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INTRODUCAO

0 protozodrio hemoflagelado Trypanossoma cruzi, é o agente etioldgico da Doenga de Chagas; doenca transmitida através dos insetos triatomineos (SALVATELLA, R. 2007; LAUER,
B. et al. 1997). Estima-se que existam aproximadamente 12 milhdes de portadores da doenga cronica nas Américas, cerca de 2 a 3 milhdes no Brasil (AGENCIA FIOCRUZ, 2013).
Em 2005, as autoridades brasileiras — Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério da Satide — promoveram o Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, provendo diversas
informacdes a respeito da doenca, a fim de atenuar o indice de contdgio. Apesar dessa iniciativa apresentar algum éxito no controle da transmissdo vetorial, a falta de tratamento
eficaz, oumesmo a inexisténcia de umavacina, impossibilitam a erradicacdo da doenca, principalmente para aqueles com a forma cronica da mesma (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).
A combinacdo da resposta imune inata e adaptativa, desempenhadas por macréfagos, células B (KUMAR, S. AND TARLETON, R. L. 1998), células T (TARLETON, R. L. et al. 1992;
ROTTENBERG, M. E., et al 1993; ROTTENBERG, M. E., et al 1996), e citocinas tipo 1, controlam a parasitemia durante a infeccdo aguda, mas o T. cruzi permanece em tecidos do
hospedeiro ao longo da vida (TARLETON, R. L., GRUSBY, M. J. AND ZHANG, L. 2000). Células T (D8 sdo cruciais para o controle da disseminagéo do Trypanossoma cruzi durante a fase
aguda dainfeccdo (PADILLA AM. et al 2009). A presenca de células T (D8 tem sido demonstrada em andlises histopatoldgicas da fase cronica da infeccdo. Células TCD8 ativadas tém
a capacidade de produzir IFN-y e de mediar citotoxicidade, e tém sido associadas tanto com o controle do parasita quanto com a lesdo patoldgica. A descricdo de populagdes de
células T (D8 caracterizadas como inflamatdrias (IFN-y +) e citotdxicas (Perforina+) vem elucidando a dualidade funcional das células T (D8, implicando as células TCD8 citotdxicas
na causa da cardite enquanto que as células TCD8 inflamatdrias como responsdveis pelo controle do parasita (SILVERIO JC. et al. 2010)

Além disso, células T sofrem morte por apoptose durante a infeccdo pelo T. cruzi (LOPES, M. . et al. 1995), e a estimulagdo antigénica excessiva e prolongada de linfécitos T induz
a expressao de receptor de Fas e de ligante de Fas (FasL) em linfdcitos T tornando-as suscetiveis a sofrer apoptose via Fas-FasL (LOPES, M. F. et al. 1995; LOPES, M. F. et al. 1999).
(élulas apoptdticas aumentam a replicagdo do parasita em macréfagos co-cultivados (FREIRE DE LIMA, C. G. et al. 2000; NUNES, M. P. et al. 1998) permitindo a persisténcia cronica
do parasita. A apoptose de células imunes como os linfécitos T tem um impacto profundo na capacidade efetora dessas células, induzindo sua perda funcional gradualmente,
diminuindo a habilidade proliferativa, producao de IL-2, e fungdo citotdxica (WHERRY EJ. 2011; JINHT. et al. 2011) - fendmeno de exaustao de células T (WHERRY EJ. 2011). Células
T exauridas apresentam alta e sustentada expressao de moléculas inibitdrias como o programa de morte- 1 (PD-1), proteina- 3 contendo um dominio de mucina (TIM-3) e gene- 3
de linfdcitos ativados (LAG-3) (WHERRY EJ. 2011). Tais evidéncias, in vivo, induzem ao questionamento se a inibicdo da apoptose pode modular a resposta imune durante a fase
aguda da infecgdo com T. cruzi.

OBJETIVO
(aracterizar funcionalmente os linfdcitos T (D8 ap6s a inibicdo in vitro da apoptose, no modelo experimental da doenca de Chagas.

METODOLOGIA

Todos os processos e experimentos com camundongos foram executados de acordo com as normas do Comité de Etica institucional.

Infeccao dos camundongos com Trypanosoma cruzi e manutencdo do parasita.

A infeccao foi feita com 2x105 formas de tripomastigotas de T. cruzi (Dm28c) em camundongos BALB/c com 6 a 9 semanas. Para obter as formas
tripomastigotas a metaciclogénese foi induzida quimicamente. Os camundongos utilizados nos experimentos se encontravam em fase aguda, com 19 a
22 dias apds a infeccao.

Obtengdo de linfocitos esplénicos.
Baco de camundongos infectados pelo T. cruzi ou de camundongos normais foram coletados e macerados. Foi feita a lise das hemdcias na solugao de
células obtida. As células esplénicas foram incubadas em colunas de |a ou foram cultivadas. As células T enriquecidas em colunas de 1 e as células totais
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do baco foram ressuspendidas em DMEM suplementado (piruvato de sédio, aminodcidos ndo-essenciais, glutamina, B-mercaptoetanol) com 10% de SFB,
contadas e plaqueadas (2x106/po¢o/500pL). Foram cultivadas por 48h, somente com meio de cultura ou com anticorpos monoclonais anti-CD3 e com
zZVAD (peptideo inibidor de caspases) ou DMSO (controle do diluente).

