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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Désio Aurélio Farias de Oliveira

A infeccé@o pelo Trypanosoma cruzi promove alteragfes em orgaos linféides.
O timo apresenta-se atrofiado com deplecdo de células CD4°'CD8" (DP) na fase
aguda. Em 6rgdaos linféides periféricos, os linfonodos subcutaneos (LSC) e o baco
apresentam-se hipertrofiados com aumento de células T e B, enquanto os linfonodos
mesentéricos (LM) apresentam-se atrofiados devido a morte dessas células. Nesse
trabalho estudamos os efeitos da infec¢do pelo T. cruzi sobre células epiteliais
timicas (TEC) e timdcitos, bem como o papel do timo no comportamento de 6rgaos
linféides periféricos. Em experimentos de infeccdo in vitro, avaliamos TEC,
abordando a expressdo de ligantes e receptores da matriz extracelular (ECM), e
ainda, as possiveis consequéncias desse aumento de ECM sobre a interacdo de
TEC/timocitos ou TEC/parasita. Nossos resultados demonstram que a infeccdo
promove diminuicdo do numero de TEC, alteragcdes morfoldgicas e aumento de ECM
em culturas infectadas. Observamos também que componentes da ECM séao
requeridos na interagcédo entre TEC/parasita. Curiosamente, o0 menor crescimento de
TEC em culturas infectadas esta associada com a inibicdo do ciclo celular e ndo com
apoptose. No que se refere a interacdo TEC/timocitos, observamos que a adesao foi
maior nas culturas infectadas, especialmente sobre TEC parasitadas. Esse aumento
de adeséo entre TEC/timdcitos corrobora a hipotese descrita anteriormente pelo
nosso grupo que a infeccdo favorece a migracdo de timocitos para periferia.
Estendendo nossa andlise ao compartimento linféide do timo, investigamos a
apoptose de timdcitos na infec¢cdo. Observamos que a celularidade do timo diminui

vii



durante a infeccdo, juntamente com aumento de apoptose de timocitos CD4 CD8
(DN), DP, CD4 e CD8. Procurando entender a via envolvida na apoptose desses
timécitos, demonstramos que a atividade de caspases total, caspase 8, caspase 9 e
caspase 3 estdo aumentadas na infeccdo. Observamos que ambas caspases
iniciadoras caspase 8 (via extrinseca, Fas, TNF, TRAIL) e caspase 9 (via intrinseca,
privacdo de fatores) parecem estar envolvidas na deplecdo desses timocitos. Esse
dado foi confirmado nos experimentos de bloqueio de morte com inibidores de
caspases, onde observamos que o tratamento in vivo (injecdo intratimica) e in vitro
com zVAD (inibidor geral de caspases) em timocitos de animais infectados foi mais
eficaz no bloqueio da morte do que os inibidores de caspase-8 (zIETD) ou caspase-
9 (zLEHD). Além disso, animais infectados e tratados com zVAD apresentaram a
celularidade do timo parcialmente recuperada, mais especificamente em timocitos
DN e DP. Finalmente, procurando entender o papel do timo na resposta imune
regional de orgdos linféides periféricos na infeccdo, camundongos foram
timectomizados antes da infeccdo para avaliacdo da celularidade dos LSC, LM e
baco. Nossos dados demonstram que, mesmo com a auséncia do timo, a hipertrofia
dos LSC e a atrofia dos LM permaneciam inalterados, entretanto, encontramos
significativo acumulo de linfocitos T e B no baco de animais infectados. Em conjunto,
nossos resultados demonstram que as alteracdes observadas no componente
epitelial do microambiente timico, assim como em timdcitos de animais infectados
favorecem a migracdo e morte destes timacitos e a atrofia desse tecido. Além disso,
demonstramos que células do timo possuem papel imunoregulatério no baco

durante a infecgéo.
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ABSTRACT
PHD THESIS

Désio Aurélio Farias de Oliveira

Trypanosoma cruzi infection promotes lymphoid organ alterations. The thymus
is atrophied with CD4"CD8" (DP) thymocyte depletion in the acute phase of infection.
In peripheral lymphoid organs, subcutaneous lymph nodes (LSC) and spleen present
hypertrophy, with increase of T and B cells, whereas mesenteric lymph nodes (LM)
are atrophied due to the death of these cells. In this work, we studied the effects of T.
cruzi infection in thymic epithelial cells (TEC) and thymocytes, as well as the role of
thymus in the behavior of peripheral lymphoid organs. In experiments of in vitro
infection, we evaluated TEC, concerning the expression of extracellular matrix (ECM)
ligands and receptors, and also the possible consequences of ECM increase in
TEC/thymocyte or TEC/parasite interactions. Our data demonstrate that T. cruzi
infection promotes a decrease of TEC number, morphological alterations and ECM
increase in infected cultures. We observed that ECM components are required in the
interaction between TEC and parasites. Curiously, the decrease in TEC number in
infected cultures is associated to cell cycle inhibition but not to apoptosis. Concerning
TEC/thymocyte interactions, we observed that adhesion was greater in infected
cultures, especially on parasitized TEC. This increase in TEC/thymocyte adhesion
corroborates the hypothesis previously described by our group that the infection
favors migration of thymocytes to the periphery. Extending our analysis to thymic
lymphoid compartment, we investigated thymocyte apoptosis following infection. We
observed that thymus cellularity decreases during infection, together with the
increase of apoptosis in CD4'CD8 (DN), DP, CD4 and CD8 thymocytes. Searching
to understand what death pathway is involved in thymocyte apoptosis, we

demonstrated that the activity of total caspases, caspase-8, caspase-9 and caspase-
IX



3 (effector caspase) are increased in infection. We observed that both initiator
caspase-8 (extrinsic pathway, Fas, TNF, TRAIL) and caspase-9 (intrinsic pathway,
factor deprivation) seem to be involved in thymocyte depletion. These data were
confirmed in death blocking experiments with caspase inhibitors, in which we showed
that in vivo (intrathymic injection) and in vitro treatments with zZVAD (general caspase
inhibitor) were more effective in blocking thymocyte death than the inhibitors of
caspase-8 (zIETD) or caspase-9 (zLEHD) separately. Moreover, infected animals
treated with zZVAD showed a partial recovery of thymus cellularity, more specifically in
DN and DP thymocytes. Finally, searching to understand the role of the thymus in the
regional immune response of peripheral lymphoid organs in infection, mice were
thymectomized prior to infection to evaluation of LSC, LM and spleen cellularity. Our
data demonstrated that, even in the absence of the thymus, LSC hypertrophy and LM
atrophy were not altered; however, we found a significant accumulation of T and B
lymphocytes in the spleen of infected animals. Conjointly, our results show that the
alterations observed in the epithelial component of the thymus microenvironment, as
well as in thymocytes of infected animals favor the migration and death of
thymocytes and the atrophy of this tissue. Besides that, we demonstrated that thymic

cells have an immunoregulatory role in the spleen during infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Timo: caracteristicas gerais

O timo é um 6rgdo primario do sistema imune, sendo nos mamiferos
localizado em posi¢do supracardiaca no mediastino superior. Possui dois lobos que
sdo envolvidos por uma cépsula de tecido conjuntivo, de onde partem septos, que
penetram no parénquima do 6rgao separando parcialmente cada lobo em l6bulos
timicos. Cada lobulo apresenta trés regides distintas, caracterizadas pela quantidade
relativa e estagios de diferenciacdo de timdcitos, e ainda da distribuicdo de
diferentes tipos celulares no seu microambiente: 1) regido cértico-medular, primeiro
sitio de localizacéo de precursores provenientes da medula éssea, 2) regido cortical,
caracterizada pela maior concentracdo de timdcitos imaturos, 3) regido medular, na
qual a proporcao de timdcitos € menor que no cortex, e onde em diversas espécies
estdo localizados os corpusculos de Hassall, agregados concéntricos de células
epiteliais com alto grau de queratinizacdo, e cuja funcdo ainda ndo esta bem
determinada, além disso, na regido medular encontra-se a maior concentracdo de
timécitos imunocompetentes, aptos a migrar para érgaos linféides periféricos (Lind,
2001; Crivellato, 2004; Takahama, 2006; Mori, 2007; Takahama, 2009; van Ewijk,
2011). Os progenitores de linfocitos T que se desenvolvem no timo séo derivados de
células tronco hematopoéticas que migram ativamente para o timo, interagindo com
o microambiente cortical e medular através de interacfes célula-célula e célula-
matriz extracelular (ECM) ou ainda através da liberacdo de fatores sollveis (Savino,
2002; Savino, 2004; Ciofani e Zuniga-Pflucker, 2007; Ocampo, 2008). Estas
interacOes celulares determinam a migracao e diferenciacdo dos precursores, que é
comumente caracterizada pela expressdo temporal e coordenada de proteinas de
superficie celular, que incluem entre outras, as moléculas CD24, CD25, CD44, CDA4,
CD8 e o receptor clonal de linfocitos T (TCR) (Takahama, 2006; Nitta, 2008).
Consequentemente, a interagdo dos timocitos com o microambiente timico e sua
gradual diferenciacdo gera um repertorio intratimico de células T, diverso e
funcional, restrito ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e tolerante
aos antigenos proprios do organismo (Petrie e Zuniga-Pflucker, 2007).

Finalmente, como resultado da migracdo e diferenciacdo de timdcitos, 0s
linfécitos T maduros, selecionados no timo, sdo liberados para a circulacdo

sanguinea indo colonizar regifes especificas nos orgaos linféides periféricos, as
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chamadas areas timo-dependentes. A dinamica da migracdo dos timocitos em
desenvolvimento através destes distintos microambientes é crucial para a selecéo e
formacao deste repertorio de células T que iremos discutir detalhadamente nas

secoOes posteriores (Nitta, 2008).

1.1.1 Ontogenia e Involugéo

A origem embrionaria do microambiente timico foi classicamente descrita
como tendo participacdo do endoderma das 3*° e 4* bolsas faringeas e do
ectoderma a partir da 3% fenda branquial (Lobach e Haynes, 1987). Entretanto,
estudos recentes demonstraram a origem unicamente endodérmica do epitélio
timico, sem nenhuma participacdo do ectoderma. Nestes estudos, que utilizaram
transplantes ectépicos, o endoderma das 3* bolsas faringeas, isolado antes do
contato com o ectoderma, foi capaz de originar um timo funcional com regides
cortical e medular organizadas, refutando assim o modelo da dupla-origem do
epitélio timico (Gordon, 2004; Rodewald, 2008). Por outro lado, as células
mesenquimais seriam oriundas de precursores da crista neural e originariam
capsula, septos e vasos (Le Lievre e Le Douarin, 1975; Rodewald, 2008). Na analise
da origem hematopoética dos timdcitos foi evidenciado que no inicio da vida fetal, as
células precursoras pré-timicas derivam da parede do saco vitelino, e mais tarde do

figado fetal e da medula 6ssea (Ford e Micklem, 1963; Stutman, 1969).

O primérdio timico é colonizado com células de origem hematopoética, em
ondas de migracdo que ocorrem no periodo embrionario, no 12° dia de vida fetal, e
muito provavelmente no periodo pés-natal. Os primeiros linfécitos aparecem no timo
de camundongos, no dia 12 de gestacdo, e a partir dai, ocorre uma grande
proliferacdo linfocitaria, com aparecimento da distincdo cortico-medular a partir do
17° dia de gestacdo, e aumento do tamanho do oOrgao (Suniara, 2000; Zhang,
2007a).

Uma série de resultados mostrou que néo so a linfopoese intratimica depende
do microambiente, mas que também o desenvolvimento do préprio microambiente
timico depende dos linfocitos em diferenciacéo, caracterizando assim uma interacéo

bidirecional entre os dois compartimentos (Boyd, 1993; Brabb, 1997; Zhang, 2007a).

Nos camundongos, o desenvolvimento do timo acompanha o crescimento do

animal até a 4% 6% semana de vida pés-natal, enquanto que em humanos, este
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orgao atinge seu tamanho maximo nos primeiros 12 meses de vida, e
contrariamente a crenca de que sua involugdo se inicia na puberdade, o 6rgédo
comeca a involuir ja ao fim do primeiro ano de vida pés-natal, a taxa de 3% ao ano,
até a meia-idade, quando esta taxa se reduz para menos de 1% ao ano. Em
camundongos velhos (dois anos), se torna evidente o processo de atrofia timica,
com sua funcdo linfopoética bastante reduzida. Foi verificado, por exemplo, que
esses animais produzem menos de 1% dos timocitos gerados pelo timo de recém-
natos (George e Ritter, 1996). A funcdo enddcrina do timo diminui com a idade,
conforme verificado pelos niveis decrescentes de um hormdnio timico, a timulina,
refletindo assim uma alteragdo do microambiente timico no envelhecimento (Savino,
1983). Além da involucdo natural do 6rgdo, pode ocorrer involugao timica em
qualquer periodo da vida, sob diferentes tipos de estresse, incluindo infeccdes
agudas (Savino, 2006; Gameiro, 2010).

1.1.2 Microambiente Timico

O microambiente timico é essencial para a maturacdo dos linfécitos que em
seguida povoardo 6rgados linféides secundarios, sendo constituido por uma rede
tridimensional, composta por células e componentes da ECM (Savino, 2000;
Ocampo, 2008). O epitélio timico é majoritario e também heterogéneo, fato este que
levou diversos autores a definirem subpopulacdes de células epiteliais,
considerando-se a morfologia, o padréo de eletrodensidade citoplasmatica (Kendall,
1985), assim como a expressdo de diferentes fenétipos, definidos por anticorpos
monoclonais, com marcacao cortical e medular no microambiente timico (Kampinga,
1989). Outros estudos, incluindo aqueles realizados em nosso laboratério,
relacionados a expressdo de citoqueratinas, sugeriram a existéncia de uma
plasticidade do epitélio timico, com determinada citoqueratina sendo expressa em
diferentes regides do timo, dependendo da espécie e da idade estudada (De Souza
e Savino, 1993; Vicente, 1996). Além disso, diferentes estimulos, incluindo
hormoénios glicocorticoides, autoimunidade e a infeccéo pelo T. cruzi foram capazes
de corroborar tal plasticidade (Savino, 1989; Lannes-Vieira, 1991; Lannes-Vieira,
1992; De Souza e Savino, 1993; De Souza, 1993; Correa-de-Santana, 2006b).

As células do estroma timico emitem multiplos sinais que promovem o
desenvolvimento dos timocitos que sdo essenciais para a manutencdo da populacéo
de células T circulantes. Em resposta a estes sinais, 0s timocitos em
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desenvolvimento s&o induzidos a proliferar e migrar através do parénquima timico,
diferenciando-se em linfécitos T maduros. Estas etapas do desenvolvimento dos
linfécitos T ocorrem em regifes anatdbmicas especificas do timo, onde uma
variedade de células estromais especializadas se localiza (von Boehmer, 2003; von
Boehmer, 2004; Petrie e Zuniga-Pflucker, 2007). Como mencionado anteriormente,
elementos da matriz extracelular em conjunto com as células estromais constituem o
microambiente timico, sendo este crucial para migracdo e diferenciagcdo dos
timocitos (Savino, 2006). Neste contexto, abordaremos a seguir a participacdo de
diferentes tipos celulares que compdem o estroma timico, em particular das TECs,

detalhando sua importancia na fisiologia do timo.

1.1.2.1 Células Epiteliais

As células epiteliais timicas (TEC) constituem o principal componente celular
do microambiente timico, formando neste uma rede tridimensional com significante
heterogeneidade morfoldégica e fenotipica (Zhang, 2007b; Anderson, 2009). Na
regido subcapsular, estdo destacadas as células epiteliais do tipo nurse (TNC —
thymic nurse cells), células que formam um complexo linfoepitelial, com capacidade
de englobar de 2-200 timécitos em sua maioria imaturos, com fenétipo TCRap“DP
(Guyden e Pezzano, 2003). As células epiteliais timicas do tipo nurse expressam
moléculas de classe | e Il do MHC, requeridas na diferenciacdo intratimica dos
linfécitos T (possivelmente participando em eventos de selecdo positiva e negativa),
secretam hormonios (oxitocina e vasopressina), e produzem moléculas de ECM tais
como fibronectina, laminina e coladgeno do tipo-IV (Wekerle e Ketelsen, 1980;
Geenen, 1989; Villa-Verde, 1995; Ribeiro-Carvalho, 2007).

O epitélio timico é o componente majoritario do microambiente timico, sendo
interconectado por desmosomas formando uma rede tridimensional preenchida por
timécitos em desenvolvimento (Savino, 2003; Ciofani e Zuniga-Pflucker, 2007; Nitta,
2008).

