluidas com 20 ml de meio, sob fluxo controlado. As
células aderentes foram eluidas com PBS 4°C mediante, uma pressdo
mecanica do émbolo da seringa sobre a camada de 13 de nylon.

As duas populagdes celulares aderentes e ndo aderentes foram
centrifugadas a 1.500 rpm durante 10 minutos. As células foram
ressuspensas, ¢ a concentragio celular foi determinada em cdmara de
Newbawer. A anilise por método imunohistoquimico mostrou que as
células ndo aderentes eram constituidas de linfocitos T (LT) e de linfécitos

T CD8" (T CD8%).

3.11 Transplante de linfécitos T CD4" em camundongos SCID.

Para a obtengdo de camundongo SCID com subpopulagio T CD4*
iznplanfado nos érgﬁés Iinfoides, foi utilizado o método descrito por
RUDOLPHI et al.,, (1991(a)), ¢ FREY et al., (1992). Para tal finalidade, dois
grupos de camundoﬁgos SCID de 04 semanas de idade, foram inoculados
com 5x10° (grupo a) e 5x107 (grupo b) com células do timo de camundongos
BALB/c/Uni por via retro-orbital. Apés 40 dias, as células esplénicas dos
amimais do grupo a ¢ do grupo b foram analisadas por método
imunohistoquimico. Os animais do grupo (a) apresentaram concentragio
minima de 1,6x10° ¢ maxima de 5,8x10° linfocitos T CD4" e os do grupo (b),

concentragdo minima de 5,2x10° e maxima de 7,2x10° linfocitos T CD4*
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implantados. Esses animais foram denominados SCID/CD4" (a) e

SCID/CDA4* (b).

3.12 Reconstitui¢iio de camundongos SCID com linfécitos.

Os camundongos SCID entre 8 e 12 semanas de idade foram
reconstituidos com diferentes preparagdes de linfocitos obtidas conforme as
indicag¢fes fornecidas nos itens anteriores. As células foram inoculadas em um
volume de 0,1 ml por via retro-orbital, dois dias antes da infecgdo, e/ou no
5° ¢ 10° dias apos a infecgdo com o Trypanosoma cruzi, ¢ foram assim
denominados:

(SCID/B) - Os camundongos SCID foram inoculados com 1x10° ¢ 1x107
células esplénicas de camundongos BALB/c nwnu dois dias antes da
mfecgio.

(SCID/enr.T) - Os camundongos SCID foram inoculados com 5x10° com
uma suspensdo de células enriquecidas com linfocitos T, dois dias antes e no
5° ¢ 10° dia apds a infecgdo.

(SCID/LT) - Os camundongos SCID foram transferidos com 8x10° ¢ 2x10°
linfoeitos T purificados em coluna de 13 de nylon dois dias antes da infecgfo.

(SCID/CD8") - Os camundongos SCID foram reconstituidos com 3x10°
~ linfocitos T, dois dias antes da infecgfo, e com 1,5x10° células no 5° dia apos

a infec¢do.



4 .RESULTADOS
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4.1 Evoluciio da infec¢io em camundongos SCID e BALB/c¢/Uni

infectados com 10* formas de TC.

A evolugdo da infecgdo em camundongos SCID e BALB/¢/Um, fot
estudada inoculando-se 10? formas de TC em grupos de animais de ambas as
linhagens. Os resultados apresentados na Fig. 1 mostraram que, oS
camundongos SCID apresentaram altos niveis de parasitas circulantes, com
100 % de mortalidade ¢ dia médio de mortalidade no 21° + 2 dias. Os
camundongos BALB/c/Uni controlaram a parasitemia. Na fase precoce da
infec¢do as duas linhagens apresentaram um periodo de pré-paténcia similar,

sugerindo a existéncia de um mecanismo de controle do parasita.
4.2 Producao de IFN-y pelas células esplénicas de SCID.

Com a finalidade, de analisar a produgdo de IFN-y em camundongos

SCID comparativamente aos animais imunocompetentes, € a concentragio
ideal de parasita, utilizamos o cultivo “in vitro” com formas vivas de
Trypanosoma cruzi derivado de cultivo celular (TC). Para tal  5x10° células
esplénicas foram cultivadas por 72 horas utilizando-se  diferentes
concentragdes de parasitas 2x10%) 1x10° e 5x10° /ml correspondendo as
seguintes relagdes células/parasitas 250:1, 50;1 e 10:1. |

| Os resultados da ativagio celular representados como IP (Indice de
Proliferagdo) mostram que, independentemente da relagdo célula parasita, o
Trypanosoma cruzi foi capaz de induzir proliferagio celular e produgdo de
IFN-y (Tabela I), sendo que, nestas condi¢bes de ensaio o NO ndo foi

detectado. Foir observado que, dentre as concentragdes de 7rypanosoma
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cruzi de cultura utilizadas, 1x10°/ml foi a concentragio ideal, em relagdo a

estimulagdo celular.

Tabela 1 - Indice de Proliferagdo (IP) e Produgdo de IFN-y (U/ml) pelas células
esplénicas normais de camundongos SCID e BALB/¢/Uni estimulados “in vitro” com
diferentes  concentragdes de Tryparnosoma cruzi.