Inibicdo da apoptose.

Linfocitos T foram cultivados na presenca ou auséncia de anticorpos monoclonais anti-CD3, e tratados com zVAD ou DMSO, por 48h.

Citometria de Fluxo.

A expressdo de fosfatidilserina para identificacao de células apoptéticas foi realizada através do uso de anticorpos anti-Anexina V. Para identificacdo de
células necréticas utilizou-se o 7AAD capaz de marcar células com membrana plasmatica permedveis. A caracterizacao funcional foi realizada através do
uso de anticorpos monoclonais acopladas a fluorocromos anti-CD8, anti-Perforina, anti-Granzima B e anti-IFNy. A exaustéo celular foi analisada através
da marcacao do PD1, e a capacidade citotéxica por meio de anticorpos anti-CD107, marcador de degranulacdo.

RESULTADOS

Nossas analises, ex vivo, mostraram que animais infectados apresentam elevado nimero de células T exauridas (CD8+ PD1+) em comparacao com o animal normal
na fase aguda da infeccao. Com o intuito de observar se o processo de ativacdo estaria levando a exaustdo clonal, reestimulamos a cultura com anti-CD3 e também
observamos aumento significativo do percentual de células T CD8 exauridas (PD1+). Esses dados corroboram com os achados da literatura que mostraram aumento
de PD1 em linfdcitos T na infeccdo com T. cruzi, in vivo e in vitro (FREDY R. S. et al. 2011).

Continuando nossa avaliacao da capacidade funcional das células T durante a infeccdo, nds investigamos a citotoxicidade das células T (D8 através do marcador de
degranulcao (D107. Na avaliacdo, ex vivo, ndo observamos diferenca na expresséo de (D107, em células T CD8 entre os animais infectados e o normal. Entretanto, na
cultura de linfdcitos esplénicos de animais infectados, hd uma elevada porcentagem de células T (D8 (D107, apds estimulo com anti-CD3 em comparacdo com as
células cultivadas somente com meio.

Para investigar se a produgdo de células TCD8 (D107-+ era consequente da morte celular, nds avaliamos a apoptose das células T (D8 esplénicas de animais infectados;
e observamos o aumento células T (D8 apoptéticas Anexina V+. A reativacdo, in vitro, com anti-CD3 destes linfocitos aumenta o percentual de células em apoptose,
através da marcacdo de caspase 3.

Buscando entender o papel da apoptose no perfil das células T efetoras, usamos o inibidor de caspases (zVAD) na cultura de células T de animais infectados. 0 uso do
ZVAD na cultura estimulada com anti-CD3 diminui a expressao de caspase 3 e 0s niveis de morte por apoptose se comparado ao controle (diluente DMSO) corroborando
com os dados prévios do nosso grupo (SILVA EM. et al. 2007). 0 uso do zVAD diminui o percentual de células T (D8 PD-1-+ em relagdo as células reativadas com anti-
(D3 ou com o controle (DMSO0). Estes dados estao de acordo com as evidéncias que a diminui¢ao da expressao de PD1 em células T (D8 e APC aumenta a resisténcia a
infecdo observada através da diminuicdo da parasitemia (FREDY R. S. et al. 2011). Entretanto esse grupo mostrou que o bloqueio PD-1/PDL-1 aumenta a mortalidade
dos animais infectados com T.cruzi (FREDY R. S. et al. 2011). SILVA EM. et al. (2007) mostraram diminuicao da parasitemia em camundongos tratados com zVAD na
fase aguda da infeccdo. Esses dados em conjunto indicam o papel relevante das células T (D8 quando resistentes a exaustdo e a apoptose.

Sabe-se que linfocitos T (D8 quando ativados com anti-CD3 produzem altos niveis de IFN-y, perforina e grazima (NUNES, M. P. et al. 1998; HENRIQUES-PONS A, 2002).
Dessa forma, com o intuito de investigar a capacidade funcional de células T (D8 que sdo resgatadas da morte por apoptose, apés inibicao com zVAD, avaliamos a
expressdo de (D107, perforina, granzima B e IFN-y por células T (D8. 0 uso do zVAD resultou no aumento da expressao de (D107 e no aumento percentual de células
TCD8 IFN-y+, TCD8 perforina-+ e TCD8 granzima+ mostrando, portanto, células T (D8 com diferentes capacidades funcionais. SILVERIO JC. et al. (2010) mostraram que
células T CD8 perforina+ causam lesao no tecido cardiaco em camundongos infectados enquanto que células TCD8 IFN- y+ néo sao ndo implicadas na lesdo cardiaca.

CONCLUSAO

Nossos dados demonstraram que a capacidade de linfécitos T (D8 produzirem IFN-y e efetuar citotoxicidade via granzima B e perforina sdo afetadas pela persisténcia do
parasita e excesso de reativacao, gerando células exaustas e que morrem por apoptose. A inibicdo da apoptose dos linfécitos T (D8 pelo ZVAD aumenta a capacidade efetora
via produgdo de IFN- y e citotoxicidade via granzima B e perforina; resgatando as células T (D8 da exaustéo. Portanto nossos dados sugerem que a inibi¢do da apoptose
promove a sobrevivéncia e recuperacao da capacidade efetora das células T (D8 na infeccao peloT. cruzi.
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