As TECs formam um tecido heterogéneo, considerando sua morfologia,
fendtipo e funcéo. As subpopulacdes de TECs podem ser definidas de acordo com a
expressao diferencial de citoqueratinas (Ck) e de outros marcadores. As TEC
corticais (CTECs) sédo caracterizadas pela expressdo de citoqueratina 8 (K8),
EpCAM1 (molécula de adeséo celular epitelial 1) e de Ly-51 (Glicoproteina expressa
por progenitores de células B, linhagens celulares de estroma de medula 0ssea,
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células dendriticas e epiteliais timicas corticais). Expressam ainda moléculas classe |
e classe Il do MHC. As cTECs estao relacionadas ao recrutamento dos precursores
hematopoéticos do sangue, comprometimento destes precursores com a
diferenciacdo em linfécitos T, polarizacdo da migracdo dos timdcitos, inducdo do
gene da recombinase e da recombinacéo V(D)J, controle da expansao dos timécitos,
expressado dos co-receptores CD4 e CD8 e selecdo positiva. Cada uma destas
funcBes ocorre em resposta a expressdo de Notch e de diferentes integrinas, e a
producado de proteinas da ECM e de citocinas pelas cTECs (Derbinski, 2001; Ciofani
e Zuniga-Pflucker, 2007; Nitta, 2008).

As TEC medulares (MTECs) apresentam fendtipo EpCAM1'Ly-51". Foi
demonstrado por andlise de cortes histolégicos a expressdo da citoqueratina 5 (K5),
além da expressdao das moléculas do MHC classe | e Il. As mTECs estédo
relacionadas com a atracdo dos timdécitos positivamente selecionados, com a
inducdo de tolerancia central e com a migracao das células T maduras para a
periferia (Ciofani e Zuniga-Pflucker, 2007; Nitta, 2008). A interagcdo dos receptores
de célula T e dos complexos peptideo-MHC representa um exemplo classico de uma
interacdo que determina o destino no desenvolvimento dos timécitos. As células
epiteliais timicas medulares (MTECs) sao cruciais no controle da autoimunidade
devido a expressdo promiscua de antigenos tecido-especificos (TRAs) que
selecionam negativamente os clones de células T auto-reativos e possivelmente
promovem a geracdo das células T regulatérias (Boehm, 2003; Ciofani e Zuniga-
Pflucker, 2007).

A expressdo promiscua de TRAs ndo-timicos pelas mTECs esta sob controle
do fator de transcricdo regulador da auto-imunidade (Aire) (Anderson, 2002). A
proteina Aire promove uma atividade transcripcional de varias localidades
cromossOmicas, aumentando a expressao de genes pelas mTEC, que normalmente
s6 seriam expressos em tecidos especificos. Este arranjo de proteinas €
apresentado aos timocitos pelas mTECs ou por células dendriticas. Os timdcitos que
reconhecem estes antigenos sao removidos por delecdo clonal via apoptose. No
entanto, alguns devem sobreviver adotando destinos alternativos com propriedade
regulatoria, ao invés de atividade efetora autorreativa (Derbinski, 2005; Mathis e
Benoist, 2007).

Outra importante caracteristica das células epiteliais € a presenca de
moléculas de adesdo, que possibilitam uma interacdo direta com os timécitos. Foi

demonstrado, por exemplo, que as TEC se ligam aos timécitos via LFA-3 e ICAM-1 a
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seus ligantes CD2 e LFA-1 respectivamente, assim como, através de elementos de
ECM (Vollger, 1987; Villa-Verde, 1995).

Como anteriormente mencionado, as TEC também sdo capazes de influenciar
a maturacao intratimica de células T, através do contato mediado por moléculas de
classe | e de classe Il do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou ainda
através da producédo de mediadores celulares como interleucinas do tipo IL-1, IL-3,
IL-6, IL-7 e GM-CSF, horménios timicos (Dardenne e Savino, 1994; Haks, 1999).
Além disso, apos injecdo de corante intracelular em cultura de TEC de camundongo,
Nihei confirmou a existéncia de comunicacao entre TEC/TEC, assim como em cultua
primaria de TEC humanas (Nihei, 2010). Adicionalmente, nosso grupo de trabalho
também demonstrou a existéncia de juncdes comunicantes do tipo gap TEC/TEC,
como também entre TEC/timdcitos, sugerindo que este canal comunicante
represente uma via adicional de interacdo entre essas células no processo de

diferenciacao intratimico (Alves, 1998).

Apesar de as TEC serem o tipo celular mais abundante do timo, foram
verificadas, através de marcacdo com anticorpos especificos para citoqueratina,
regides livres de epitélio. Essas areas sao encontradas em ratos (Duijvestijn, 1982),
em camundongos (Godfrey, 1990) e em humanos (Von Gaudecker, 1997). A funcéo
da regido livre de epitélio € desconhecida, apesar de ser cogitada como uma area de
proliferacdo de timocitos na auséncia de selecdo. Os linfécitos encontrados sao

low

principalmente DP, expressam TCRaf"", sendo também vistos alguns macrofagos e
células dendriticas (Bruijntjes, 1993). No presente trabalho, utilizamos a linhagem de
células epiteliais timicas murina, denominada IT-76M1. Esta linhagem esta

disponivel, sendo rotineiramente mantida em nosso laboratério (Dardenne, 1989).

1.1.2.2 Células Dendriticas

As células dendriticas do timo sdo conhecidas por sua morfologia com finos
prolongamentos citoplasmaticos. Sua origem € hematopoética, predominam na
juncao cortico-medular sendo também encontradas no cortex e na medula (Naquet,
1999). Foi postulado que estas células sdo oriundas da medula 6ssea, embora em
camundongos parecam desenvolver-se no 6rgdo a partir de um precursor linféide
comum, capaz de dar origem também as células T e B. Do ponto de vista funcional,

as células dendriticas assim como as mTEC participam dos eventos que culminam



com a tolerancia central de células T timicas, sendo requeridas no processo de
selecdo negativa de timocitos com potencial autorreativo (Krueger, 2011). O evento
da tolerancia central das células T no timo depende de mecanismos distintos, tais
como, delecdo clonal dos timécitos autorreativos e formacdo das células T
regulatorias. As células dendriticas medulares apresentam uma gama de peptideos
tecido-especificos as células T em desenvolvimento, sendo responsaveis pelo
fendmeno de selecdo negativa (Heath, 2004; Kyewski e Derbinski, 2004).
Fenotipicamente, as células dendriticas do timo expressam CD11c, altos niveis de
moléculas de classe | e classe Il do MHC, ICAM-1, LFA-1, e ainda Sca-1, Sca-2,

CD117, CD90 e CD45 (Ardavin, 1997; Bodey, 2004).

1.1.2.3 Macréfagos

Estdo localizados em todas as regides do timo, apresentando fendtipo
diferenciado de acordo com a regido. Estas células tém a capacidade de se associar
a timécitos, formando rosetas timicas, sendo que a razdo desta associacdo é
desconhecida. Entretanto, foi proposto que macrofagos corticais caracterizam-se por
conter inimeros lisosomas com restos celulares produto da reabsorcao de timocitos
em apoptose, provavelmente decorrentes dos processos de selecdo intratimica,
explicando a ndo deteccao da morte macica em cortes de timo normal (Sprent, 1996;
Oliveira-dos-Santos, 1997). Macréfagos localizados na regido cortico-medular séo
denominados metalofilicos, se distinguem por uma alta e ndo especifica atividade
esterase, sendo identificados por marcagdo com impregnagao por prata. Foi
proposto que esses macréfagos estdo mais relacionados ao processo de selecéo
negativa, visto que expressam moléculas de classe | e Il do MHC, indicando que de
fato essas células desempenham fungBes distintas no processo de selecéo
intratimica dos linfocitos. Foi também verificado que macroéfagos localizados na
juncao cortico-medular sdo capazes de reconhecer e fagocitar células apoptoticas,
preferencialmente timécitos, enquanto que aqueles localizados na regido medular
produzem citocinas que ativariam a proliferacdo de timécitos maduros (Sprent, 1988;
Milicevic e Milicevic, 2004). E importante destacar que durante a infeccdo
experimental pelo T. cruzi, macréfagos timicos representam importante reservatorio
para o parasita, tendo seu padrao de localizacdo alterado na infeccao, por dispersao
destas células no sentido da regido cortico-medular para a regiao cortical do timo
(Da Costa, 1991; Morrot, 2011).



1.1.2.4 Células Fagocitérias do Reticulo Timico

Este tipo celular compreende uma populacdo ndo-linféide e nado epitelial,
sendo assim classificada por ndo apresentar tonofilamentos de queratina, e nao
produzir timulina (Papiernik, 1983). Dentre as principais caracteristicas funcionais,
destacamos: a) sao células potencialmente apresentadoras de antigeno, uma vez
que expressam moléculas de classes | e Il do MHC, sendo esta expressao regulada
por IFN-y e prostaglandinas (Papiernik e Homo-Delarche, 1983); b) estéo envolvidas
na proliferacdo de timocitos DN em presenca de IL-2 recombinante; c) sao
produtoras de IL-1, prostaglandina E-2 assim como deoxinucleosideos pirimidicos
que poderiam ser utilizados na sintese de DNA de linfoblastos timicos (Papiernik e
Homo-Delarche, 1983; Penit e Papiernik, 1986; Papiernik, 1987; Rocha, 1988;
Fontecha, 1991).

Foi demonstrado em nosso Laboratério, que as PTR expressam moléculas de
ECM, tais como fibronectina, laminina e colageno do tipo-1V, expressando também
os receptores VLA-5 e VLA-6. Funcionalmente, essas moléculas participam na
formacdo de rosetas heterotipicas entre células PTR e timdécitos recém-isolados
(Ayres-Martins, 2004).

1.1.2.5 Fibroblastos

Os fibroblastos timicos foram identificados nas regifes de tecido conjuntivo
tais como capsula e septos (Lobach e Haynes, 1987). Células da linhagem
fibroblastéide de timo humano HT-5 e HT-7 expressam moléculas de ECM tais
como, fibronectina e colageno tipo | (Savino, 1986). Além disso, foi verificado que
fibroblastos, além das células epiteliais, sdo importantes durante os estagios iniciais
de diferenciacdo intratimica, uma vez que no inicio da diferenciagdo das células
precursoras TCR'CD4'CD8 (DN) em células TCR* CD4" ou CD8" necessitam da
interacdo com estes dois tipos celulares (Anderson, 1997). Provavelmente, os
fibroblastos influenciam na maturacdo de timécitos por mecanismos de contato
célula-célula e/ou pela producdo de ECM. Outros achados sugeriram que
fibroblastos, também secretem quimiocinas no timo, tais como CCL19 e CC21, as
quais sdo fundamentais nos processos de migracdo (Kim e Broxmeyer, 1999; Gray,
2007). Adicionalmente, foi verificado que fibroblastos timicos MTS-15" sé&o

essenciais na proliferagdo e maturacdo de TECs durante a embriogénese, através
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da producdo dos fatores de crescimento de fibroblasto (FGFs) 1, 7 e 10. E
interessante notar que estes fatores de crescimento em conjunto com a produc¢ao da
IL-6 e IL-7, sdo ainda necessarios na regeneracdo do timo em eventos de injaria
(Jenkinson, 2003; Gray, 2007).

1.1.2.6 Matriz Extracelular

As duas principais classes de macromoléculas que formam a ECM s&o:
proteoglicanas (PGs) e glicosaminoglicanas (GAGs), compostas por cadeias de
polissacarideos que podem ou nado estar ligadas a uma cadeia polipeptidica,
formando entdo as proteoglicanas; e as glicoproteinas, divididas funcionalmente em
proteinas estruturais, como é o caso do colageno e elastina, e ainda as proteinas
adesivas, como fibronectina (FN) e laminina (LM) (Geiger, 2001; Ozbek, 2010) que

detalharemos a seguir.

A fibronectina € uma glicoproteina heterodimérica cujas subunidades estao
unidas por ligacdo dissulfidica proxima a regido carboxi-terminal. E importante
destacar a capacidade da fibronectina em interagir com uma grande variedade de
macromoléculas como colageno, fibrina, heparina e proteoglicanas, como também a
um grande numero de tipos celulares (Hynes e Yamada, 1982) e ao Trypanosoma
cruzi, faciltando a invasdo celular pelo parasita (Ouaissi, 1985). Apesar de a
fibronectina ser codificada por um Unico gene, existem formas variantes, resultantes

de splicings alternativos, a partir de um unico mRNA precursor (Miyamoto, 1998).

A fibronectina contém seis sitios capazes de mediar adesdo celular e que
podem ser agrupados em trés regides principais: um dominio central de ligacao a
célula, a regido Il CS que sofre splicing alternativo, e a regido que se liga a
heparina, a qual tem sido demonstrada ligar-se a proteoglicana heparan sulfato na
superficie celular (Thesleff, 1988; Wierzbicka-Patynowski e Schwarzbauer, 2003).
Foi demonstrado que um tetrapeptidio composto por arginina, glicina, asparagina e
serina (RGDS) era capaz de mediar a interacdo célula a célula, quando em um
substrato insoluvel (Pierschbacher e Ruoslahti, 1984), porém, quando em solucao,
era capaz de inibir a ligacdo da célula a fibronectina (D'Souza, 1991).
Funcionalmente, a fibronectina participa de varias interacdes celulares, como
observado entre células epiteliais e timdcitos, sendo que seu padrdo de expressao
pode ser alterado em doencgas parasitarias, incluindo aquelas estabelecidas por

protozodarios como, T. cruzi e Plasmodium berghei (Savino, 2006; Gameiro, 2010).
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Por outro lado, conceitualmente, interagcbes moleculares envolvendo componentes
da ECM na relagdo célula-célula ou célula-parasita, dependem de sua ligacdo aos
respectivos receptores da familia das integrinas. Nesse contexto, foi verificado
recentemente que o silenciamento génico através de interferéncia de RNA do
receptor da fibronectina, a molécula a5B1 (CD49e/CD29; VLA-5) em linhagem de
TEC humana, resultou em comprometimento na capacidade dessas células em
aderir com timacitos, indicando papel relevante da fibronectina como participante
dos eventos de migracdo e diferenciacdo observados no timo (Linhares-Lacerda,
2010).

As lamininas sdo uma familia de glicoproteinas que correspondem ao maior
componente da membrana basal, seu peso molecular varia entre 400-900 kDa,
apresentam-se como moléculas glicosiladas, tendo 25-26% de seu peso total em
carboidratos. Sao moléculas heterotriméricas compostas de subunidades a, 3 e y.
Até o momento, cinco cadeias a, trés cadeias [ e trés cadeias y foram
caracterizadas. Seus trimeros sao classificados de acordo com a composi¢do das
cadeias a, B e y, 0 que permitiu o isolamento de mais de 15 diferentes isoformas da
laminina (Aumailley, 2005; Macdonald, 2010). Funcionalmente, estdo relacionadas a
diferentes eventos biol6gicos como, adesdo, migracao, proliferacdo e diferenciacao
celular, que tém sido atribuidos a sua porcao peptidica, embora alguns trabalhos
apontem que os carboidratos sejam requeridos em algumas dessas respostas
(Chammas, 1991; Chandrasekaran, 1991; Sasaki, 2004; Miner, 2008). Analises
classicas sobre a estrutura molecular da laminina provém do tumor Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) de camundongo, onde a molécula constitui grande parte da
membrana basal sintetizada e secretada, podendo ser isolada, identificada e
guantificada, sem que para isso sejam utilizados agentes redutores ou
desnaturantes (Timpl, 1979). A laminina do tumor de EHS, também conhecida como
laminina-111 (LM111), é caracterizada como uma glicoproteina composta por trés
cadeias polipeptidicas, cada uma das quais possuindo diferentes dominios, com

estrutura terciaria, sequéncia e funcdes caracteristicas (Aumailley, 2005).

As cadeias que compdem a laminina-111 sao identificadas como cadeia al,
com massa molecular de aproximadamente 400kDa e cadeias 1 e y1, de 210 e 200
kDa respectivamente. Quando ligadas, formam uma estrutura cruciforme
assimétrica, com os trés bracos curtos similares de 35 nm compostos pela regido N-

terminal de cada uma das cadeias, e um braco longo de respectivamente 75nm
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contendo dominios globulares com cerca de 20nm. O bragco maior consiste da
associacdo de um terco da regido carboxi-terminal das unidades 3 e y a subunidade
o, compondo dessa forma a por¢cao heterotrimérica da molécula. O conjunto dessas
cadeias formando um heterotrimero é estabilizada por pontes dissulfidicas presentes
na regido proxima ao centro da cruz e na regido correspondente ao C-terminal das
subunidades B e y, préxima ao dominio G da subunidade ou cadeia a (Engvall e
Wewer, 1996).