Concentragio de Trypanosoma cruzi de cultura

2x10Ymil 1x10°/mi 5%x10°/ml
Animais Ip IFN-vy I IFN-y iP IFN-y
U/ml U/ml U/ml
SCID 23 2200 2,4 2000 2.4 2000
BALB/c/Uni 2.9 1500 3,5 2000 1,6 2000

1P- Indice de Proliferagio. |
Os valores foram expressos como média.

A indugdo da resposta imune inespecifica ao longo da infecgdo pelo
Trypanosoma cruzi em camundongos SCID e BALB/c¢/Um foi estudada
analisando-se as células esplénicas, quanto a sua funcionalidade nos dias 3 ,
7,10, 15 ¢ 18 apos a infecgdo, através da resposta proliferativa, produgio
de mterferon-y (IFN/-y), e secregdo de nitrito (NO ) com o cultivo “in
vitro”.

Os resultados da proliferagdo celular demostraram que, ao longo da
infecgdo as células de amimais infectados, quando estimulados com o TC,
apresentavam uma perda gradual da capacidade de proliferagio em ambas
as linhagens (Fig. 2).
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A dosagem de IFN-y nas células esplénicas mostrou um aumento
gradual, a partir do 7° dia apos a infecgdo, atingindo niveis maximos no 15°
dia apos a infecgfio. A partir deste dia, a produgiio de IFN-y caiu até o 18° dia
ap6s a infecgdo. Tanto nos camundongos imunodeficientes, susceptivels a
infecgdo, como nos animais resistentes, observou-se a presenga de parasitas
livres nas suspensdes celulares, e a mnfluéncia desses parasitos como
estimuladores (Fig. 3).

Os resultados da dosagem de NO mostraram que, tanto as células
esplénicas dos camundongos SCID como as de BALB/c/Uni, ndo
apresentaram  diferencas nos niveis de secre¢do, entre as células ndo
estimuladas ou estimuladas com o TC “in vitro” (Fig. 4). Observou-se que o0s
animais imunodeficientes = apresentaram altas concentragdes de NO, em
relagdo aos camundongos BALB/c/Uni.

Os dados demonstraram  que, os camundongos SCID sfo capazes de
induzir a produgio de IFN-y ¢ de NO com uma cinética similar ao dos

animais imunocompetentes.
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Fig.:1 (A) Perfil de Parasitemia em camundongos SCID e BALB/c/Uni infectados
com 10* formas de Trypanosoma cruzi de cultura por animal. (B) Sobrevida de
camundongos SCID e BALB/c/Uni infectados com 10° formas de Trypanosoma

cruzi por animal.
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Fig.:2 indice dé.Proiifer_ag_:éo celular. As células esplénicas de camundongos
SCiDe BALB/c¢/Uni foram estimuladas “in vitro” em diferentes dias, com
10°/ml tripomastigotas de cultura celular.
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Fig.:3 Produgdo de IFN-y nos camundongos SCID (A) e BALB/c/Uni (B) infectados
com 10° forma de Trypanosoma cruzi. Unidades de IFN-y foram determinadas nos
sobrenadantes de células esplénicas (5x10°células/ml) estimuladas com tripomastigotas de
cultura celular (10°/ml).
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Fig.:4 Produgdo de NO em sobrenadantes de culturas de células esplénicas “in vitro”. As

células esplénicas de camundongos SCID e BALB/¢/Uni foram estimuladas com
Trypanosoma cruzi.



29

4.3 Influéncia dos linfécitos na regulacio da infeccdo pelo

Trypanosoma cruzi.

Os resultados obtidos por ASSIS (1997), mostraram que a
transferéncia de 2x107 células esplénicas totais dois dias antes do desafio
com 10* formas de TC foram capazes de induzir resisténcia & infecgio nos
camundongos SCID. Esta suspensdo celular era constituida por 1x10’
linfocitos B e por 9x10° linfécitos T totais com 6x10° linfocitos T CD4" e
3x10° linfécitos T CD8*. Nos experimentos, estas relagdes celulares foram
utilizadas como pardmetro nos estudos da ag¢do dos linfocitos nos SCID.

O estudo das fungdes dos linfocitos B e T foi realizado utilizando-
se o método de repopulagdo com diferentes concentragdes de linfocitos.
Para tal finalidade, grupos de animais foram reconstituidos com 1x10° e
1x107 células esplénicas de BALB/c nwnu como fonte de linfocitos B e
5x10° células esplénicas enriquecidas com linfocitos T (SCID/ent.T), e
grupos de animais reconstituidos com 8x10° ou 2x10° linfécitos T normais
(SCID/LT ) dois dias antes da infecgiio com 10* formas de TC .

Os resultados apresentados na Fig. 5 mostraram que, os linfocitos B
ndo apresentaram a capacidade de regular a infecgdo, com evolugdo da
parasitemia similar aos animais ndo repopulados.