Estudos relacionados ao timo humano mostram que diferentes isoformas da
laminina sé@o secretadas por células epiteliais timicas, entre as quais a laminina-211
(a2B1yl), sendo requerida durante o processo de migracdo e diferenciacéo
intratimica de timécitos (Ocampo, 2008). Adicionalmente, ressaltamos que a
laminina é também requerida na interacdo do T. cruzi com a célula hospedeira,
conforme revisado por Villalta e colaboradores (Villalta, 2009), tendo seu padréo
aumentado no timo de animais infectados pelo parasita (Cotta-de-Almeida, 2003;
Silva-Monteiro, 2007).

O colageno tipo IV (TIV-C) pertence a uma familia de macromoléculas,
possuindo como caracteristica principal uma estrutura em tripla hélice. O colageno
do tipo IV, porém, é o Unico que forma rede e é encontrado em membranas basais.
Ele possui sitios de ligacdo a laminina, proteoglicanas, nidogénio e a diferentes tipos
celulares, em particular as células epiteliais, sendo tais interagdes necessarias para
o arranjo supramolecular das membranas basais (Timpl e Aumailley, 1989;
Yurchenco e Schittny, 1990).

A ligacdo das células a ECM pode facilitar sua ancoragem, ou de outro modo,
favorecer a sua migragdo. Além disso, a matriz pode sinalizar as células para
crescimento e diferenciacdo. A interacdo das células a ECM ocorre através de
receptores na sua superficie, os quais pertencem principalmente a familia das
integrinas. Estas moléculas sdo heterodimeros constituidos por unidades o e B
ligadas de forma nao covalente, e que interigam a ECM ao citoesqueleto, sendo
capazes de transduzir sinais bioguimicos para dentro da célula. O sitio de ligagédo
com a molécula de ECM parece ser formado por sequéncias de ambas as
subunidades, sendo que o dominio citoplasmatico das integrinas faz conexao com o
citoesqueleto. Os receptores da familia 1 sdo chamados VLA (very late antigen),

porque as primeiras moléculas 1 conhecidas, VLA-1 e VLA-2, ndo eram detectadas
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em linfécitos em repouso, sendo claramente detectadas duas ou trés semanas apos

a ativacao do linfocito in vitro (Hynes e Naba, 2011).

1.2 Expressao de ligantes e receptores de matriz extracelular por células do

microambiente timico.

Funcionalmente moléculas de ECM séo requeridas ndo s6 para manter as
células e tecidos unidos, como também, exercem importante papel na adeséo,
migracéo, proliferacédo, diferenciacdo, ativagcdo e morte celular (de Sousa, 1991,
Sundqvist, 1993; Geiger e Yamada, 2011; Lu, 2011), estando relacionadas a
diferentes processos patolégicos, como por exemplo, a invasividade de parasitas
intracelulares (Nde, 2006; Cardenas, 2010). Muitas das interacBes entre células e
ECM responsaveis por tais eventos, sdo mediadas por receptores de superficie
celular da familia das integrinas (Pribila, 2004; Hynes e Naba, 2011; Wickstrom e
Fassler, 2011).

A presenca de ECM no timo foi inicialmente estudada por Henry (1967) e
Savino (1982), os quais demonstraram neste 6rgdo a distribuicdo das fibras de
reticulina e de elastina respectivamente (Henry, 1967; Savino, 1982). Em nosso
laboratorio, temos nos dedicado ao estudo de ligantes e receptores de ECM no timo
(Savino, 2000). Foi determinado o padrdo de glicoproteinas de ECM, tais como
colageno do tipo |, evidenciado essencialmente nos septos e regido subcapsular;
colagenos do tipo Il e 1V, fibronectina e laminina na jungéo coértico-medular, uma fina
rede de fibronectina, laminina e colageno do tipo IV na regido cortical e uma rede
mais densa na medula, em timo humano e de camundongos. Foi verificado ainda
gue as células epiteliais sdo capazes de secretar diferentes moléculas de ECM tais
como fibronectina, laminina e colageno tipo IV, expressando também receptores de
ECM na membrana (Berrih, 1985; Lannes-Vieira, 1991, Villa-Verde, 1995).

Estudos de ontogénese no modelo murino demonstraram que até o 17° dia de
vida fetal existe um padrédo em rede intralobular, na distribuicdo de proteinas de
membrana basal, e que somente no 19° dia os padrdes eram similares ao de
animais adultos (Lannes-Vieira, 1991). Estes arranjos da ECM timica podem estar
diretamente relacionados a processos de migracao e diferenciacdo dos precursores

linféides e ao crescimento de células do microambiente timico.
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Além disso, padrdes de distribuicdo anormal de ECM intratimica foram
detectados em condicdes patologicas tais como myasthenia gravis (Savino e Berrih,
1984), sindrome de Down (Fonseca, 1989), diabetes autoimune experimental
(Savino, 1991) e ainda na desnutricdo humana (Lyra, 1993). Outra correlacao
importante € quanto a presenca aumentada de ECM timica em doencas infecciosas
agudas, em particular na infeccdo pelo T. cruzi (Cotta-de-Almeida, 2003; Silva-
Monteiro, 2007). Nas diversas situacoes, foi verificada uma correlagdo positiva entre
o0 aumento da rede de ECM intratimica e o grau de deplecédo linfocitaria no 6rgao
(Savino, 2007a; Savino, 2007b).

Do ponto de vista da expressédo de receptores de ECM no timo, inicialmente
foi demonstrado que timécitos imaturos DN ligam-se aos diferentes tipos celulares
do microambiente via receptor de fibronectina (Utsumi, 1991). Além disso, a
deteccdo de integrinas VLA-4 e VLA-5 (respectivamente o4pfl e o5B1, ambos
receptores de fibronectina) e VLA-6 (a6B1, receptor de laminina) nos timdcitos, e de
VLA-3 (a3B1, receptor de colageno, fibronectina e laminina), VLA-5 (Giunta, 1991;
Villa-Verde, 1994) e VLA-6 (Lannes-Vieira, 1993) em TEC, sugerem um complexo
processo de interacdo entre timocitos e células do microambiente timico via
interacdo ECM/integrinas (Savino, 1993). Como discutido anteriormente, é
importante destacar que o silenciamento génico da cadeia a5 do receptor da
fibronectina (VLA-5), modula multiplos genes e compromete a interacdo
TEC/timécitos (Linhares-Lacerda, 2010).

Com o objetivo de facilitar o entendimento de nosso trabalho, faremos a
seguir um breve resumo de alguns aspectos sobre a fisiologia do timo, e sobre

fisiopatologia da doenca de Chagas (incluindo as alteracdes timicas ja observadas).

1.3 Diferenciacgéo intratimica de células T e 0os processos seletivos

Como discutimos anteriormente, os eventos de migracdo e diferenciacao
intratimica de timocitos, resulta na geracado de células T maduras. Entretanto, os
progenitores de células T no timo ndo sao capazes de sustentar seu
desenvolvimento indefinidamente. Dessa forma, o timo necessita ser colonizado
constantemente por progenitores hematopoéticos da medula 6ssea ou do figado
fetal durante o desenvolvimento embrionario, a fim de manter a geracao continua de

células T maduras no decorrer da vida pds-natal (Boehm, 2003).
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Neste contexto, precursores timicos migram para a regido subcapsular (Lind,
2001), penetrando no cortex, iniciando os diferentes estadgios de maturagdo, a
medida que interagem com os componentes celulares do microambiente timico até
chegar a regido medular (Mori, 2007). Durante o processo de diferenciacdo do
timocito, algumas moléculas sdo expressas somente durante uma etapa de
maturacdo do timdcito, enquanto outras sdo expressas no timdcito, permanecendo

ao longo da vida do linfocito T (Anderson e Jenkinson, 2001).

Timdcitos mais imaturos estdo localizados na regido subcapsular do timo,
onde niveis mais altos do ligante de Notch, Delta-likel, sdo expressos (Schmitt,
2004). Representam 5% do total de timdcitos, ndo expressam 0s co-receptores CD4
e CD8 (Palmer, 1993), nem o complexo CD3/TCR, sendo, portanto, caracterizados
como duplo negativos, expressando o fenétipo (TCR™ DN). As células DN podem
ainda ser subdivididas de acordo com a expressdo das moléculas CD44 e CD25
em DN1 (CD25CD44"), DN2 (CD25'CD44"), DN3 (CD25'CD44°") e DN4
(CD25-CD44") (Nitta, 2008). Adicionalmente, foi demonstrado que os sinais
desencadeados por TECs via Notch, induzem o comprometimento destas células
com a linhagem linfoide (Radtke, 1999; Laiosa, 2006), entretanto, outros fatores
como a Interleucina-7 (IL-7) e o ligante de c-KIT s&o necessérios para ativacéo e
proliferacdo de timécitos no estagio DN1(Wang, 2006). No estagio de diferenciacao
em DN2, a expressdo dos genes da recombinase (RAG) aumenta, sendo detectado
0 primeiro rearranjo dos genes para as cadeias TCRy e TCRd, mas ndao para a
cadeia TCRB (Capone, 1998; Livak, 1999). Células do microambiente timico, em
particular as células epiteliais continuam provendo os ligantes de Notch, estimulando
a continuidade da diferenciacdo em células T (Schmitt, 2004). No estagio DN3,
ocorre o rearranjo do gene TCRPB que evidencia de forma definitiva o
comprometimento com a linhagem T. Nesta etapa, ocorre um processo de sele¢ao
denominado selecao 3, onde as células que nao apresentam rearranjo funcional do
TCRB morrem, e as células bem sucedidas expressam um receptor de célula T
imaturo (pré-TCR) em suas superficies e proliferam aumentando de forma
significativa o seu numero (Penit, 1995; Petrie, 1995). As cadeias B recém-
sintetizadas se combinam com uma glicoproteina de 33kDa, conhecida como cadeia
pré-Ta e se associam ao grupo CD3 para formarem um complexo denominado pré-
TCR, além de aumentarem a expressdo dos RNAs mensageiros que codificam para
as moléculas CD4 e CD8 (Rothenberg, 2008). E caracterizado assim um estagio de

transicdo DN/DP, frequentemente nomeadas como DN4. E importante destacar que
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neste periodo ainda ndo ocorreu o rearranjo da cadeia a do TCR, para tanto é
necessario que os timocitos denominados como pré-DP que neste momento ja
expressam 0s co-receptores CD4 e CD8 em sua superficie, embora em baixos
niveis (CD4°"CD8"°"CD25-CD44"°"), parem de proliferar e os niveis da proteina
RAG-2 aumentem favorecendo o rearranjo génico da cadeia a do TCR. Assim, cada
timécitos imaturos pré-DP expressando a cadeia B continuam a rearranjar os genes
da cadeia a e os TCRs resultantes serdo selecionados para reconhecimento do
MHC proprio (Petrie, 2003; Petrie e Zuniga-Pflucker, 2007).

Posteriormente, a diferenciacdo gera células imaturas que expressam o
fenotipo TCR'DP, sendo classificadas como timécitos duplo positivos, localizados na
maior parte da regidao cortical do timo, representando cerca de 80% da populacao
total de timécitos. Neste estagio, os genes do TCR estdo completamente
rearranjados, ainda que em baixa densidade (TCR'"), favorecem sua express&o na
membrana da célula, que ocorre em conjunto com o complexo CD3. Timdcitos cujo
rearranjo génico resulta em um TCR nao produtivo, morrem por apoptose, entretanto
agueles que expressam TCRs produtivos interagem com peptidios apresentados por

moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC).

Ainda nesta etapa da diferenciacdo, a especificidade dos timécitos pelo MHC
classe | ou classe Il é considerada como determinante na divergéncia entre as
subpopulacdes CD4/CD8. Para melhor compreender esta orientacdo que resulta no
surgimento das subpopulacbes simples positivas, foi verificado, que as células que
passam pela selecéo positiva concomitantemente superexpressam o receptor de IL7
(IL-7R) e param de expressar o marcador CD8 por negligéncia de sinal (Brugnera,
2000). Se a perda de sinalizagdo via CD8 né&o suprimir o sinal via TCR, a expressao
de CD8 continua interrompida resultando na producéo da subpopulacéo de timécitos
CD4. Por outro lado, se a célula CD8 interrompe o sinal da sele¢do positiva, a
sinalizacao via IL-7R faz o silenciamento da expresséo da molécula CD4, re-inducéo
da expressédo da molécula CD8 e, assim, a célula assume o fendtipo CD8 positivo
(Yu, 2003). Tendo em vista estes achados, conclui-se que as células do
microambiente controlam, tanto diretamente (através do contato entre as moléculas
de TCR e MHC) como indiretamente (via interacdo IL7/IL7R), a selecéo positiva de
timocitos. Como resultado, as células positivamente selecionadas sdo designadas
como células T simples-positivas (SP) CD4" ou CD8", (conforme ilustrado na Figura

1.1) aptas a colonizar areas timo-dependentes localizadas em orgaos linfoides
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periféricos (Boyd, 1993; Godfrey e Zlotnik, 1993; Anderson, 1996; Ritter e Palmer,
1999; Anderson e Jenkinson, 2001; Nitta, 2008; Wakim e Bevan, 2010).

Zona Subcapsular

Cértex

Figura 1.1: Desenolvimento intratimico dos linfocitos T.
O microambiente timico € organizado em duas regiées denominadas cortex e medula, onde
cada uma apresenta tipos especificos de células estromais e timécitos em diferentes
estagios de maturacado. O fenotipo dos timécitos em diferenciagéo é determinado em funcéo
da expresséo de diversos marcadores, como CD44, CD25, CD4, CD8 e TCR, os quais
permitem sua classificagdo em diversas subpopulacdes: DN (DN1-DN4), DP e SP (CD4 e
CDS8). (Zuniga-Pflucker, 2004).

Eventos adicionais ocorrem em paralelo a interacdo TCR/MHC. Foi
evidenciada a crucial participacdo de quimiocinas no direcionamento de timocitos
durante os processos de migracao e diferenciacdo (Savino, 2003). As quimiocinas
CXCL12 (secretada por TECs, particularmente aquelas localizadas nas regides
medular e subcapsular do timo) e CCL25 (secretada por TECs e células dendriticas),
atraem preferencialmente células imaturas DN e DP. Interessante que favorecendo
esta interacdo, os timécitos imaturos em diferenciagcdo expressam 0s receptores
denominados CXCR4 e CCRY9, respectivamente para CXCL12 e CCL25. Importante
destacar que as células CD8" também estdo sob influéncia da quimiocina CCL25
(Annunziato, 2001). A quimiocina CCL19, isolada em TECs localizadas nas regides

medular e juncdo cortico-medular, possui atividade quimioatraente para timécitos
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maduros, entretanto, foi demonstrado que esta quimiocina esta também relacionada
a saida de timocitos em camundongos neonatos (Ueno, 2002). Células epiteliais
timicas medulares também produzem outras quimiocinas, tais como, CXCL19,
CXCL10 e CXCL11, envolvidas na migracdo de timécitos humanos maduros
(TCRoB*CD8") e células NK, através do receptor comum CXCR3 (Annunziato, 2001;
Savino, 2002).

E importante destacar também o papel do receptor 1 de esfingosinal-fosfato
(S1P;) na migracdo de timocitos. Antes de sair do timo, as células T devem
completar a selecdo negativa, assim, um dos mecanismos que previne a saida
prematura destas células € a regulacdo da expressao do receptor S1P;. Foi visto
que células T adquirem a habilidade de migrar em direcdo a S1P somente no
estagio maduro simples-positivo CD4'CD8 e CD4'CD8" (CD69"°"CD62""). Células
T deficientes de S1P; ndo conseguem deixar o timo, 0 que resulta no acumulo de
timocitos maduros (Allende, 2004; Matloubian, 2004).

Além disso, o CD69 tem sido postulado como uma proteina expressa em
células recém ativadas (Rutella, 1999). Durante o processo de maturacdo, sua
expressao caracteriza o inicio do processo de selecdo positiva (Hare, 1999), e
células maduras prontas para serem exportadas para a periferia deixam de
expressa-la (Gabor, 1997; Ge e Chen, 1999).

Outras interacdes envolvendo timdcitos/células do microambiente timico sdo
promovidas por diferentes moléculas e co-receptores durante a migracdo e
diferenciacdo de timdcitos, tais como, as moléculas EphrinB1/EphB (Alfaro, 2007)
CD2/LFA-3, LFA-1/ICAM-1(Singer, 1990a; Patel e Haynes, 1993), NP-1/Sema-3A
(Lepelletier, 2007), e interacbes TEC/timdcitos mediadas por ECM/integrinas
(Anderson, 1996; Savino, 2000; Chiba, 2006).

1.4 Caracteristicas moleculares da morte celular por apoptose

A apoptose € um programa de morte celular que requer a interacdo de
inUmeros fatores. Alteracfes observadas na morfologia da célula sdo consequéncia
de uma cascata de ativacdo de eventos moleculares, bioquimicamente especificos e
geneticamente regulados (Saraste e Pulkki, 2000). Nesse contexto, a atividade de
caspases tem sido requerida como crucial na inducéo de morte celular por apoptose.
Caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) pertencem a familia
das cisteina proteases (possuem uma cisteina no sitio ativo) que tém a capacidade
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de reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de aspartato (Liu e
Hengartner, 1999). Foi observado que caspases desencadeiam a morte celular por
apoptose, clivando esses substratos, resultando na condensacao e fragmentacao
nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de membrana, como por exemplo a
fosfatidilserina, que funcionalmente participa como sinalizadora e indicadora para
que estas células apoptéticas sejam reconhecidas (Nicholson e Thornberry, 1997,
Liu e Hengartner, 1999). Atualmente sdo conhecidas 14 caspases humanas, sendo
que seis (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10), estdo diretamente relacionadas a morte
celular por apoptose (Nicholson e Thornberry, 1997; Tait e Green, 2010), entretanto,
as caspases 1, 4, 5, 11, 12, 13 e 14 sao ativadas durante a resposta imune inata,
sendo relacionadas na regulacdo de citocinas inflamatérias como IL1-f e IL-18,
sendo que a contribuicdo dessas caspases ha geracdo de células apoptéticas ainda

nao esta esclarecida (Boatright e Salvesen, 2003; Taylor, 2008).

1.4.1 Vias de Ativacdo de Apoptose

Diversos sdo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles:
ligacdo de moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiacao
ionizante, danos do DNA, choque térmico, privacdo de fatores de crescimento, baixa
quantidade de nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio
(Hengartner, 2000). A ativacdo da apoptose pode ser iniciada de diferentes maneiras,
incluindo por um lado a via extrinseca (através de receptores de membrana) ou por
outro lado a via intrinseca (mitocondrial), conforme ilustrado na Figura 1.2.

A via extrinseca é desencadeada por ligantes especificos a um grupo de
receptores de membrana da superfamilia dos receptores de necrose tumoral (rTNF),
gue inclui diversos receptores, dentre os quais o TNFR-1, Fas (CD95) e TRAIL
(Ghobrial, 2005). Todos os membros da familia rTNF possuem um subdominio
extracelular rico em cisteina, o que permite que eles reconhecam seus ligantes. A
sinalizacdo desencadeada pelo receptor € mediada pela porgéo citoplasmética desses
receptores que contém uma sequéncia de 65 aminoacidos denominada dominio de
morte sendo, por isso, chamados de receptores de morte celular (Naismith e Sprang,
1998).

Quando esses receptores reconhecem um ligante especifico, os seus dominios
de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD (Fas Associated Death

Domain protein) ou TRADD (TNF Receptor Associated Death Domain protein), que
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ligam, dimerizam e ativam uma caspase iniciadora, denominada caspase-8. A
caspase-8 ativada, diretamente cliva e ativa caspases executoras como caspases-3 e
7 ou por outro lado, recrutam e ativam moléculas pré-apoptoticas da familia Bcl-2 (B
cell lymphoma 2) como Bax, Bim, Bak, Bik, Puma, Noxa ou Bad que irdo promover
alteracbes no potencial da membrana mitocondrial, resultando na liberacdo de
citocromo-c. Uma vez livre no citoplasma o citocromo-c se ligara ao APAF1 (apoptotic
protease-activating factor-1), formando uma estrutura denominada apoptosoma que
recruta e ativa uma caspase iniciadora, a caspase-9. Na parte final a caspase-9 ativa
caspases executoras como caspases-3 e 7. Estas promovem a lise do DNA que
resulta na morte da célula (Tait e Green, 2010). A via de ativacdo mediada por Fas,
desempenha papel relevante na morte por apoptose de células T. Dados da literatura
revelam uma correlacdo entre os niveis séricos de Fas sollvel e a incidéncia de
linfomas. Foi revelado que o Fas soluvel compete com o ligante natural inibindo a
apoptose (Krammer, 2000), adicionalmente foi demonstrado que mutacdes que
afetam a funcionalidade do Fas estdo associadas a um efeito protetor da
tumorigénese (Fulda e Debatin, 2006).

A via intrinseca é ativada em situacdes particulares por estresse intracelular
ou extracelular como a privacéo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou
ativacdo de oncogenes. Os sinais que sdo transduzidos em resposta a estes
estimulos convergem principalmente para a mitocondria, resultando na liberacdo de
moléculas pré-apoptoticas (Desagher e Martinou, 2000). Quando sinais de morte
alcancam a mitocondria, levam ao colapso do potencial da membrana mitocondrial
interna (Ay), bem como a uma transicdo da permeabilidade mitocondrial (TPM).
Simultaneamente, a dgua do espaco entre as membranas passa para a matriz
mitocondrial, levando a ruptura da organela e consequente liberacao de proteinas pro-
apoptoticas para o citoplasma (Loeffler e Kroemer, 2000; Gupta, 2003). Além da
liberacdo de moléculas pela mitocdndria, a indugédo do Ay e TPM levam a perda da
homeostasia celular, interrompendo a sintese de ATP e aumentam a producgéo de
espécies reativas do oxigénio (EROS) (Ferri, 2000). Os niveis de EROS aumentados
levam a oxidacéo de lipidios, proteinas e acidos nucléicos, aumentando o colapso do
Ay (Green e Kroemer, 2004). A resposta da mitocondria ao dano oxidativo € uma via
importante no inicio da apoptose. Adicionalmente, foi postulado que EROS induzem a
ativacao das caspases-9 e 3 (Gottlieb, 2000; Gottlieb, 2001).

Alguns resultados indicam que durante a apoptose ocorre a formacao de poros

na membrana mitocondrial que contém diferentes proteinas e abrange as membranas
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interna e externa da mitocondria (Bossy-Wetzel e Green, 1999). Através desses
poros ocorre a liberacdo do citocromo ¢ para o citoplasma onde participa da cascata
de ativacdo da apoptose. Os diferentes sinais indutores de apoptose sao detectados
pela mitocondria, fazendo com que ocorra um desacoplamento da cadeia respiratoria
e consequente liberacdo do citocromo c e proteinas ativadoras da apoptose para o
citoplasma (Gupta, 2003). Quando no citoplasma, o citocromo ¢ forma um complexo
com APAF-1 (apoptotic protease-activating factor 1) e a caspase-9, liberando a
caspase-9 ativa (Budihardjo, 1999). Uma vez ativada, a caspase-9 ativa as caspases
executoras 3, 6 e 7 que vao ocasionar a morte da célula (Petros, 2004; Rupnarain,
2004). A caspase-3 quando ativada, esta relacionada com a morte da célula por
inativacdo de enzimas envolvidas no reparo do DNA (ADP-ribose). A caspase-6
degrada proteinas que séo requeridas para mediar a interacdo entre a cromatina e o
nacleo celular (Lamins). Adicionalmente foi verificado que a fragmentacdo do DNA
resulta na morte celular por apoptose. Nesse contexto, a fragmentacdo do DNA em
unidades nucleosomais € causada por uma enzima denominada CAD (caspase
activated DNase). Normalmente CAD existe como um complexo inativo com ICAD
(inhibitor of CAD). Durante a apoptose, ICAD é clivado por caspase-3, liberando CAD
que em seguida ird promover a fragmentacdo do DNA (Taylor, 2008).

Além de estar envolvida na morte celular por apoptose, ja foi demonstrado que
caspases sao essenciais nos processos de ativacdo de célula T. Estudos anteriores
demonstraram gque linfocitos T deficientes em caspase-8 (tcasp8-/-) ndo sdo capazes
de proliferar frente a estimulos de ativacdo (mitbgenos e antigenos) e produzir IL-2
(Salmena e Hakem, 2005). Da mesma forma, essas células (tcasp8-/-) sao resistentes
a morte mediada por Fas, TNFR e TRAIL. Adicionalmente, verificou-se que pacientes
com ALPS (Sindrome Linfoproliferativa Autoimune), que apresentam deficiéncia na
ativacdo Fas e de caspase-8 possuem linfécitos resistentes a morte por Fas,
linfadenopatia e esplenomegalia (pelo acimulo de linfocitos nos tecidos). Além disso,
os linfocitos T destes pacientes ndo sédo capazes de ativar e proliferar frente a
diferentes estimulos, tornando estes pacientes susceptiveis ao aparecimento de
neoplasias e infec¢des (Bleesing, 2000; Worth, 2006). Da mesma forma, animais com
mutagcbes no Fas (lpr/lpr) ou FasL (gld/gld), apresentam uma sindrome
linfoproliferativa semelhante a de pacientes com ALPS, onde linfocitos T se acumulam
nos o6rgaos linféides secundarios, possuem resisténcia a morte por Fas e baixa
capacidade proliferativa (Mountz, 1994; Nagata e Suda, 1995). Caspases estédo

também envolvidas na fisiologia de diferentes tipos celulares promovendo producéo
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de interleucinas IL-18 e IL-18 (caspases-1, -4 e -5 em humanos), proliferacdo de
células B, diferenciacdo de mondcitos e queratindcitos (caspases-3 e 9), controle do
ciclo celular, diferenciagdo de macréfagos, proliferacdo de células T (caspase-8),
producéo de IL-1 (caspases-1, -11 e -12 em camundongos) e regulacdo de processos
inflamatorios (caspase-12). Em conjunto, esses dados sugerem que caspases estao
diretamente envolvidas com morte, ativacdo e diferenciagdo de diferentes tipos
celulares (Salmena, 2003; Su, 2005; Galluzzi, 2008).

3 Via da granzima B 1 Via extrinseca
Perfonna + FasL/TNFa

Membrana plasmatica Receptorde morte

Caspase-8
ativada FADD

Granzima B Y = Caspase-8
BID
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Citoplasma 2Via intrinseca
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Figura 1.2: Vias de ativacado de caspases.

A via extrinseca ocorre por ligantes a receptores de membrana da familia rTNF. Uma vez
ativados por um ligante especifico, interagem com FADD ou TRADD, que recrutam e ativam a
caspase-8. A caspase-8 ativada, ativa as caspases executoras-3 e 7. Por outro lado, a
caspase-8 recruta e ativa membros pro-apoptoticos da familia Bcl-2. Esses membros
promovem alteracdes no potencial da membrana mitocondrial e liberagdo do citocromo-c. No
citoplasma o citocromo-c se liga ao APAF1, forma o apoptosoma que recruta e ativa a
caspase-9. No final, a caspase-9 ativa caspases-3 e 7. A via intrinseca é ativada por estresse
intracelular ou extracelular como a privacao de fatores de crescimento, danos no DNA, hipéxia
ou ativacdo de oncogenes. Estes estimulos convergem para a mitocondria, resultando na
liberacdo de proteinas pré-apoptéticas. Uma vez na mitocondria essas proteinas promovem
colapso do potencial da membrana e transicdo da permeabilidade mitocondrial que resulta na
liberacéo do citocromo c. No citoplasma, o citocromo ¢ forma um complexo com APAF-1 e a
caspase-9 liberando a caspase-9 ativa. A caspase-9 ativada ativa as caspases-3, -6 e -7. Em
uma rota alternativa a granzima B diretamente ativa a caspase-3 (Adaptado de Taylor R. C,
2008).
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1.4.2 Proteinas Inibidoras da Apoptose

Classicamente denominadas IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein), essas
proteinas sdo moléculas que funcionalmente exercem papel antiapoptético atraves
de sua capacidade de bloquear a atividade de caspases efetoras -3 e -7, da caspase
iniciadora -9, além de modularem o fator de transcricdo NF-kB. As IAP foram
inicialmente isoladas do genoma de baculovirus (Deveraux e Reed, 1999). Esses
virus tém a capacidade de suprimir a apoptose nas células infectadas, através da
inibicdo das caspases (Deveraux e Reed, 1999; Shi, 2002). Durante a apoptose, as
IAP s@o removidas por uma proteina liberada da mitocondria denominada
Smac/DIABLO (second mithocondria-derived activator of caspases / Directed IAP-
Binding Protein with Low PI) (Du, 2000; Verhagen, 2000).

Apds dano mitocondrial, a Smac/DIABLO é liberada juntamente com o
citocromo c. Enquanto o citocromo ¢ se liga a APAF-1 e ativa diretamente a
caspase-9, Smac/DIABLO remove as IAP de sua ligacéo inibitéria com caspases
(Chai, 2000). A familia c-FLIP (FLICE-like inhibitory protein) também atua regulando
apoptose. Essa proteina inibe a apoptose ligando-se ao FADD (Fas Adaptor Death
Domain), uma proteina adaptadora ligada ao Fas, prevenindo assim a ativacao da
caspase-8/FLICE (Badley, 2000). Cinco diferentes membros das IAP ja foram
descritos: NAIP, XIAP, c-IAP, c-IAP-2 e survivina (Ferreira, 2002). Ha evidéncias na
literatura mostrando que a survivina € uma proteina essencial na regulacdo da
progressdo da mitose, inibicdo da apoptose e resisténcia a radioterapia e a
quimioterapia em diversos tipos de cancer (Li e Ling, 2006). Na familia Bcl-2 ha
também membros anti-apoptéticos como Bcl-2, Bcl-xL, Bcl2-Al, Bcl-w e Mcl-1,
importantes na regulacao positiva da celularidade que iremos discutir a seguir (Tait e
Green, 2010).

Estudos relacionados ao sistema imune, em particular ao timo, mostram a
importdncia de mecanismos programados que regulam o balanco entre
sobrevivéncia e morte de timécitos durante os processos seletivos. Diferentes
trabalhos tém evidenciado o papel da IL-7 como promotora de ativacédo celular nos
estagios iniciais da diferenciacdo de timécitos (Wang, 2006). Uma ligacéo entre a
sinalizacdo mediada por IL-7 e sua relagdo na ativagdo de membros anti-apoptoticos
da familia Bcl-2 para promover a sobrevivéncia de células DN" tem sido evidenciada
em diferentes estudos. Foi verificado, por exemplo, que a geracéo de células T em

camundongos IL7Ra’/" ndo foi alterada, tendo em vista a aumentada expresséao de
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Bcl-2 nestes animais (Kondo, 1997), além disso, foi verificado nesses camundongos
que a diminuicdo na expressao de Bim resultou em aumento na geracao de células
T (Pellegrini, 2004). Entretanto uma falha na diferenciagdo entre os estagios
DN1/DN2 foi atribuida a incapacidade dessas células em receber IL-7, causando
uma translocacdo de Bad para a mitocondria que resultou na diminuicdo da
sobrevivéncia por estas células (Li, 2004). Em estudo similar, a diminuicdo da
sinalizacdo via IL-7R em DN1 também causou a translocacdo de Bax para a
mitocondria levando esta populacdo de timocitos a morte por apoptose (Khaled,
1999). Por outro lado, Bcl2-A1 e Akt tém sido relatados como indutores de
sobrevivéncia desde o rearranjo do pré-TCR durante a selegao 3, além de nao inibir
a proliferacao dessas células (DN3/DN4) (Mandal, 2005; Juntilla, 2007). Importante
ressaltar a dinamica de membros da familia Bcl-2 na manutencdo da viabilidade
celular durante os eventos de selecdo intratimica. Foi observado que a atividade de
Bcl-xL € crucial na manutencao das células DP anteriormente e durante a selecéo
do TCR (Sun, 2000; Starr, 2003; Thompson, 2010). Além disso, tem sido
demonstrado que Mcl-1, favorece a sobrevivéncia de timécitos, através de sua
capacidade em bloquear atividade de Bak (Dunkle, 2010).