O perfil de infecgdo dos camundongos (SCID/enr.T) ao longo
infecgdio (Fig. 6A) mostrou uma evolugdo similar ao dos SCID ndo
reconstituidos na fase inicial, com wuma diferenga na segunda fase da
infecgdo,  correspondente ao periodo da mortalidade nos camundongos
SCID 19 + 2 dias. Nesse periodo, os animais (SCID/enr.T) apresentaram
controle da parasitemia (Fig. 6A) com 100 % de sobrevida (Fig. 7A).
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Os (SCID/LT) apresentaram perfil de infecgdo distinto dos animais
ndo repopulados (Fig. 6B). Observou-se uma diferen¢a na evolugio da
infecgdo com 8x10° células com dois picos de parasitemia, enquanto que
com 2x10° células, houve uma evolugdo com pico, seguido pelo controle
da infecg@o.

Contudo, com relagdio a mortalidade, ambos os grupos 8x10° e 2x10°
células, apresentaram 80 % de sobrevida (Fig. 7B). A diferenga esteve
presente na mortalidade no 28° dia para o grupo que recebeu 8x10° células, ¢
no 36° dia ap0s a infecgdio para os animais repopulados com 2x10° céhulas,
quando comparados com os SCID com 100 % de mortalidade, ¢ dia médio
de mortalidade 19 + 2 dias.

A influéncia da resposta mata induzida pelo parasita nos
camundongos SCID, na fase inicial da estimulagio dos macrofagos e células
NK, e no periodo de secregdo das citocinas no desenvolvimento da resposta
adaptativa foi estudada, utilizando-se SCID previamente infectados com o
parasita e transferéncia de linfécitos no 5° e no 10° dias ap6s a infecgdo.

Os resultados, apresentados na Fig. 6C mostram que a resposta do
hospedeiro no 5° dia apds a infecgdio, foi capaz de estimular os linfocitos
no sentido de regular o nivel de parasitas circulantes ¢ mortalidade. J4 no
10° dia, periodo no qual o SCID inicia a liberagdo de parasitas intracelulares,
ndo apresentou nenhum efeito regulatorio no controle da infecgdo. Os
énimais reconstituidos no 5° dia apds a infecgfio, foram capazes de controlar
parcialmente a mortalidade com um dia médio de mortalidade no 28° + 8
dias com 40 % de mortalidade (Fig. 7C).

Apos o 40° dia de infecgdo, os animais foram sacrificados para

avaliagdo do mimero de células implantadas no bago, ¢ a atividade funcional
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das células esplénicas ao estimulo coma Con A ¢ TC. Observou-se um
aumenté de celularidade nesses animais  (6.5x10” células/bago) em
relagio ao  SCID normal (4.2 + 0.7 x 10° células/bago), porém em
relagdo ao BALB/c/Uni ( 2 £ 03 x 10® células/bago), sendo que no
periodo da anélise ele foi inferior.

Funcionalmente mostrou, manutengdo da capacidade proliferativa
frente ao parasita, com produ¢do de IFN-y nos niveis compativeis ao animal

imunocompetente, € nesse periodo as células estimuladas ndo produziram
NO.
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Fig.:5 (A) Influéncia dos linfocitos B no perfil de parasitemia em camundongos
infectados com 10° formas de 7 rypanosoma cruzi por animal. BALB/c nu/nu e
SCID {(controles). SCID reconstituidos  com 1x10° linfécitos B/animal=>
SCID/B(a) e 1x10” linfocitos B/animal—> SCID/B(b). (B) Sobrevida de
camundongos infectados com 10° formas de Trypanosoma cruzi por animal.
BALB/¢ nu/nu e SCID (controles). SCIID reconstituidos com 1x10° linfocitos
B/animal= SCTD/B(a) e 1x10’ linfécitos B/animal=> SCID/B(b).
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Fig.:6 Influéncia da reconstituigio celular, dois dias antes da infecgio com 107 formas de
Trypanosoma  cruzi por animal. (A) SCID reconstituidos com 5x10°  células
esplénicas/animal, enriquecida com linfécitos T= SCID/enr. T. (B) SCID reconstituidos
com linfocitos T, 2x10° linfocitos T/animal=> SCID/LT(a) e 8x10° linfocitos
T/animal=>SCID/LT(b). (C) Efeito da reconstituicio com 5x10° células esplénicas/animal
enriquecida com linfocitos T no 5° e 10°dpi.
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Fig.:7 Influéncia da reconstituigio celular na sobrevida de camundongos, dois dias antes
da infecgio com 10° formas de Trypanosoma cruzi por amimal. (A) SCID reconstituidos
com 5x10° células esplénicas/animal, enniquecida com linfocitos T=> SCID/enr.T. (B)
SCID reconstituidos com linfécitos T, 2x10° linfocitos T/animal =SCID/LT(a) e 8x10°
linfocitos T/animal =SCID/LT(b). (C) Efeito da reconstituigio com 5x10° células
esplénicas/animal enriquecida de linfocitos T no 5° e 10°dpi.
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4.4 A influéncia das subpopulagdes de linfocitos T.

O estudo das subpopulagdes de linfocitos foi realizado utilizando-se
os SCID/CD4" (a) e (b) correspondendo respectivamente aos SCID
implantados com 3x10° e 6x10° linfocitos T CD4*. Os SCID repopulados
com 3x10° linfécitos T CD8' foram obtidos conforme, a indicagdo descrita
em materiais e métodos (item n°® 3.12) (SCID/CDS"), e infectados com 10
formas de parasitas por amimal.

Os resultados apresentados na Fig. 8 mostraram que, ambas as
subpopulagdes de linfocitos T foram capazes de induzir um controle no
nivel de parasitas circulantes, porém apresentaram cinética distintas. Com
os linfocitos T CD4"  verificou-se a importincia da concentragio de
células implantadas, nos SCID/CD4"(a) os linfécitos implantados  ndo
foram capazes de exercer nenhum efeito regulatério no controle da infecgdo
(Fig. 8A). No entanto, os SCID/CD4"(b) foram eficientes desde a fase
mnicial da infecgdo, com a manutengdo de baixos niveis de parasitas por
30 dias (Fig. 8B). Os linfocitos T CD8" (SCID/CD8") foram menos
eficientes do que os linfocitos T CD4" na primeira fase, com uma queda
gradual ao longo da infecgdo (Fig. 8C). Com relagdo a mortalidade, os
linfocitos T CD4" apresentaram maior eficiéncia do que os linfocitos T

 CDS$" com 30 % de mortalidade (Fig. 9B) com uma mortalidade
média de 29 £ 7 dias em relagdo aos linfocitos T CD8' com 75 % de
mortalidade (Fig. 9D), e dia médio de mortalidade 23 + 8 dias.

Os animais transplantados com linfocitos T CD4"  apresentaram 5%

de linfocitos T CD8" implantados, que poderiam influenciar a resposta do
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hospedeiro na indugio da resisténecia. Para verificar a hipétese da
participagdo dos linfocitos T CD8" na regulagdo da infecgdo, um grupo de
camundongos SCID, foram inoculados com 1,5x10° linfocitos T CD8 no 5°
dia apés a infecgdo. O resultado da infecgdo mostrou que, os animais
apresentaram uma evolugdo similar ao dos SCID na primeira fase, e com
uma diferenga na segunda fase da infecgio, com o controle do nivel de
parasitas circulantes (Fig. 8C) com 100 % de mortalidade no 24° dia apés a
infecgdo (Fig. 9C), sugerindo, nessas condi¢Bes experimentais, uma

participagio dos linfécitos T CD8" no controle de parasitas circulantes.

4.5 Influéncia da estimulagio inicial dos linfocitos T CD4" sobre os

linfécitos T CDS§".

O efeito da estimulagdo inicial dos linfocitos T CD4" foi estudado,
utilizando-se animais SCID/CD47(a) ou SCID/CD4"(b) com linfocitos T
CD4" implantados, infectados com 10? formas de parasita por animal, e no
5° dia ap6s & infecgfio os animais foram repopulados com 1.5x10° linfocitos
T CD8" ou (SCID/CD4"/CDS8").

QOs resultados apresentados nas Fig. 8A e 9A, evidenciam que 3x10°
linfocitos T CD4" implantados, ndo foram capazes de estimular os
linfocitos T CD8', apresentando o mesmo perfil de parasitemia e de
mortalidade dos SCID nio repopulados .

Entretanto no caso dos SCID/CD47(b), a transferéncia dos linfocitos
T CD8" no 5° dia ap0s a infecgdo, mostrou um aumento na eficiéncia do

controle da infecgdo, induzindo uma alteragdo na parasifemia com um
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controle efetivo do parasita, a partir do 15° dia apds a infecgdo com 10 %

de mortalidade (Fig. 9B).

4.6 Influéncia da estimulacio inicial dos linfocitos T CD8"  sobre

os linfécitos T CD4",

Para o estudo, desta estimulagdo inicial, os SCID/CD8" foram
infectados e no 5° dia apds a infecgdio, os animais foram repopulados com
1.5x10° linfocitos T CD4* (SCID/CD8'/CD4"). Os resultados mostraram
uma alteragdo na evoluglio da parasitemia com duas fases distintas, onde, na
primeira fase, houve uma diminuigdo significativa do nimero de parasitas
circulantes, com um periodo de controle total, ¢ a segunda fase com pico
de parasitemia no 25° dia ap6s a infecgio, com controle posterior em
relagdo aos animais repopulados, apenas CD8' com 40% de mortalidade
com um dia médio de mortalidade 30 + 6 dias comparativamente ao 75 % de
mortalidade nos SCID/CDS8" com dia médio no 23 + 8 dias (Fig. 9D).

O conjunto de resultados mostraram que, ambas as subpopulagdes de
linfocitos apresentaram capacidade de controlar a  destruigdo intracelular
de parasitas, com eficiéncias distintas, sugerindo a importincia da
estimulagdo  micial dos linfocitos T CD4" para a indugdo da fungdo
citotoxica, dos linfocitos T CD8" ou ambas as subpopulagdes iniciam a sua
ativagdo a partir do 5°dia apos a infecgfo.