Adicionalmente a regulacao diferencial de membros da familia Bcl-2, um
potencial envolvimento de receptores de morte sinalizando moléculas envolvidas na
cascata de ativacdo de caspases tem sido demonstrado na selecdo-p. Nesses
estudos, camundongos que expressavam uma forma dominante de FADD (FADDdd)
em timacitos, apresentavam celularidade comprometida, com numero reduzido de
células DN4, mostrando o papel dessa molécula na ativacdo e desenvolvimento de
timocitos (Walsh, 1998; Newton, 2000). Esses achados tomados em conjunto
indicam um possivel papel para IL-7 e membros da familia Bcl-2, prevenindo a morte
de células imaturas durante diferentes estagios da diferenciacéo de timécitos. Dados
na literatura demonstram que além de células do hospedeiro, parasitas protozoarios
expressam fosfatidil serina mimetizando fagocitose de células apoptoticas
(Wanderley, 2006). E importante destacar que eventos de morte celular por
apoptose sdo também observados por estimulos exdgenos no sistema imune e em
particular no timo, como na infeccdo por parasitas intracelulares e que sera

detalhadamente discutida na sec¢éo 1.7.
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1.5 Doencade Chagas

A doenca de Chagas € o resultado da infec¢do causada pelo T. cruzi, capaz
de infectar o homem, assim como uma variedade de outros mamiferos. Constitui
importante problema socioecondmico e de saude publica em diversos paises,
particularmente na América do Sul, Africa Subsaariana tropical e regifes que
compdem o cinturdo subtropical. Do ponto de vista epidemiolégico, a doencga de
Chagas é uma patologia de carater endémico, estimando-se que entre 8-10 milhdes
de individuos estejam infectados, sendo estes mais freqientemente associados a
fase cronica, e adicionais 80 milhdes de individuos vivam em areas de risco (Figura
1.3) (Coura e Borges-Pereira, 2010).

Q ‘. . ' _ - / A ’
| Yy, o9 Status da transmissao | o ]
el vetorial . /
-"1'[ ‘ * <1000 B Sem transmissdo vetorial
W ® 1000-99.099 0 Com transmissdo vetorial acidental
Numero estimado de //7 ® 1000.000-999.999 mM Com transmissdo vetorial continua
casos .' =1 000 000

[ ] Ausénciadecasos estimados oficialmente

Figura 1.3: Estimativa global da populacéo infectada pelo T. cruzi
A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, tem como
agente etiolégico o T. cruzi. Estima-se que 10 milhdes de individuos estejam infectados na
regido das Américas, sendo classificada como uma doenca de carater endémico. A
transmissdo do T. cruzi ocorre principalmente por hematofagia oral, sendo encontrada
também fora das zonas endémicas, onde h& a presenga de imigrantes oriundos das regifes
endémicas. Apesar de apresentar menor relevancia epidemiolégica, h4 também a
transmissé@o acidental em laboratérios e a infecgdo congénita (Adaptado da WHO, 2010,

disponivel em http://www.who.int/topics/chagas_disease/en/).
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A transmissdo natural ocorre através de vetores triatomineos (“barbeiros”)
durante o ato da succdo do sangue, quando 0s insetos vetores depositam na pele as
formas tripomastigotas metaciclicas juntamente com as fezes. Além disso, a lesdo
formada pelo triatomineo na pele do individuo promove irritacdo; este, ao cocar o
local da picada, transfere para o orificio formado pela trompa sugadora do
triatomineo as formas metaciclicas que penetram no seu organismo e que iniciam o
processo de infeccdo. Além desta via, destacariamos as vias de transfuséo
sanguinea, transplante de orgdos, infeccdo por acidente de laboratério, a via
transplacentaria e ainda a via oral, por ingestdao de alimentos contaminados com
parasitas de triatomineos infectados pelo T. cruzi (Rey, 1991; Yoshida, 2008;
Moncayo e Silveira, 2009; Pereira, 2009).

A infeccdo pelo T. cruzi depende de diferentes caracteristicas relacionadas
ao parasita, envolvendo tropismo, constituintes antigénicos, carga parasitaria,
morfologia, viruléncia, patogenicidade e ainda, aquelas relacionadas ao hospedeiro,
como por exemplo; constituicdo genética, sexo, resisténcia natural e resposta imune
(Macedo, 2002; de Freitas, 2006). No seu conjunto, esses fatores determinam a
intensidade com que esta patologia ira se desenvolver, modulando direta ou

indiretamente as fases da doenca (Coura e Dias, 2009).

1.6 Imunopatologia da doenca de Chagas

1.6.1 Fases da doenca de Chagas

Fase Aguda — Adquirida a infeccao pelo hospedeiro definitivo, a fase aguda
da doenca de Chagas (durando 30-90 dias), caracteriza-se pela grande
concentracéo de parasitas circulantes e parasitismo celular (Boscardin, 2010). J4 na
fase aguda da infeccdo € observada intensa ativacdo do sistema imune, incluindo
altos niveis plasmaticos de citocinas, intensa ativacdo de células T e B,
linfoadenopatia, esplenomegalia e intenso processo inflamatério, associado com
ninhos do parasita no tecido hospedeiro (Vago, 1996; Gutierrez, 2009). A fase aguda
€ seguida pelo desenvolvimento de efetiva imunidade adquirida que resulta nos

controles da parasitemia e do parasitismo tecidual.

A evolucdo habitual da fase aguda da-se no sentido da cura aparente,

desencadeando uma fase crénica que pode ser assintomatica e durar em média de
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20 a 30 anos. No entanto, 20-30% dos individuos assintomaticos desenvolvem
miocardiopatia de intensidade variavel (Higuchi, 1987; Gutierrez, 2009), e entre 8-
10% desenvolvem a forma digestiva, caracterizada por dilatacédo do esbfago e ou
célon. Por outro lado, 50-60% dos pacientes continuam assintomaticos por longo
periodo de vida e sdo considerados como indeterminados, muito embora
apresentem sorologia positiva e raros parasitas circulantes (Fae, 2008; Gutierrez,
2009; Rassi, 2010). E interessante notar que técnicas mais refinadas, utilizadas na
analise de tecidos de pacientes assintomaticos, revelaram a presenca de focos

inflamatorios, associados a presenca do parasita (Anez, 1999).

Fase cronica — Do ponto de vista clinico, individuos chagésicos cronicos
sintomaticos podem ser classificados como: cardiacos e digestivos. Nos individuos
cardiacos, foi verificado que a presenca e o numero de parasitas estdo associados
com sitios de inflamacao no coracdo e diretamente ligados a severidade da doenca
(Jones, 1993; Gutierrez, 2009). Na forma digestiva € observado processo de
denervacdo da musculatura lisa que reveste o intestino, com dilatacao posterior de
estruturas esofagianas e intestinais, determinando mega-sindromes (Vago, 1996).
Esses individuos apresentam dificuldade de degluticdo e importante constipacéo

intestinal (Coura e Borges-Pereira, 2010).

A fase cronica da infeccdo pelo T. cruzi, parece ser um balanco entre a
construcdo de uma eficiente resposta imune adaptativa e a presenca de poucos
parasitas no tecido hospedeiro. Este balanco pode resultar em uma longa forma
assintomatica da doenca de Chagas, porém, por razdes ainda nao conhecidas, a
geracdo de distarbios no sistema imune, favorece a replicacdo do parasita e a

(Vago, 1996)manifestacdo da doenca cronica (Jones, 1993).

Além disso, tem sido relatada na fase cronica da doengca de Chagas a
existéncia de eventos autoimunes por reacdo cruzada contra o T. cruzi, afetando
diferentes tecidos celulares do hospedeiro (Kierszenbaum, 1999; Tarleton, 2003).
Vérios resultados tém demonstrado que células musculares cardiacas, células
endoteliais cardiacas e neurbnios, sdo reconhecidos por soros de individuos
infectados (Cunha-Neto, 1995). Para melhor compreender estes achados, a analise
de antigenos do parasita no hospedeiro, foi relevante para estabelecer a correlagéo
existente entre o T. cruzi e infiltrados inflamatorios na doenca de Chagas humana
(Castro, 2005). Ainda com relacdo a infeccdo humana, foi verificado o fenotipo das

células formadoras do infiltrado inflamatério na miocardite chagasica crénica, tendo
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sido demonstrado que 96% das células do infiltrado inflamatério eram compostas por
linfocitos T, e que nestes, a distribuicdo do fenétipo CD8” foi de 14%, e 11% para
linfocitos CD4", e que, além disso, em 58% dos pacientes, foi detectada a presenca
de antigenos do T. cruzi (Fuenmayor, 2005). Da mesma forma, foi evidenciada a
presenca de macréfagos que expressavam TNF-a, representando 2,6 a 8,1% do
total de células na lesdo cardiaca (Higuchi Mde, 1993). E possivel que tais
demonstracdes corroborem a relacdo existente entre a formagédo do infiltrado
inflamatério e a presenca do parasita na intensidade da miocardite chagésica

humana.

O timo é um orgdo-alvo do T. cruzi, como observado particularmente na
infeccdo de TEC. A infeccdo no timo € capaz de promover distdrbios na migracao e
na viabilidade dos timdcitos. Interessante que essas evidéncias sao destacadas
durante a fase aguda da doenca de Chagas, razdo que nos levou a investigar no
presente trabalho parte dos mecanismos que regulam as interacbes entre
TEC/timocitos mediadas por ECM, assim como a deplecdo de timdcitos por
apoptose. Portanto, € no contexto da infec¢cdo experimental aguda pelo T. cruzi que
resolvemos destacar algumas caracteristicas relacionadas a resposta imune e que

comentaremos a seguir.

1.7 Respostaimune nainfec¢cao experimental pelo T. cruzi

Logo apds entrar em contato com o tecido hospedeiro, o T. cruzi desencadeia
intensa ativacdo policlonal mediada por linfocitos T e B. Resumidamente, na
tentativa de controlar a infeccdo durante seu estagio inicial, células apresentadoras
de antigeno, tais como macrofagos e células dendriticas, aumentam sua producéo
de IL-6 (interleucina-6), IL-1p3 (interleucina-1 beta), TNF-a (fator de necrose tumoral),
IL-12 (interleucina-12) e 6xido nitrico (NO). Células natural killer (NK) sédo ativadas
por IL-12 a produzir fatores citotoxicos tais como perforina-1 e granzimas, que
atuardo contra o parasita e contra células parasitadas. Por outro lado, antigenos
parasitarios estimulam células B oriundas do baco e dos linfonodos a proliferar,
produzindo anticorpos contra o parasita, sendo este evento dependente da producao
de IL-6 e IL-4 secretadas por linfécitos T com padrdo Th2. Este processo quando
exacerbado, resulta na geragao de hipergamaglobulinemia, como observado no soro
de pacientes e modelos experimentais infectados (d'Imperio Lima, 1986; Minoprio,

1986a; Minoprio, 1987).
27



Nesse contexto, verificou-se que a ativacao policlonal observada no inicio da
doenca de Chagas € dependente de antigenos produzidos pelo T. cruzi. Foi
demonstrado no curso da infeccdo chagésica humana que DNA derivado do
parasita, possui atividade mitogénica para linfocitos B, e que além disso, seja
importante na secrecdo de IL-12, TNF-a e 6xido nitrico por macréfagos (Shoda,
2001; Brown e Corral, 2002).

Adicionalmente a ativacdo policlonal de células B, na doenca de Chagas
humana foi demonstrada uma variagdo na freqiiéncia de células CD4'VB5". Foi
observada modulacdo negativa no tecido sanguineo de individuos na fase aguda,
entretanto sua distribuicdo estava aumentada em pacientes cronicamente
infectados, mostrando uma expressao diferencial do segmento VB do TCR,
dependendo do estagio da doenca (Costa, 2000). Na infec¢cdo experimental aguda
em camundongos C57BL/6, a analise do segmento VB em linfocitos periféricos T
CD4" ndo estava modificada. Entretanto, intensa ativagdo policlonal foi observada
em linfocitos T CD8" expressando os segmentos VB5 e VB14. Esses achados foram
também verificados em camundongos C3H/HeJd e BALB/c, indicando intensa
atividade de linfocitos T CD8" no curso da infeccdo aguda pelo T. cruzi (Leite-de-
Moraes, 1994). Ainda no modelo murino, a trans-sialidase (TS), uma glicoproteina
de superficie do T.cruzi isoladamente foi capaz de induzir ativacao e proliferacdo de
células T CD4" in vivo, como também, estimulou células naive T CD4" em ensaios in
vitro. Nas células T CD4" oriundas de animais infectados, exacerbou sua atividade
mitogénica e preveniu a morte celular induzida por ativagcdo (AICD) (Todeschini,
2002).

e

TS do T. cruzi também ¢é alvo de células T CD8". Foi evidenciado que
epitopos da familia de proteinas da trans-sialidase geram respostas mediadas por
células T CD8" antigeno-especifico, podendo ser variaveis de acordo com a cepa do
parasita, sendo mantidas durante a fase cronica da infeccdo pelo T. cruzi como um

mecanismo de escape ao sistema imune e manutencéo do parasita (Martin, 2006).

Em conjunto a atividade desses diferentes tipos celulares durante os estagios
iniciais da infecgdo por um lado, garante resisténcia ao hospedeiro, como também
regulam a ativacdo de clones autorreativos favorecendo a formacdo de eventos
autoimunes, como observado na miocardite (Krettli e Brener, 1976; Brener e
Gazzinelli, 1997; Golgher e Gazzinelli, 2004). Além disso, tem sido proposto que a

ativacdo policlonal inicial do sistema imunolégico serve como um mecanismo de
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evasao do parasita para dispersar a resposta imune, dificultando o desenvolvimento
de uma resposta especifica contra antigenos do parasita (Minoprio, 2001).

No contexto da geracdo da resposta imune durante a fase aguda da doenca
de Chagas, € observada producdo sistémica de citocinas pro-inflamatorias e
ativacdo de componentes da imunidade inata como células NK (Hatcher, 1981)
macréfagos (Ortiz-Ortiz, 1976) e células dendriticas (Bafica, 2006), conjuntamente
com ativacao policlonal de células T e B (Minoprio, 1986a). Entretanto, € importante
destacar a habilidade do parasita em ativar o fator de transcricdo NF-kB como
determinante para garantir sua sobrevivéncia e tropismo ao tecido hospedeiro (Hall,
2000). Receptores com padrdao de reconhecimento, capazes de ativar a via de
transcricdo do NF-KappaB, tais como receptores toll (TLRsS), sdo cruciais para
montagem da imunidade inata e geracdo da imunidade adquirida. Citocinas pro-
inflamatorias tais como IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-27 e TNF-a séo secretadas e
ativam outras células inflamatérias (Michailowsky, 2001; Bilate, 2008). Animais que
sao deficientes para o sinal via TLRs (MyD88), sdo impedidos de produzir citocinas
inflamatorias, tornando-se altamente susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi,
apresentam alta parasitemia e mortalidade, sugerindo que a resisténcia a infec¢éo
aguda é em parte dependente da sinalizacdo via TLR (Campos, 2004; Bafica, 2006).
Entretanto, dados da literatura demonstram que a maioria dos TLRs leva a resposta
do tipo Thl (linfécitos T helper-1) (Schnare, 2001).

Em outros experimentos, foi demonstrado que antigenos parasitarios como
glicosilfosfatidilinositol (GPI), se mostram significativamente presentes na membrana
do parasita, exercendo atividade imunoregulatéria. GPlI é reconhecido pelos
receptores transmembranares TLR-2. Entretanto, camundongos deficientes para
TLR-2 quando infectados, produzem citocinas pré-inflamatorias, ainda que a
parasitemia e a mortalidade ndo sejam diferentes quando comparadas ao animal
selvagem (Campos, 2004). Além disso, GPI é reconhecido pela via TLR-4, sendo
que animais deficientes para TLR-4 sdo mais susceptiveis a infeccdo que animais
selvagens (Campos e Gazzinelli, 2004). E importante destacar que GPI sdo potentes
indutores da producéo de Oxido nitrico por macrofagos primados por INF-y, como
demonstrado por Camargo e Colaboradores (Camargo, 1997). Esse mesmo grupo
identificou TLR-2 como um receptor funcional, relacionado na producgao de IL-12,
TNF-a e oxido nitrico (Campos, 2001). Foi demonstrado também que a ligacdo do T.
cruzi com TLR-9 estimula macrofagos e células dendriticas a secretar IL-12, TNF-a e

oxido nitrico (Shoda, 2001). De fato, camundongos deficientes quanto a expressao
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de TLR-9, sdo mais susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi, além disso, alguns
resultados sugerem que TLR-2 e TLR-9, cooperam para controlar a replicacado do
parasita durante a fase aguda da infeccéo (Bafica, 2006). Tomados em conjunto,
esses achados sugerem um relevante papel para a sinalizacdo via TLR,
particularmente no reconhecimento do parasita, na producdo de citocinas, na
regulacdo do dano tecidual resultante da reacao inflamatoria nos tecidos cardiaco e
digestivo infectados e consequentemente na geracdo da imunidade inata e
adaptativa geradas durante a infeccdo aguda pelo T. cruzi (Junqueira, 2010). Além
disso, a natureza genética do hospedeiro é relevante para indicar sua resisténcia ou
susceptibilidade a infeccdo pelo T. cruzi (Campbell, 2004). Dessa forma, foi
evidenciado que enquanto no camundongo BALB/c a infecgdo resultou em
significativa producdo de IL-4 por células T CD3" da cavidade peritoneal, no
camundongo C57BL/6 em contrapartida, as mesmas células produziam mais INF-y.
Adicionalmente, foi verificado que macrofagos isolados do baco de camundongos
C57BL/6 infectados produziam mais Oxido nitrico, quando comparados aos

macrofagos isolados do camundongo BALB/c (Planelles, 2003).

De fato, na montagem da resposta imune contra o parasita, células T,
macrofagos e células dendriticas podem ser diferencialmente ativadas, sendo as
quimiocinas moléculas aptas para influenciar sua ativacdo. Dessa forma, foi
demonstrado que quimiocinas tais como, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL10
estimulam a migracdo de células T produtoras de INF-y para o tecido infectado
(Teixeira, 2002; Bilate e Cunha-Neto, 2008). E importante destacar que CCL3/MIP-
la, CCL4/MIP-18 e CCL5/RANTES, induzem a producdo de Oxido nitrico por
macrofagos humanos de forma semelhante ao IFN-y, sendo esta producao crucial
para lise do T. cruzi (Villalta, 1998). Entretanto, neutralizacdo in vivo de CCL3,
diminuiu de forma significativa a frequéncia de macréfagos no baco de
camundongos infectados na fase aguda da doenca, porém por outro lado, aumentou
o fluxo no miocérdio, indicando que a dinamica de parte das células envolvidas com

a imunidade inata, esta sob controle das quimiocinas (Petray, 2002).

Estudos adicionais mostram que além dos tipos celulares classicos requeridos
na imunidade inata, cardiomiocitos sao ativamente integrados na resposta
inflamatoria observada durante a infeccéo pelo T. cruzi. Foi demonstrado, que tecido
cardiaco coletado de ratos e camundongos infectados, expressavam IL-6, IL-1[3,

TNF-a e Oxido nitrico sintase induzida (INOS) (Zhang e Tarleton, 1996a;
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Chandrasekar, 1998). Além disso, verificou-se em ensaios in vitro que cardiomiocitos
infectados pelo parasita também expressavam mRNA para TNF-q, IL-1a e iNOS,
assim como CXCL3/MIP-28 e CCL5/RANTES (Machado, 2000; Fichera, 2004). E
Importante destacar que a capacidade de cardiomiécitos em produzir 6xido nitrico
em culturas infectadas pelo T. cruzi, esta diretamente relacionada ao tratamento
prévio destas culturas por citocinas inflamatérias, tais como IL-1p, TNF-a e INF-y
(Fichera, 2004).

Em adicdo a ativacdo de cardiomiécitos, foi demonstrado no modelo murino
uma possivel correlacdo entre a modulacdo de moléculas da ECM, a atividade
enzimatica de metaloproteinases (MMP) e a miocardite observada durante o curso
da infeccdo pelo T. cruzi (Tsuruda, 2004). Além disso, foi demonstrado que o
reconhecimento de antigenos depende do trafego celular, da producéo local de
citocinas e quimiocinas, da regulacdo positiva de seus receptores e moléculas de
adesado (Laucella, 1996; Lannes-Vieira, 2003). Diferentes autores associam a
formacao de sitios de inflamacao com a presenca fisica do parasita no coracdo e no
esbfago (Jones, 1993; Vago, 1996).

Utilizando ensaios de imunofluorescéncia com anticorpos anti-ECM em cortes
de coracdo de camundongos infectados, foi verificado um aumento de fibronectina e
laminina presentes na fase aguda (26-30 dias pés-infec¢éo), assim como laminina e
colageno do tipo IV no inicio da fase crénica (50-90 e 80-90 dias pdés-infeccéo
respectivamente), sendo que, no estagio tardio da infeccdo (150-200 dias pos-
infeccdo) foi evidenciada marcacdo de laminina, fibronectina e colagenos dos tipos
lIl e IV. Foi notada ainda uma aparente correlacdo entre modulacdo das moléculas
de ECM e a presenca de células inflamatérias (Andrade, 1989). Essas moléculas
estariam relacionadas com a evolucdo da fibrose cardiaca nas diferentes fases da
infec¢do. De fato, a fibrose cardiaca em individuos cronicamente infectados pelo T.
cruzi € um dos fatores mais importantes da forma cronica da doenca de Chagas
(Gutierrez, 2009).

Outros estudos vém sendo realizados para melhor entender a imunopatologia
da doenca de Chagas. Foi evidenciada a expressdao de componentes de ECM e
Seus respectivos receptores no sistema nervoso central de camundongos
agudamente ou cronicamente infectados, verificando-se importante modulagdo da
expressdo da fibronectina e seus receptores VLA-4 e VLA-5 nas células

inflamatoérias. Além disso, detectou-se aumento da laminina na lamina basal dos
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vasos sanguineos (Silva, 1999; Correa-de-Santana, 2006a). Estes resultados
tomados em conjunto sugerem que elementos de ECM e seus receptores também
estejam envolvidos na entrada, migracdo e retencdo de células inflamatérias no

sistema nervoso central e no coragdo de camundongos infectados pelo T. cruzi.

O mecanismo de destruicdo do tecido cardiaco mediado por células tem sido
motivo de inimeras discussdes. No estagio inicial da infeccéo, células T CD4" sédo o
subtipo predominante, entretanto em seguida, linfécitos T CD8" logo aparecem
predominando no processo inflamatério. Ambas sdo caracterizadas como células
CD62L'", LFA-1"" e VLA-4"9" indicando que sejam células mais ativadas (Talvani,
2000; dos Santos, 2001). E importante destacar que linfécitos T CD8" tém sido
mostrados por possuir um papel primario no controle da replicacdo do parasita no
tecido cardiaco de camundongos (Tarleton, 1992; Tarleton, 1994). Entretanto, o
aparecimento de células T no processo inflamatério parece ser relevante na génese
de eventos autoimunes. Nesse contexto, foi observado na fase cronica da infecgao
pelo T. cruzi que células CD4" reconhecem miosina e n&o actina (Rizzo, 1989; Leon,
2001). Uma teoria em favor de um mecanismo de autoimunidade na miocardite
chagéasica foi proposta em experimentos com transplante de coracdo de
camundongos isogénicos neonatos na orelha de camundongos da mesma linhagem
(Ribeiro-dos-Santos, 1991). Foi observado que em camundongos normais, 0S
transplantes permaneciam viaveis por um longo periodo. Quando o camundongo
receptor era cronicamente infectado pelo T. cruzi, observou-se severa rejeicdo do
coracao transplantado. Nesses experimentos, as células efetoras foram identificadas
como linfocitos T CD4". Além disso, foi verificado que a transferéncia de células
CD4" obtidas de camundongos chagasicos cronicos para animais com transplantes
singénicos foi capaz de desencadear um processo de rejeicdo nos coragdes
transplantados, sendo este efeito bloqueado por tratamento do enxerto com
anticorpo anti-VLA-6 (receptor para laminina) (Silva-Barbosa, 1997).

Entretanto, Tarleton e Zhang discordaram desses achados, sustentando a
hipotese de que uma inflamacdo grave ocorre somente quando o parasita foi
diretamente injetado no transplante, mostrando que o T. cruzi, € nd0 um pProcesso
autoimune, seria responsavel pelo efeito observado nos experimentos com coracao
transplantado de camundongo neonato (Zhang e Tarleton, 1996b). E interessante

notar que o processo inflamatério € atenuado no coracdo de animais infectados
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guando estes sdo deficientes para INF-y, apesar do elevado niamero de parasitas
(Aliberti, 2001; Michailowsky, 2001).

Outros achados sustentam que o controle da hiperatividade do sistema imune é
aparentemente necessario para prevenir efeitos deletérios ao tecido hospedeiro. Em
animais deficientes para IL-10, foi verificado significativo aumento na secrecao de
TNF-a, IL-12 e IFN-y. Embora apresentassem parasitemia reduzida, desenvolviam
reacdo inflamatdria intensa que levava a morte desses animais, enquanto no grupo
controle a parasitemia era menor e sua sobrevivéncia era significativamente maior,
sugerindo que IL-10 é requerida para controlar em parte a atividade exacerbada do

sistema imune durante a infeccdo pelo T. cruzi (Hunter, 1997).

Adicionalmente, estudos com ratos deficientes para IL-10, mostraram que a
causa da morte desses animais quando infectados pelo T. cruzi, foi diretamente
relacionada com a producédo de TNF-a, sugerindo que esta citocina foi mediadora da
sindrome do choque toxico (perda de peso, hipotermia, hipoglicemia, hipercalemia,
aumento do figado, juntamente com necrose hepatica e coagulacao intravascular)
(Holscher, 2000). Do mesmo modo, animais deficientes para IL-4 cronicamente
infectados, mostraram significativa resposta Thl e intensa miocardite, embora

apresentassem baixo parasitismo tecidual (Soares, 2001).

E importante destacar que o mRNA para IL-4 e IL-10 ja estdo expressos no
coracdo de animais infectados (15 dias pés-infeccdo), indicando que citocinas
imunoreguladoras podem estar agindo desde o inicio do processo inflamatério,
sendo que o éxito para o controle da resposta Thl s6 é visto em torno de 60 dias
pés-infeccdo (Talvani, 2000; dos Santos, 2001).

Uma importante questdo abordada dentre 0s inUmeros mecanismos
imunoregulatorios observados durante a fase aguda da infeccéo pelo T. cruzi, € que
esses mecanismos poderiam ser relevantes para escape do parasita frente ao
sistema efetor, favorecendo a sobrevivéncia do hospedeiro e o estabelecimento da
infecc@o cronica. Neste contexto, TGF- e IL-10 tém sido mostrados modulando a
funcéo efetora de macrofagos, como observado na producéo de éxido nitrico e na
morte do parasita por macréfagos ativados por INF-y (Silva, 1991; Silva, 1992;
Freire-de-Lima, 2000). Por outro lado, a atividade de macrofagos pode ser
modulada, como observado na fagocitose de corpos apoptoticos linfocitarios. A

fagocitose de células apoptoéticas por macrofagos, inibe sua producdo de oOxido
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nitrico e consequentemente sua capacidade de matar o parasita (Lopes, 1999;
Freire-de-Lima, 2000).

A inducdo da morte celular por apoptose tem sido descrita como relevante
para o controle da estimulacéo de linfocitos T e B durante a infecgdo pelo T. cruzi,
(Lopes, 1995; Freire-de-Lima, 2000; Zuniga, 2002), podendo ser induzida por
diferentes mecanismos, dependente ou ndo de Oxido nitrico e ou Fas (CD95)
(Lopes, 1999; Martins, 1999; Martins, 2001). Nesse contexto, na infeccdo
experimental pelo T. cruzi, células T CD8" estdo relacionadas com a morte de
células parasitadas por apoptose, através da producéo de perforina e granzima B ou
através da via extrinseca de inducao de morte por atividade de caspases mediada
pelo receptor Fas e seu ligante FasL (CD178). Entretanto, ndo foi observado
aumento da susceptibilidade a infeccdo em animais deficientes para perforina e
granzima (Kumar e Tarleton, 1998). Contrariando esta hipétese, foi demonstrado
que animais sem perforina e granzima B sdo mais susceptiveis a infeccdo com a
cepa Tulahuén do T. cruzi, sendo esta susceptibilidade também relacionada a
deficiéncia de Fas/Fas-L (Muller, 2003). Esses achados foram corroborados na
infeccdo de camundongos gld/gld pela cepa Dm28c do T. cruzi (Lopes, 1999). Em
nosso laboratério demonstramos que a morte celular modificou a celularidade
observada em 6rgaos linféides periféricos de camundongos infectados pelo T. cruzi.
Verificamos severa atrofia dos linfonodos mesentéricos por significativa morte de
linfécitos por apoptose, fato ndo observado nos linfonodos subcutaneos que ao
contrario, apresentavam importante aumento da celularidade, indicando uma

resposta imune regional diferencial (de Meis, 2006).

No contexto da resposta imune regional, estudos relacionados ao timo
mostram que este € um Orgado-alvo a infeccdo pelo T. cruzi, tendo em vista a
deteccdo de formas amastigotas no parénquima timico (Savino, 1989; Da Costa,
1991). Foi revelada também uma destacada reducdo da regido cortical e
densificagcdo da rede epitelial do 6rgdo. Utilizando-se um painel de anticorpos
dirigidos contra diferentes citoqueratinas, mostrou-se ainda que a infec¢do modificou
o padréo fenotipico do microambiente timico. Foi verificado, por exemplo, que
células CK8'/18", normalmente restritas a regido cortical, passam a ser detectadas
também na medula timica. Além disso, foi observada uma autorreatividade contra-
TEC, pela demonstracado da presenca de anticorpos em animais na fase aguda da

infeccdo chagasica (Savino, 1989). Na fase crénica da doenca foram encontrados
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anticorpos anti-timocitos que reconhecem de forma cruzada antigenos do T. cruzi
(Savino, 1990). Com estes achados, acredita-se na ocorréncia do evento de
mimetismo molecular entre epitopos do parasita e componentes de células timicas

normais (Savino, 1990; Savino, 1992).

Adicionalmente, a infeccdo timica pelo T. cruzi resulta em aumento da
expressdo de moléculas de ECM como fibronectina, laminina e colageno tipo 1V,
assim como o aumento na densidade de moléculas de MHC de classe Il. Resultados
obtidos em nosso laboratério sustentam que o aumento de moléculas de ECM é
acompanhado pelo aumento da expressao de seus receptores, VLA-4 e VLA-5
(receptores de fibronectina) e VLA-6 (receptor de laminina), sugerindo uma possivel
ocorréncia de disturbios migratérios (Cotta-de-Almeida, 2003).

De fato, um conjunto de experimentos sustenta que o T. cruzi é capaz de
modificar os padrdes fisiol6gicos das células nurse timicas (TNC) (Cotta-de-Almeida,
1997). As TNC compreendem um complexo linfoepitelial, onde uma célula epitelial é
capaz de abrigar variado numero de timdcitos, particularmente aqueles expressando
fendtipo DP (Wekerle e Ketelsen, 1980; Wekerle, 1980; Villa-Verde, 2002). Foi
observada diminuicdo no nuamero e tamanho de TNC quando isoladas de
camundongos infectados, sendo este evento relacionado a apoptose de timécitos
imaturos mediada pela trans-sialidase secretada pelo parasita. Além disso, as TNC
isoladas de animais infectados demostraram maior capacidade em liberar timocitos
gue aquelas isoladas de camundongos normais. Resultados semelhantes foram
também observados in vitro. E interessante notar que as TNC isoladas de animais
infectados tinham seu padrdo de expressdo de ligantes e receptores da ECM
aumentados (Cotta-de-Almeida, 1997; Mucci, 2002).

Considerando que as TNC abrigam majoritariamente timdcitos imaturos,
poder-se-ia imaginar que a capacidade migratoria desses timocitos estaria
modificada na infeccdo de camundongos pelo T. cruzi. Uma evidéncia em favor
dessa hipotese mostrou que a migragdo anormal de timdcitos em animais infectados
pelo T. cruzi, foi observada em experimentos onde a migracdo estimulada pela
fibronectina (FN) foi significativamente aumentada em células DP isoladas de
camundongos infectados (Cotta-de-Almeida, 2003).

Estd demonstrado que quimiocinas também participam na migracdo de
timécitos (Norment e Bevan, 2000; Annunziato, 2001), estando também em
associacdo com ECM (Pelletier, 2000). Resultados do nosso laboratério indicam que
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FN e laminina (LM) aumentam a atividade quimiotatica de CXCL12 para timocitos
DP in vitro, sugerindo que tal interacdo é importante na migracdo e desenvolvimento
de timdcitos (Savino, 2002; Savino, 2004). No contexto da infeccéo pelo T. cruzi, foi
observado aumento na deposicao intratimica de CXCL12, com aumentada co-
expressdo da FN. Resultados semelhantes foram observados quanto a expressao

de CCL4 no timo de animais infectados.

Em conjunto com os padrdes aumentados de quimiocinas, timdcitos isolados
de animais infectados, apresentaram significativa densidade membranar dos
receptores CXCR4 e CCR5, (respectivamente receptores para quimiocinas CXCL12
e CCL4) particularmente na subpopulacdo de timdcitos imaturos DP. Considerando
o aspecto funcional da modulagdo positiva dos receptores para quimiocina
estudados, foi verificado que a alta densidade desses receptores em timdcitos
isolados de animais infectados resultou em maior capacidade de migrar que aqueles
isolados dos animais normais, ndo infectados. Esses dados foram corroborados,
particularmente nos ensaios onde CXCL12 foi adicionado como um quimioatraente.
Adicionalmente, tratamento combinatorio entre CXCL12 e FN, resultou em
importante sinergismo na migracdo de timécitos DN e DP, sendo esta resposta
correlacionada com a aumentada expressao dos receptores CXCR4 e receptores da
FN, (particularmente VLA-4) durante a infec¢cdo pelo T. cruzi (Mendes-da-Cruz,
2006).