Com a finalidade de compreender o mecanismo de agdo das duas
subpopulagSes de linfocitos T, grupos de animais foram sacrificados no 14°

e no 40° dia apos a infecgdo, e as células esplénicas foram analisados no
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sentido de observar a expansdo celular ¢ sua funcionalidade frente ao
estimulo “in vitro” com o Trypanosoma cruzi.

O numero de células implantados nesses animais apresentaram uma
variag¢do individual, tanto nos animais normais como nos animais infectados.

Os animais reconstituidos com os linfécitos T CD4" ou CDS8"
demonstraram, uma cinética de expansio celular distintas. Os animais
implantados com linfocitos T CD4", apresentaram um aumento no nimero de
células em relagdo ao SCID ndo repopulados em aproximadamente quatro
vezes, enquanto os animais implantados com linfécitos T CD8" mantiveram
niveis iguais ao SCID, e expansdo no 40° dia apds a infecgdo, sendo que
aparentemente os linfocitos T CD8" controlam a expansdo das células T
CD4" “in vivo™.

Os resultados da estimulacdo “in vitro” das células esplénicas com o
Trypanosoma cruzi mostraram que, Os animais reconstituidos com os
linfocitos T CD4" apresentaram capacidade proliferativa igual ao do
BALB/c/Uni, porém nos animais reconstituidos com linfocitos T CD8" o
indice de proliferagdo foi inferior aos camundongos BALB/c/Uni e similar
ao SCID ndo reconstituidos. No 14° dia apds a infecgdo, os linfocitos T
CD4" estdo bloqueados, enquanto os linfocitos T CD8' estio na fase de
estimulagdo, ¢ recuperagdo da capacidade proliferativa dos linfocitos T CD4"
quando associados com os linfocitos T CD8". Este resultados sugerem que
os linfocitos T CD4* e CD8" sdo estimulados por mecanismos distintos
(Tabela II).
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Fig.:9 Sobrevida de camundongos SCID infectados com 10° formas de Trypanosoma
cruzi. (A) SCID (controle). SCID transplantados com 5x10° timécitos/animal
=>SCID/CD4"(a) e repopulados no 5° dpi com 1.5x10° linfocitos T CD8'/animal
=>SCID/CD4"(a)/CD8". (B)  SCID transplantados  com 5x107 timécitos/animal
=SCID/CD4'(b) e repopulados no 5° dpi com 1.5x10° linfocitos T CD8"/animal
=SCID/CD4"(b)/CD8" (C) SCID reconstituidos no 5° dpi com 1.5x10° linfocitos T
CD8 /animal =>SCID/CD8’. (D) SCID reconstituidos com 3x10° linfocitos T
CD8"/animal =>SCID/CD8" e repopulados no 5° dpi com 1.5x10° linfocitos T
CD4" /animal =>SCID/CDS’/CD4".
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Tabela II - Indice de Proliferagio dos linfocitos T CD4" e T CD$' nos camundongos

repopulados com subpopulagdes de linfocitos T CD4" ¢ CD8', ¢ estimulados “in vitro

no 14° e 40° dia apos a infecgdo com Trypanosoma cruzi.

3%

Animais Controle 14° 40°
BALB/c¢/Uni 48+03 29+1.1 43 £03
SCID 3.7 £0.7 1.9 £07

SCID/CD4’(b) 45 +£0.9 1.3 038 35 +£14
SCID/CD8” 2.7 40 £0.1 29 +£05
SCID/CD4"(b)/CD8’ 49 +08 43 £13
SCID/CD8'/CD4" 49 +03 24 £03

IP -Indice de Proliferagio

Os resultados foram expressos como a média + o desvio padrio.



A produgdo de INF-y mno 14° dia apos a infecgdo,
diferengas significativas entre os linfocitos T CD4" e CD8", mas no 40° dia

apos a infecgdo todos os grupos de animais apresentaram 0s mesmos niveis

de INF-y de animais ndo infectados (Tabela III).

ndao mostrou

Tabela 1II - Produgiio de IFN-y pelas células esplénicas de camundongos

implantados com linfocitos T CD4" e T CD8", e estimulados “in vitro” com Trypanosoma

cruzi no 14° ¢ 40° dia apos infecgio.

Animais Controle 14° 40°
BALB/c/Uni 1.1 £0.3 19.6+0.3 25404
SCID 1.6+0.3 38+1.2

SCID/CD4'(b) 14 +0.5 29409 12+02
SCID/CDS8" 1.3+0.5 2.8+0.5 12403
SCID/CD4" (b)/CDS" 31405 18405
SCID/CD8"/CD4" 7.14+0.4 19+28

Valores das Unidades de IFN-y = 10° (U/ml).
Os resuttados foram expressos como a média + o desvio padrio.
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Com relag@o a secregdo de NO, os resultados mostram que, oS
Iinféeitos controlam  a secregdo NO, quando comparados com os SCID ndo
repopulados. Sugerindo um equilibrio entre a ativagdo do macréfago para a
estimulagdo de linfocitos, confirmando essa hipdtese a associagio de
linfocitos T CD4" e CD8" mostraram um baixo nivel de secregdo de NO, no
entanto, estes resultados quando comparados com os resultados dos

camundongos BALB/c foram diferentes (Tabela IV).