Com relacado ao repertdrio de timécitos em animais chagasicos, apesar de ter
sido verificado um aumento no percentual de células DP VB5" e DP VB12*, néo
foram observadas células simples positivas CD4'CD8VB5" e CD4'CD8Vp12*
expressando esses segmentos no timo, sugerindo que 0S processos seletivos
estariam ocorrendo normalmente. Sustentando esta hipotese, a ocorréncia de
alteracdes no repertério de ceélulas T, durante o curso da infeccdo, também foi
observada em 6rgaos linféides periféricos de camundongos. De fato, foi verificada a
presenca de células imaturas DP nos linfonodos subcutaneos e bacos de
camundongos infectados pelo T. cruzi (Cotta-de-Almeida, 2003) e ainda do mesmo
modo, foi demonstrada a presencga de “clones proibidos” (vB5 e vB12) que deveriam
ser deletados no timo, em oOrgaos linfoides periféricos (Mendes-da-Cruz, 2003).
Corroborando esses achados, na analise de recentes emigrantes timicos em
camundongos, células com fendtipo DP isoladas do baco e linfonodos subcutaneos

durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi, apresentaram significativo aumento
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no mMRNA para TNF-R1 e TNF-R2, indicando que as alteracbes na migracdo de
timécitos durante a fase aguda da infecgcédo, sdo em parte favorecidas pelo TNF-a
(Perez A. R. Submetido a PLoS ONE - 2011)

Na severa atrofia do oOrgdo, observada durante o curso da infeccéo
experimental aguda, podem ser destacadas significativas modificacbes no
compartimento linféide. De fato, quando camundongos foram experimentalmente
infectados pelo T. cruzi, desenvolviam progressiva atrofia do timo com intensa morte
celular, particularmente de timdcitos imaturos com fendtipo DP (Savino, 1989; Leite
de Moraes, 1991; Cotta-de-Almeida, 2003). Importante destacar que a atrofia do
timo por morte celular ocorre progressivamente, paralelamente aos aumentos da
parasitemia e dos niveis de citocinas pro-inflamatérias. Nesse contexto, varios
mecanismos estdo relacionados a deplecdo de timocitos durante a fase aguda da
infeccdo experimental de camundongos pelo T. cruzi, incluindo a morte por

apoptose.

Foi demonstrada importante correlacdo entre a diminuicdo da celularidade
observada no timo de animais agudamente infectados e a presenca de corpos
apoptoticos na regido cortical do timo (Savino, 1989), entretanto, 0s mecanismos
envolvidos na deplecdo de timdcitos por apoptose, ainda ndo foram claramente
investigados. Foi evidenciado, por exemplo, que durante a infeccdo ha uma intensa
reacao inflamatdria mediada por TNF-a que ativa o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
por citocinas proinflamatérias como IL-1 e IL-6 causando aumento na producéo de
glicocorticéides, influenciando na viabilidade de timdécitos (Perez, 2007).
Corroborando esses achados, ha evidéncias na literatura, demonstrando que a
producdo de corticoides pelas células epiteliais timicas influenciaria no processo de
morte de timécitos por apoptose (Jondal, 2004; Cole, 2005). Em camundongos
C3H/HeJ, infectados com cepa CL do T. cruzi, a adrenalectomia desses animais nao
inibiu a deplecéo de timécitos (Leite de Moraes, 1991). Apesar disso, foi revelado
que em camundongos C57BL/6 infectados com a cepa Tulahuén, a inibicdo da acao
da corticosterona, preveniu parcialmente a deplecdo macica de timécitos DP
(Roggero, 2006).

Adicionalmente, estudos direcionados a morte de timocitos por apoptose em
camundongos gld/gld revelou que a atrofia timica no modelo murino durante o curso
da infeccdo aguda pelo T. cruzi, ocorre independente da interacdo Fas/FasL ou da

Perforina (Henriques-Pons, 2004).
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Galectina-3 também estd envolvida na migracdo de timdcitos, estando
também aumentada no timo de animais infectados e em culturas de células epiteliais
timicas infectadas in vitro. A andlise do timo de camundongos deficientes para
galectina-3 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi, demonstrou bloqueio da
atrofia timica, indicando que esta proteina que se liga a carboidratos, exerce
relevante papel na deplecéo de timdcitos, durante o curso da infec¢do aguda (Silva-
Monteiro, 2007). E importante destacar que o T. cruzi se liga a galectina-3 para
aderir a laminina, sendo este evento crucial para infeccdo (Moody, 2000;
Kleshchenko, 2004).

De fato, a manutencdo do parasita no hospedeiro é um indicativo de que
produtos parasitarios estariam envolvidos com a morte de timdcitos por apoptose.
Neste contexto, observamos que quando camundongos foram tratados por
benzonidazol, uma droga avaliada para tratamentos clinicos na infeccdo pelo T.
cruzi (Caldas, 2008), houve significativa reducdo da parasitemia que ocorria em
conjunto com a inibigdo da morte de timoécitos por apoptose (Olivieri, 2005).
Corroborando esses dados, Mucci e colaboradores, observaram que a apoptose
verificada em células TNC de animais infectados, € reproduzida em culturas tratadas

por trans-sialidase, uma enzima derivada do parasita (Mucci, 2002).

ATP extracelular também tem acdo pro-apoptética envolvida na morte de
timocitos. Foi observado que o ATP induz um aumento na permeabilizacdo da
membrana celular, particularmente nas células DP de animais infectados, facilitando
o fluxo de calcio através dos receptores P2Z/P2X7, resultando na morte dessas
células por apoptose (Mantuano-Barradas, 2003).

Tomados em conjunto, os dados descritos anteriormente indicam que, a
migracdo e morte de timécitos durante a fase aguda da infeccéo pelo T. cruzi esta
sob diferentes estimulos, envolvendo produtos oriundos do parasita e do tecido
hospedeiro, entretanto os mecanismos relacionados a tais eventos ainda precisam
de estudos mais detalhados. Assim, na infeccdo experimental pelo T. cruzi
decidimos por um lado investigar os possiveis distlrbios na capacidade de TEC em
interagir com timaocitos e, por outro lado, analisar 0s mecanismos que governam a
morte de timoécitos por apoptose, analisando as vias indutoras de ativacdo de
caspases. Além disso, pretendemos avaliar a importancia do timo no curso da
infeccdo aguda, analisando a participagcdo do timo na composi¢do da celularidade

em oOrgaos linféides secundarios de animais timectomizados.

38



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar disturbios de migracdo e morte de timocitos na infecgdo experimental

aguda pelo T. cruzi.

2.2 Objetivos especificos:

1) Definir a celularidade encontrada no timo, linfonodo subcutaneo, linfonodo
mesentérico e baco, em animais infectados pela cepa Tulahuén do T. cruzi.
2) Estudar a importancia do timo na dindmica de popula¢des linfocitarias de
orgdos linféides periféricos durante a fase aguda da infeccdo chagésica

experimental.

3) Verificar in vitro se a infeccdo de células epiteliais timicas (TEC) resulta na
alteracdo de padrbes fisioloégicos das TEC tais como, morfologia e
expressao de componentes da matriz extracelular e seus receptores e sua

capacidade de promover adeséao de timécitos.

4) Analisar a proliferacdo e morte celular no compartimento epitelial timico

apos infeccédo pelo T. cruzi.

5) Investigar as vias indutoras da morte de timécitos, observadas na atrofia

timica no curso da infec¢cdo experimental aguda pelo T. cruzi.

6) Verificar se o tratamento in vitro e in vivo com inibidores de caspases,

inibem a morte de timécitos apods infeccéo aguda pelo T. cruzi.
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3 DOCUMENTO 1

Differential Regional Inmune Response in Chagas Disease

de Meis J, Morrot A, Farias de Oliveira DA, Villa-Verde DMS, Savino W.
PLoS Neglected Tropical Disease (2009) 3(7): e417.

Neste trabalho, relacionado aos objetivos especificosl e 3 analisamos o
comportamento de orgdos linféides central (timo) e periféricos (linfonodos
subcutaneos, mesentéricos e bacgo) apods infeccdo pelo Trypansoma cruzi. Nesse
sentido, revisamos os estudos que apontam para a importancia dos processos de
migracdo e morte celular na dinamica linfocitaria encontrada em cada tecido

durante o curso da infeccéo pelo T. cruzi.

Apesar de ser um artigo de revisdo, estendemos os achados da literatura,
trazendo resultados originais no qual demonstramos o comportamento desses
orgdos apos uma infeccdo de camundongos BALB/c pela cepa Tulahuén do T.
cruzi. Nossos resultados demonstram que assim como outras cepas previamente
estudadas, a cepa Tulahuén promove uma importante atrofia do timo por
deplecdo de timocitos DP e também atrofia dos linfonodos mesentéricos. Por
outro lado, o baco e os linfonodos subcutaneos apresentaram-se hipertrofiados.
Destacamos ainda que células epiteliais timicas (TEC) sao infectadas in vitro pelo
T. cruzi. Por fim, revisamos dados anteriores do nosso grupo demonstrando que
a alteracdo da capacidade migratéria de timécitos estd relacionada com o
aumento na producdo de componentes da matriz extracelular, tais como

fibronectina e laminina.
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4 DOCUMENTO 2

Thymus atrophy and double positive escape are common features in

infectious diseases.

Manuscrito aceito para publicacdo em Journal of Parasitology Research.

de Meis J, Farias-de-Oliveira DA, Nunes Panzenhagen PH, Maran N, Villa-
Verde DMS, Morrot A, Savino W (2011). No prelo.

Neste trabalho, relacionado aos objetivos 1 e 2 revisamos dados recentes
relacionados a atrofia do timo, em particular naquela observada na infeccao pelo T.
cruzi. Discutimos que a atrofia esté relacionada a morte por apoptose e a distlrbios
na migracao de timocitos que geram importante deplecdo de células imaturas DP,
trazendo consequéncias na geracdo da resposta imune. Mostramos ainda que a
timectomia gerou exacerbada populacdo de esplendcitos em animais infectados,
indicando que o timo exerce papel imunoregulatorio na celularidade do baco desses
animais. Adicionalmente, discutimos que as alteracdes observadas nas células DP,
poderiam representar um marcador clinico na progressao de doencas infecciosas,

favorecendo o desenvolvimento de progndstico.
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5 DOCUMENTO 3

Fibronectin modulates the infection of thymic epithelial cells by the

protozoan Trypanosoma cruzi.

Manuscrito em preparacao

Farias-de-Oliveira DA, Cotta-de-Almeida V, Villa-Verde DMS, Riederer |, de
Meis J, Savino W (2011).

Este artigo refere-se aos objetivos 3 e 4. Nele, propusemo-nos a estudar a
capacidade do T. cruzi em modular a producdo de ECM por células epiteliais
timicas. Além disso, investigamos se uma possivel alteracdo na expressao de
elementos da ECM poderia interferir na interacdo entre TEC e timdcitos.
Evidenciamos nas culturas infectadas aumento na deposicdo de componentes da
matriz extracelular, tais como fibronectina, laminina e coladgeno do tipo-IV.
Revelamos que quando as culturas de TEC foram infectadas, aumentou sua
capacidade em interagir com timécitos. Além disso, demonstramos a importancia da
ECM na infeccdo de TEC pelo T. cruzi. Quando as culturas foram previamente
tratadas por elementos da ECM como FN e LM, houve aumento no percentual de
células infectadas. Por outro, tratamento com anticorpos anti-ECM inibiu a infeccao.
Nesse contexto discutimos que as alteracbes na expressao da ECM em células
epiteliais timicas poderiam ser a origem dos distdrbios migratorios observados no
timo de camundongos infectados. Sugerimos ainda que a modulacdo de ECM por

TEC, de alguma forma favoreca a permanéncia do parasita no microambiente timico.
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6 DOCUMENTO 4

Caspase-8 and caspase-9 activity promotes thymocyte apoptosis and

thymus atrophy during acute Trypanosoma cruzi infection.

Farias-de-Oliveira DA, Nunes-Panzenhagen PH, dos Santos DS, Berbert LR,
Savino W, Villa-Verde DMS, de Meis J (2011).

Este dltimo estudo que compde a presente tese relaciona-se aos objetivos
especificos 5 e 6. Nele, analisamos camundongos que sofreram infec¢éo aguda pela
cepa Tulahuén do T. cruzi. Nesse contexo, investigamos a celularidade e, revelamos
os perfis de células apoptéticas. Procuramos ainda identificar a atividade de
caspases nas subpopulacfes de timdcitos revelando as vias indutoras de morte por
apoptose. Verificamos também se tratamento com inibidores da atividade de
caspases, zZVAD-fmk (inibidor geral de caspases), zIETD-fmk (inibidor da caspase-8)
e zLEHD (inibidor da caspase-9), seriam relevantes para restaurar a viabilidade
celular em timécitos oriundos dos animais infectados. Nossos resultados mostraram
importante deplecdo de timécitos, considerando todas as subpopulac¢ées, indicando
uma correlacdo com a morte celular por apoptose. Revelamos intensa atividade das
caspases-8 e 9, com diminuicdo de celularidade nos quatro estagios de
diferenciacéo intratimica definidos pela expressdo de CD4 e CDS8. Vimos que o
tratamento in vivo e in vitro por zVAD-fmk inibiu a morte de timdcitos oriundos de
animais infectados. Entretanto, nenhum efeito significativo foi observado no
tratamento por inibidores especificos zIETD-fmk e zLEHD-fmk. Interessante que na
analise de células do epitélio timico infectadas no sistema in vitro, ndo identificamos
indicativos de morte por apoptose. Tomados em conjunto, esses resultados sugerem
que caspases podem ser consideradas como alvo terapéutico no sentido de
restaurar e inibir a atrofia timica apds infec¢cdo chagéasica aguda e conseqientes

distarbios nos 6rgaos linféides periféricos.
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7 DISCUSSAO

Na presente tese, desenvolvemos uma série de experimentos visando a
aprofundar os estudos sobre o timo de camundongos submetidos a infeccdo aguda
pelo T. cruzi. Inicialmente abordando o compartimento epitelial timico, ressaltamos o
fato de as TEC serem passiveis de infeccdo tanto in vivo como in vitro (Savino,
1989; Da Costa, 1991; Cotta-de-Almeida, 1997), o que nos leva a aceitar a hipotese
de uma acao direta do parasita sobre o compartimento epitelial timico. Estendendo
esses achados, infectamos a cultura de células epiteliais da linhagem IT-76M1 pela
cepa Colombiana do T. cruzi (documento 1, figura 2b). Nesse contexto, nosso
objetivo foi compreender se a infecgéo in vitro de TEC resultaria na modulacdo dos
componentes de ECM e seus receptores, e ainda, se esta modulacdo promoveria
distarbios na interacdo heterotipica entre as TEC e timdcitos, evento que € em parte
mediado por ligantes e receptores de ECM (Savino, 2004; Dardenne, 2009).

Analisando as caracteristicas das culturas de TEC infectadas, observamos
que a presenca do parasita modificou o aspecto morfolégico das culturas,
promovendo prolongamentos da membrana celular, particularmente nas células
parasitadas (documento 3, figura 1a). Os achados na literatura sugerem que estas
caracteristicas sdo também encontradas em culturas de células nao-fagocitarias
infectadas pelo T. cruzi. Verificou-se na infeccao in vitro de células HelLa e Vero, que
0os prolongamentos da membrana séo estruturas ricas em laminina, fibronectina e
vitronectina (Procopio, 1999). Como discutiremos mais adiante, demonstramos que
culturas de TEC infectadas também apresentam um aumento bastante evidente na

expressao de proteinas de ECM.

Cabe salientar que as alteragdes nos padrbes morfoldgicos em culturas de
TEC infectadas ocorreram em paralelo a uma diminuigdo na capacidade proliferativa
dessas células. Esta analise foi possivel ap0s observarmos que o0s espacos
intercelulares nas culturas infectadas pareciam ser maiores que nas culturas
normais. De fato, apds contagem das diferentes preparagfes de TEC, por exclusdo
em azul de trypan ou por marcagcao com BrdU, verificamos que a presenca do T.
cruzi nessas culturas retardou a capacidade proliferativa das TEC (documento 3,
figuras 4a e b). E importante ressaltar que a diminuicéo da celularidade esta de fato
relacionada a inibicho do ciclo e ndo a morte celular, como revelado nas

identificacbes das TEC marcadas por anexina-V (documento 3, figura 4c).
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Entretanto, ndo sabemos se o efeito inibitorio na proliferacdo das culturas infectadas
seja resultante da presenca do parasita ou de produtos por ele liberados. Desse
modo, seria importante investigar se, mantendo o T. cruzi em meio axénico, e em
seguida cultivando as TEC neste meio, conseguiriamos reproduzir Nossos

resultados.