Tabela IV - Produgdo de NO em puMol pelas células esplénicas de camundongos SCID,
implantados com linfocitos T CD4” ¢ CD8’, e estimulados “in vitro”com Trypanosoma
cruzi no 14° e 40° dia apos a infecgdo,

Secreg¢do de NO (uMol)

14°dpi 40°dpi
Animais Meio TC
BALB/¢/Uni 21 £8.0 36 £15 <5
SCID 44 £ 20 93+11.5
SCID/CD4"(b) 4+ 1.4 52+10 17+ 1.4
SCID/CD8’ 10 £2.8 50 + 21 28
SCID/CD4"(b)/CD8" 5 5 <5
SCID/CD8/CD4 9+42 45 + 15 25+7.0

TC- Tripomastigota de cultura celular
Os valores foram expressos como a média + o desvio padrio.



5.DISCUSSAO
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Os camundongos SCID foram susceptiveis a infecgdo pelo
Trypanosoma cruzi com a cepa Y, estoque TC (avirulenta), quando
comparados com a linhagem congénica BALB/c/Um  (Fig. 1), em
concordincia com os resultados  obtidos por ASSIS (1997), e compativeis
ainda, com a susceptibilidade observada nos camundongos atimicos, € nos
knock out em RAG/ (KIERZENBAUM & PIENKOWSKI, 1979;
ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996).

As células espiénicas de camundongos SCID normais estimulados
“in vitro”, com formas vivas de tripomastigotas foram capazes de induzir
proliferagdo celular e produgdo de IFN-y, tdo eficientemente quanto as
células esplénicas da linhagem congénica BALB/c/Uni (Tabela I).

Estes resultados, encontram apoio nos trabalhos realizados por
CARDILLO ef al., (1996), com o sentido de elucidar, o mecanismo de
defesa do hospedeiro, no periodo que antecede & agdo dos linfocitos T. Neste
estudo, utilizando os camundongos atimicos, os autores apontaram as células
NK como produtoras de IFN-y, onde os macrofagos estimulados com
tripomastigotas vivos secretavam fatores que induziam, a ativa¢do e regulagio
da produgdo de IFN-y pelas células NK. O fator ativador das células NK,
secretado pelos macrofagos estimulados com formas vivas, foi caracterizado
como IL-12 (ALIBERTI et al., 1996 ; FROSCH et al., 1996).

Em nossos experimentos, as células esplénicas normais dos
camundongos das linhagens SCID ou BALB/¢/Uni estimulados com

parasitas ndo foram capazes de induzir a produ¢do de NO, conforme
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demonstrado por outros autores, como VESPA et al., (1994) e PETRAY et
al., (1994).

A analise funcional das células esplénicas de camundongos SCID e
BALB/c¢/Uni infectados, mostraram uma perda na capacidade proliferativa
quando estimulados “in vitro” com tripomastigotas vivos ao longo da infecgfio
(F1g. 2). A supressdo da resposta proliferativa das células do SCID encontra
apoio nos estudos realizados com as células de animais infectados com virus
realizados por PISA ef al., (1993), em que as células NK ativadas podem
suprimir a mielopoiese. Qutro fendémeno que pode estar ocorrendo é a
indugdo da morte celular devido a presenga de altas concentragbes de
produtos toxicos para as células como, NO ¢ TNF-q.

Através de um estudo comparativo da resposta dos linfécitos ao
mitogeno Con A ou lisado de parasita CUROTO DE LAFAILLE ef al.,
(1990), ¢ HOFF et al., (1993), demonstraram a presenga de linfocitos
antigeno especificos, mesmo quando inibidos, frente ao mitégeno Con A .

A 1nibigdo da capacidade proliferativa dos linfocitos especificos foi
relacionada com a diminuigdo da produgdo da IL-2, aumento da produgdo de
IFN-y (VANDERKERCKHOVE et al., 1994), com produtos de macréfagos
ativados, como TNF-a, NO e/ou prostaglandina (ABRAHAMSOHN &
COFFMAN, 1995), ou por morte celular programada, por apoptose
(NUNES et al., 1998).
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A cinética de produgdo de IFN-y foi similar em ambas as linhagens,
(Fig. 3) entretanto os camundongos BALB/c/Uni & partir do sétimo dia,
apresentaram uma diferenciagdo  na produgdo de IFN-y, mostrando a
participagdo dos linfocitos T  como principal fonte de IFN-y, em
concordancia com os resultados obtidos por NARBORS & TARLETON,
(1991).

Ao longo da infecgdo, as células esplénicas dos camundongos SCID,
estimulados “in vitro” secretaram concentragdes superiores de NO em
relagdo ao BALB/c/Um (Fig. 4). Esta diferenga pode ser explicada pela
expansdo de popula¢des celulares diferentes.

Nos camundongos BALB/c/Uni a dindmica de secrecdo de NO,
encontra apoio nos estudos realizados com as cepas Y e Tulahuén (VESPA et
al., 1994; PETRAY et al., 1994), onde os autores correlacionaram o NO com
o mecanismo, de controle da replicagio intracelular do parasita.

A importancia do mecanismo de controle da proliferagfio do parasita
intracelular envolvendo IFN-y e NO, foram confirmados em animais
deficientes na expressdio génica da enzima NO sintase induzivel, ¢ para
receptores de IFN-y. Através da parasitemia precoce, com altos niveis de
parasitas circulantes, comparativamente aos ammais ndo deficientes.
(ROTTEMBERG ¢t al.,1996; HOLSHER et al.,1998).

A susceptibilidade dos camundongos SCID ndo estd diretamente
correlacionada a imbigdo das fung¢Ses dos macréfagos, mas a um mecanismo

de regulagdo, mediados pelos linfocitos T.
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Para o estudo da fungGes dos linfocitos, foram utilizados alguns
pardmetros estabelecidos por ASSIS (1997), a repopulagdo com 2x107
células esplénicas normais de BALB/c constituidos de 9x10° linfocitos B, e
9x10° linfocitos T totais € 6x10° T CD4" e 3x10° TCDS§" .

Os linfocitos B mostraram a ineficiéncia, no controle dos parasitas
circulantes na fase aguda da infecgo pelo Trypanosoma cruzi. Nos
camundongos SCID (Fig. 5A), confirmou-se os estudos anteriores de que a
ativagdo policlonal induz a produgio de anticorpos, com  baixa
especificidade e como consequéncia a sua ineficiéncia, no controle da
mnfecgdo ( MINOPRIO ef al., 1988 , TAKEHARA et al., 1989 ).

Os Ilinfoécitos T induziram alteragbes, nos niveis de  parasitas
circulantes, e na mortalidade (Fig. 6B, 7B). Este resultado, encontra respaldo
nos estudos de TRISCHMAN (1983), apontando o papel dos linfocitos T, na
fase aguda da infecgdo. Com relagdio a concentragfio de linfocitos , observou-
se que, baixas concentragdes foram capazes de induzir, resisténcia a infecgdo.
Estes resultados, estdo de acordo, com os estudos realizados por VARKILA
et al., (1993), para indugdo da resisténcia a infecgfo por Leishmania major
em camundongos SCID.

A estimulagio do macréfago e as células NK “in vivo” nos
camundongos SCID, infectados com o Trypanosoma cruzi permite o estudo,
da interagdo dos sistema inato envolvendo citocinas pro-inflamatéria com

o sitema adaptativo .
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Os experimentos realizados repopulando-se os animais no 5° dia apos
a infec¢do, mostraram que, a I1.-12 e IFN-y, (Fig. 7C) foram capazes de
induzir uma resposta especifica do tipo Thl (SCHMITT et al., 1994). Este
resultados encontram respaldo nas observagdes de CUROTTO DE
LAFAILLE et al., (1990), sobre a presenga de linfocitos T antigeno
especificos enfre o 5° e 8° dia apds a infecgdo.

Enquanto nos camundongos reconstituidos no 10° dia apos a infecgo,
os linfocitos ndo foram capazes de reverter a infecgfio, sugerindo que o NO
secretado  inibem os linfécitos Th 1, e estimulam os linfocitos Th 2
(TAYLOR-ROBINSON et al., 1994).

HOLSCHER et al.(1998) relatou um mecanismo independente de
IFN-y, mas dependente da I1.-12, na estimulagdo dos linfocitos Thl em
animais knock out em receptor para IFN-y.

A mortalidade observada nos animais repopulados, dois dias antes da
infecgdo € no 5° dia apds a infecgdo, esta de acordo com os estudos
realizados por SPRENT ef al, (1991), de que a distribui¢do das células
do doador nos oOrgdos linfoides secundarios do receptor, esta na
dependéncia do tempo de repopulagio, possibilitando a interagdo entre as
células apresentadoras de antigeno, com os linfocitos para a indugdo da
resposta especifica.

Nos estudos de implantagdo de subpopulagdes de linfocitos T CD4”"
(RUDOLPPHI et al., 1991a; SPRENT et al., 1991) demonstraram
implantagdo de 85% a 98% de linfocitos T CD4" nos orgdos linfoides
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secundarios. RUDOLPPHI ef al., (1991b), observaram que, a implantacdo
dos linfocitos T CD8’, requer a inoculagdo de IL-2 recombinante ou baixa
concentragio de T CD4"

Os linfocitos T CD4" induziram resisténcia a infecgfo, com controle
de parasitemia, mas com manutengdo de parasitas, por um periodo longo de
infecgdio, € retardamento no periodo de mortalidade com 70 % de sobrevida
(Fig. 8B, 9B). Estes resultados encontram apoio nos experimentos realizados
por ROTTEMBERG et al, (1995), e TARLETON er al. (1996) em
camundongos kock out em CD4"CD8 e em MHC de classe 1.

Os linfocitos T CD8' apresentaram um controle gradativo dos
parasitas circulantes, com 25 % de sobrevida (Fig. 8D, 9D). Resultados
similares foram obtidos por ROTTEMBERG et al., (1995).