Outro passo neste mesmo trabalho foi investigar se diferentes componentes
da ECM em cultivos de TEC, infectadas ou ndo pelo T. cruzi. Verificamos por
imunofluorescéncia indireta, aumento na expressdo de fibronectina, laminina e
colageno do tipo IV, 48 horas apoés infeccdo, o que foi confirmado de forma
semiquantitativa por ensaio imunoenzimatico e imunohistoquimica. Tomados em
conjunto nossos resultados indicam que a infeccdo de TECs pelo T. cruzi resulta na
modulacdo da expresséo de elementos da ECM, tais como fibronectina, laminina e

colageno do tipo IV (documento 3, figuras 1a e b).

O envolvimento de moléculas de ECM na interacdo parasita/célula ja foi
demonstrado por diferentes autores como facilitador da infeccado pelo T. cruzi. De
fato, foi evidenciado aumento no namero de células infectadas quando as culturas
da linhagem 3T3 ou o parasita foram previamente tratados por fibronectina (Ouaissi,
1985). Por outro lado, tratamento prévio por anticorpos anti-laminina foi capaz de
inibir a infeccdo (Giordano, 1994). Confirmando a hipétese de que elementos da
ECM de fato facilitam a infeccao de diferentes tecidos pelo T. cruzi, foi demonstrado
recentemente que o silenciamento génico através de interferéncia do RNA da cadeia
y-1 da laminina em linhagem de adenocarcinoma humano (HeLa) também inibiu em
parte a entrada do parasita (Nde, 2006). Esses achados nos levaram a realizar
experimentos funcionais, tratando previamente as culturas de TEC com fibronectina,
ou por anticorpos bloqueadores anti-fibronectina. Verificamos que quando as
culturas de TEC foram tratadas por fibronectina, houve significativo aumento no
percentual de células infectadas. Em conjunto, nossos resultados sugerem que a
fibronectina seja importante na interacdo entre TEC e T. cruzi (documento 3, figura
3a).

As diferencas encontradas nos percentuais de infeccédo apds tratamento das
culturas da linhagem de TEC IT-76M1, talvez estejam em parte relacionadas a
biodisponibilidade de receptores para fibronectina, distribuidos respectivamente, nas
membranas do T. cruzi e das TEC, e consequentemente com a quantidade dessas

moléculas utilizadas pelo parasita na sua interacdo com as TEC.

144



Os experimentos em que mostramos modulacédo nos percentuais de infeccéo,
apos tratamento das culturas de TEC por anticorpos anti-ECM, confirmam a hipétese
discutida anteriormente, visto que, o bloqueio da fibronectina em culturas de TEC e
TNC também modulou a entrada do parasita (documento 3, figuras 3a e b). Esses
resultados nos levam a acreditar, que talvez haja uma relacdo 6tima da quantidade

de ECM expressa pelas TEC, e os receptores disponiveis no parasita.

Conhecendo a participacdo de ligantes e receptores da ECM na interagao
TEC/timécitos (Savino, 2003; Ocampo, 2008), decidimos investigar, se estes
padrées estariam modificados, quanto ao grau de adesdo de timdcitos normais,
sobre as preparacdes de TEC, e ainda determinar o fenotipo dos timécitos aderidos.
Quando analisamos os experimentos de adesao, observamos que esta foi maior nas
culturas de TEC infectadas (documento 3, tabelal). Além disso, verificamos nas
culturas infectadas, que houve adesédo preferencial dos timécitos sobre as células
particularmente parasitadas (documento 3, figuras 2a e b). Embora ndo tenhamos
feito analises adicionais, é possivel que a adesédo preferencial de timécitos sobre
TECs parasitadas, tenha sido reforcada por outras moléculas requeridas na
interacdo TEC/timocitos como LFA-3 e ICAM-1 e seus respectivos receptores CD2 e
LFA-2 (Vollger, 1987; Singer, 1990a; Singer, 1990b).

Este conjunto de resultados sugere que a infeccdo das TEC pelo T. cruzi
resulte em alteracdes funcionais, incluindo a capacidade proliferativa. Além disso, a
presenca do parasita foi capaz de modular diferentes componentes da matriz
extracelular, sendo que esta modulacdo esta diretamente relacionada com as
modificacdes nas interacBes heterotipicas entre TEC/timd4citos. Por outro lado,
destacamos que o aumento na producdo de componentes da ECM na infeccéo de
TEC poderia ser um mecanismo utilizado pelo T. cruzi para facilitar a infeccdo em
células do microambiente timico, tais como nas TEC. Essa hipétese € sustentada
nos resultados obtidos em tratamentos das culturas de TEC por adi¢cdo ou bloqueio
de componentes da ECM, modulando a interagdo TEC/T. cruzi.

Um segundo aspecto estudado na presente tese, refere-se a morte de
timécitos durante a infec¢cdo aguda pelo T. cruzi. Estudos anteriores no modelo
murino mostraram a participacdo direta de diferentes moléculas como trans-
sialidase, TNF, glicocorticéides, galectina-3 e ATP extracelular (Leite de Moraes,
1991; Mantuano-Barradas, 2003; Mucci, 2006; Perez, 2007; Silva-Monteiro, 2007).

Por outro lado, foi evidenciado que Fas e perforina ndo estariam envolvidos na
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atrofia timica de camundongos infectados pelo T. cruzi (Henriques-Pons, 2004). E
interessante notar que nesses trabalhos os autores fazem referéncia apenas a
deplecdo de células DP, ndo estando claro como outras subpopulacées como DN,
CD4" e CD8" sdo afetadas na infecgdo aguda. Nossos resultados demonstram que a
atrofia do timo no curso da infec¢cdo aguda de camundongos infectados pela cepa
Tulahuén (documento 4, figura 1a), esta associada a perda da celularidade do 6rgéo
com comprometimento de todas as subpopulacées de timécitos (DN, DP, CD4" e
CD8") por apoptose, como demonstrado nos nimeros absolutos e nas marcacées

por anexina-V (documento 4, figura 1c).

Como morte por apoptose esta relacionada a intensa atividade de caspases
(Taylor, 2008), investigamos as cascatas de ativacdo de caspases pela via
extrinseca e intrinseca, analisando nas subpopulacdes de timocitos em
camundongos normais e infectados. Vimos que a atrofia timica que ocorre em
camundongos na fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi, € em parte mediada por
intensa atividade de caspases em timocitos, uma vez que os dados de anexina-V
sdo similares aos de atividade de caspases (VAD-FITC). Além disso, verificamos
gue as ceélulas DP séo o principal alvo da atividade de caspases, embora, também
tenhamos observado apoptose e atividade de caspases em células DN, CD4" e
CD8" (documento 4, figuras le 2).

De acordo com a literatura a atividade da caspase-8, € induzida por
receptores como na interacdo Fas/FasL, TNFR/TNF e TRAIL. Por outro lado, a
ativagdo pela via intrinseca, € iniciada pela caspase-9, e esta relacionada com a
privacdo de fatores de crescimento e liberacdo do citocromo c¢ no citoplasma. Na
investigacdo da morte celular por atividade de caspases, diversos autores
demonstraram que, em seguida a ativacdo das caspases iniciadoras 8 ou 9, ocorre
ativacdo de caspases efetoras, tais como 3 e 7 (Taylor, 2008; Tait e Green, 2010).
Nossos resultados demonstraram em células DN, DP, CD4" e CD8" oriundas de
animais infectados, que além da aumentada ativacdo de caspases 8 e 9, houve
também importante participagdo da caspase-3 nas diferentes subpopulacdes de
timocitos (documento 4, figura 2). Cabe salientar que analisando pontualmente
essas subpopulagcdes, vimos uma ativacao preferencial da caspase-8 em células
CD8", sendo a caspase-9 mais evidente em células CD4", apesar das duas

caspases iniciadoras estarem aumentadas nessas células.
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E importante ressaltar que caspases sdo abundantemente encontradas no
processo de diferenciacdo intratimica de timécitos, e poderiam estar envolvidas na
morte por apoptose (Zhang, 2005; Sohn, 2007). Por outro lado, foi demonstrado em
camundongos deficientes para caspases-2, 3, 8 e 9 que a diferenciacdo de timécitos
ocorria normalmente, apontando que a participacdo de caspases na geracao de
células apoptéticas durante a maturagdo de timdcitos ainda precisa ser melhor
esclarecida (Woo, 1998; Doerfler, 2000). Em nosso trabalho, demonstramos que a
atividade das caspases 9, 8 e 3 em timécitos frescos, isolados de animais normais
(ndo infectados) variava entre 2-10 por cento respectivamente (documento 4, figura
2).

Considerando o uso farmacoldgico de inibidores da morte por apoptose
(Green e Kroemer, 2005), resolvemos investigar se o tratamento in vitro ou in vivo
(por injecéo intratimica) com zIETD-fmk e zLEHD-fmk (bloqueadores de ativacdo de
caspase-8 e caspase-9 respectivamente) ou por zZVAD-fmk (bloqueador geral da
atividade de caspases), poderia inibir a atividade das caspases em timocitos de
camundongos infectados. Verificamos inicialmente no tratamento in vitro inibicdo da
morte de timdcitos quando tratados por zVAD-fmk ou por zIETD-fmk, no entanto
zLEHD-fmk teve efeito menor sobre essas celulas, comparando com o peptideo
controle zFA-fmk, indicando que as duas vias sédo ativadas na apoptose de timécitos.
Esses resultados nos levaram a especular se o tratamento combinado das culturas
com zIETD-fmk e zLEHD-fmk apresentaria resultados semelhantes aqueles
observados em zVAD-fmk. Evidenciamos que apo0s o tratamento combinado entre
zIETD-fmk e zLEHD-fmk, houve significativa inibicdo de morte (documento 4, figura
3). Além disso, como vimos inibicdo de morte nos cultivos de timécitos oriundos dos
camundongos infectados, era plausivel pensar que semelhante tratamento in vivo,
poderia reverter em parte a atrofia timica observada no curso da infeccdo aguda
pelo T. cruzi. Verificamos que quando os animais foram tratados por injecao
intratimica com inibidores especificos, nenhum efeito significativo foi evidenciado
nos numeros absolutos da celularidade total, assim como em cada subpopulagéo de
timécitos. Por outro lado, tratamento com zVAD-fmk, foi capaz de inibir a atrofia
timica, protegendo particularmente as células imaturas DP e DN (documento 4,
figura 4a, b e ).

Estes resultados evidenciam correlacdo direta entre a atrofia timica e intensa
atividade de caspases nas subpopulagdes DP, DN, CD4" e CD8" na infeccdo pelo T.

cruzi. Entretanto, tais resultados nédo estabeleceram um papel funcional para o timo
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na infeccdo experimental aguda pelo T. cruzi. Como revisado no documento 1, a
infeccdo pelo T. cruzi gera importante ativacdo das respostas inata e adquirida, com
expansao celular do baco e linfonodos subcutaneos, e persistente ativacédo policlonal
de linfocitos T e B (Minoprio, 1986a; Minoprio, 1986b; de Meis, 2008; Chamond,
2009). Por outro lado, resulta em significativa atrofia do timo e dos linfonodos
mesentéricos (Savino, 1989; de Meis, 2006; Savino, 2006). Para tentar esclarecer o
papel do timo na dindmica das populacdes linfocitdrias em o6rgdos linféides
periféricos durante a infeccdo experimental aguda pelo T. cruzi, camundongos
BALB/c timectomizados foram infectados por via intraperitoneal com 100 formas
tripomastigotas da cepa Tulahuén do T. cruzi. Verificamos que a timectomia néo
alterou a celularidade dos linfonodos mesentéricos e subcutaneos. Porém, a
auséncia de células derivadas do timo durante o curso da infeccdo experimental
aguda, aumentou significativamente o numero de esplendcitos, indicando que
células T derivadas do timo podem modular a celularidade do ba¢go de camundongos
infectados (documento 2, figura 3). E importante ressaltar que células T TCRyd"
isoladas do bago de camundongos infectados pelo T. cruzi, exerceam importante
atividade supressora sobre linfocitos T (Cardillo, 1998). Adicionalmente, como
demonstrado em animais timectomizados cronicamente infectados, a timectomia
atuou inibindo os mecanismos imunoreguladores, gerando aumentada reacao
autoimmune que culminou com a geracdo de danos ao miocardio dos animais
timectomizados (Bottasso, 1993).

Como mencionado anteriormente, trans-sialidase, TNF, hormonios
glicocorticéides, galectina-3 e ATP extracelular, mas ndo Fas e perforina, promovem
apoptose de timdcitos na infeccdo pelo T. cruzi (Savino, 1989; Leite de Moraes,
1991; Leite-de-Moraes, 1992; Mantuano-Barradas, 2003; Henriques-Pons, 2004;
Mucci, 2005; Mucci, 2006; Silva-Monteiro, 2007). Entretanto, a maioria desses
estudos foram feitos in vitro em timocitos estimulados ou pela infeccdo de
camundongos com disrup¢cdes génicas para moléculas especificas. Nossos dados in
vivo, claramente indicam que, a atrofia timica e a apoptose de timécitos durante a
infeccdo aguda pelo T. cruzi envolve a ativacdo das caspases-8 e -9. Uma possivel
implicagdo no conhecimento dos mecanismos intracelulares da morte de timocitos é
pontuar o principal indutor in vivo dessa morte. Entre as moléculas descritas
envolvidas na deple¢do de timdcitos no curso da infeccdo, nossos dados sugerem
que glicocorticoides sao fortes candidatos nesse fenbmeno, uma vez que ja foram

descritos como relacionados a morte de timocitos e a ativacdo de caspases-8 e -9.
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Além disso, o papel dos receptores de TNF na atrofia timica durante a infeccéo pelo
T. cruzi parece estar associado a uma resposta imunoneuroenddécrina desregulada,
estimulando o eixo HPA e levando a uma deplecdo induzida por glicocorticoides.
Corroborando esta hipotese, verificamos que 90% dos timdcitos foram marcados
com anexina V depois de incubados com 100nM de hidrocortisona por 18 horas.
Entretanto, tratamento com inibidores de caspases-8 (z-IETD) e -9 (zLEHD),
bloqueou parcialmente a apoptose dessas células (50% de células anexina V%),
sendo que o inibidor geral de caspases (z-VAD), bloqueou completamente os efeitos
da hidrocortisona (30% das células anexina V*, similar ao controle) (dados n&o
mostrados). Uma possivel explicacdo para os efeitos negativos de Fas na apoptose
de timadcitos durante a infeccdo pelo T. cruzi € o fato de que Fas estimula a ativacao
da caspase-8 e nossos dados demonstram que o blogueio dessa caspase in vitro e
in vivo é suficiente para impedir a apoptose de timocitos. O mecanismo intracelular
da apoptose de timocitos mediado por trans-sialidase, andrégenos, galectina-3 e

ATP, precisam ser investigados mais profundamente.
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O conjunto de resultados apresentados na presente tese nos leva a concluir
que a infeccao pelo T. cruzi gera distarbios nos compartimentos epitelial e linféide do
timo, interferindo na capacidade das TEC em interagir com timdcitos, promovendo
ainda apoptose das subpopulacdes DP, DN, CD4" e CD8" pelas vias de caspase-8 e
caspase-9. Além disso, concluimos que o timo exerce papel relevante na regulacéo
da celularidade dinamica linfocitaria no baco de animais submetidos a infeccéo
experimental aguda pelo T. cruzi. Neste contexto, acreditamos que sera relevante

continuar esses estudos conforme se segue:

1) Em camundongos submetidos a infeccdo aguda e tratados por

injecdo intratimica com zVAD-fmk .

a) Investigar a frequéncia de células T reguladoras no timo, baco,

linfonodo mesentérico, linfonodo subcutaneo e coracao.

b) Verificar a presenca de recentes emigrantes timicos em 6rgaos

linféides periféricos.

c) Fazer analise comparativa da extensao da miocardite.

2) Em camundongos timectomizados e infectados.

a) Investigar a frequéncia de células T reguladoras no baco, linfonodo

mesentérico, linfonodo subcutaneo e coracgéao.

b) Fazer analise comparativa do grau de miocardite nestes animais.
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10 ANEXOS

10.1 Artigos cientificos em colaboracado, publicados durante a realizacdo da

tese

Chagasic thymic atrophy does not affect negative selection but results in
the export of activated CD4+CD8+ T cells in severe forms of human
disease
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