O perfil de parasitas circulantes sugerem que, os linfocitos T CD8"
iniciam a sua agdo citotoxica, em periodo posterior aos linfocitos T CD4™.
ROTTEMBERG et al., (1995).

Nas condigdes experimentais utilizadas, o controle da infecgdo
necessita da a¢@o sinergistica das duas subpopulagées .

No estudo da associagdo das duas subpopulagdes T CD4" (6x10°) e T
CD8" (1.5x10°), ocorreu um aumento na eficiéncia do controle de parasitas
circulantes, com 90% de sobrevida (Fig. 8B, 9B). A associagio dos linfocitos
T CD8" (3x10°) com linfocitos T CD4" (1.5x10%) demonstrou uma alteragdo
no perfil de parasitemia, com 60% de sobrevida confirmando a necessidade

das duas subpopulagdes, para a regulagio da infecgdo.
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Os linfocitos T CD4" normais sdo estimulados policlonalmente “in
vivo” ou “in vitro” enquanto, os linfécitos T CD8" foram estimulados
somente no 14° dia apds a infecgdo, “in vivo” ou “in vitro” no periodo de
imunossupressio dos T CD4™ (Tabela II). A ativagio policlonal dos linfocitos
T CD4" foi também observada por MINOPRIO ef al.( 1987) e a supressio
por NUNES eral. (1998).

A associagdo dos linfocitos mostrou que, os linfocitos T CDS8”
aparentemente  inibem a ativagdo policlonal dos linfocitos T CD4",
fenomeno similar, foi anteriormente descrito por (MINOPRIO ef al., 1987).

Nenhuma diferenca significativa foi observada, na concentragiio de
IFN-y € de NO produzidos por ambas as células (Tabela Il e IV)
mostrou que, essas células regulam a secre¢do nos SCID minimizando a
susceptibilidade, ¢ aparentemente quando associados os linfocitos T CD8*
controlam a sccre¢gdo de NO.  Estes dados, sugerem que, as duas
subpopula¢fes de linfocitos  controlam a multiplicagdo intracelular dos
parasitas, através de mecanismos diferentes, os linfécitos T CD4" ativando o
macréfago através do IFN-y ( MACCABE ef al., 1991 GAZZINELLI ef al.,
1992), e os linfocitos T CD8" através da fungdo citotoxica (NICKELL et al.
1993).

O estudo da fungdo dos linfocitos T CD8" realizados com clones
isolados de animais da fase cronica (WIZEL et al., 1997), monstraram “in
vitro” a fungdo citotoxica e “in vitro” a fungdio imunoprotetora mediada por

INF-y e NO. KUMAR & TARLETON (1998), demonstraram, a atividade
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citotdxica mediada por linfocitos T CD8' independente de granenzima B-
/perfurina. Os autores sugerem dois mecanismos citoliticos alternativos; um
dependente de Fas/Fasl, e o outro dependente de TNF-o € INF-y.

O conjunto dos resultados obtidos com o estoque avirulento da cepa Y
de Trypanosoma cruzi mostra que, os linfocitos T CD4" regulam a infecgdo
ativando o macrofago através do IFN-y. Os linfécitos T CD8" secretores de
IFN-y, regulam a replicagdo dos parasitas, através da sua fungdo citotdxica.

Os resultados sugerem ainda que, os linfocitos T CD4"  sdo essenciais
para a estimulagdo dos linfocitos T CD8" na regulacio da infecgdo, seja no

controle dos parasitas intracelulares e da mortalidade.



6 .CONCLUSOES
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1- Os camundongos SCID foram susceptiveis a infecgdo pelo 7Trypanosoma
cruzi com a cepa Y, quando comparados com os camundongos
imunocompetentes.

2- Os camundongos SCID induziram produgdo de IFN-y e de NO com
cinética similar ao dos camundongos BALB/c/Uni. Nos animais BALB/c¢/Uni
a partir do sétimo dia, ocorreu um diferenciagio na produgdo de IFN-y
evidenciando a participagio dos linfocitos T como principal fonte de IFN-y .
3- Os linfocitos B néo apresentaram a capacidade de controlar a parasitemia
na fase aguda da infecgdo. No entanto os linfécitos T em baixas
concentragdes induziram resisténcia a infecgo.

4- Os linfocitos T CD4" induziram resisténcia 3 mfecgdo com controle de
parasitemia, retardando o periodo de mortalidade, enquanto os linfocitos T
CD8" apresentaram uwm controle parcial dos parasitas circulantes. Os
linfocitos T CD8" iniciam a acfio citotoxica, no periodo posterior aos
linfocitos T CD4™,

5- A associagdo das duas subpopulages T CD4* e T CD8' aumentou a
cficiéncia no controle do nimero de parasitas circulantes e sobrevida,
enquanto a associagdo dos linfocitos T CD8' com T CD4* demonstrou
alteragdo no perfil de parasitemia, confirmando a necessidade das duas
subpopulagdes para regular a infecgdo.

6- Os linfocitos T CDA4" regulam a infecgdo ativando o macrofago através do
IFN-y, enquanto a fungéo citotoxica é realizada através dos linfécitos T CD8"

secretores de IFN-y.
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