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. RESUMO

Repeticbes de aminoacidos estdo presentes em proteinas de todos os
organismos Vvivos; no entanto, varios protozoarios parasitos intracelulares
possuem maior quantidade dessas repeticbes nos seus proteomas, 0 que
poderia estar relacionado com a capacidade de imuno-evasdo. A proteina
ribossbmica L7a do Trypanosoma cruzi contém repeticbes na porcdo N
terminal. Para investigar o papel dessa repeticdo foram produzidas as
proteinas recombinantes completa (TcL7a) e suas versbes truncadas;
TcL7aRep, contendo somente a parte repetitiva, e TcL7aARep, contendo a
parte ndo repetitiva. Ap0s imunizacbes com essas proteinas, camundongos
BALB/c foram infectados com tripomastigotas sanguineos do clone CL Brener
de T. cruzi. A imunizacdo com a proteina TcL7a inteira protegeu animais contra
a infeccao pelo T. cruzi pois diminuiu tanto a parasitemia quanto a mortalidade,
enquanto a imunizagdo com a parte nao repetitiva TcL7aARep nao teve efeito
significativo. Entretanto, a imunizacdo com a parte repetitiva TcL7aRep levou
ao aumento da parasitemia e da mortalidade nos animais infetados. Para
elucidar o mecanismo pelo qual a imunizagcdo com TcL7aRep tornou os
camundongos mais susceptiveis a infeccdo, avaliamos a producdo de
anticorpos especificos anti-T. cruzi nos animais infectados. Evidenciou-se uma
menor quantidade de anticorpos IgM e IgG total contra o extrato proteico de T.
cruzi em animais imunizados e infectados em comparacdo aos animais
infectados do grupo controle (ndo imunizados). Andlises histopatolégicas de
tecido de coracdo mostraram menor quantidade de infiltrado celular inflamatério
e maior numero de ninhos integros de amastigotas quando comparados com o
grupo controle. Apés estimulacdo de esplendcitos in vitro com Concanavalina A
e a-CD3 observou-se que, quando incubados com a proteina contendo as
repeticdbes TcL7aRep, os linfocitos T CD4+, T CD8+ e linfécitos B CD19+
proliferaram menos do que os controles. Além disso, a incubacgéo por 24 horas
com a TcL7aRep antes do estimulo resultou em uma diminuicdo na expressao
de moléculas de superficie importantes para a resposta imune adaptativa, tais
como CD3, CD4, CD8 e CD25 em linfécitos do baco de camundongos nédo
infectados. Nossos dados indicam portanto que os animais imunizados com

TcL7aRep ou esplendcitos incubados in vitro com essa proteina apresentam



uma resposta indicativa de imunossupressao, o que poderia explicar a maior
susceptibilidade dos animais imunizados com a porcao repetitiva da proteina a
infecgao pelo T. cruzi. Assim como estudos anteriores relacionando o papel de
outras repetices presentes em antigenos do T. cruzi, como as repetices
SAPA presentes nas transialidases, os dados desse trabalho corroboram a
existéncia de mecanismos de imunossupressdo causada por repeticdes
presentes em antigenos do parasito como parte das estratégias desenvolvidas

por esse patdgeno que permitem sua sobrevivéncia no hospedeiro mamifero.



ABSTRACT

Amino acid repeats are present in all organisms. However, the predicted
proteomes of intracellular parasites have a higher content of repetitive domains
than the proteomes of extracellular parasites or free living microorganisms. The
presence of repeat domains has been associated with the immune-evasion
capacity of different pathogens. The ribosomal Trypanosoma cruzi L7a protein
contains a repeat domain at its N-terminus. To investigate the role of this repeat
domain, we produced three versions of the recombinant, corresponding to the
entire protein (TcL7a) and the truncated version that contains only the repeats
(TcL7aRep) or the non-repetitive region (TcL7aARep). Immunization of BALB/c
mice with these three proteins, followed by challenge with bloodstream
trypomastigotes of the CL Brener clone showed that immunization with the
complete TcL7a protein protected the animals against T. cruzi infection since
parasitemia and mortality were diminished, while the immunization with the non-
repetitive TcL7aARep did not result in a significant effect. Surprisingly,
immunization with the repeat domain TcL7aRep results in exacerbated
parasitemia and mortality in all infected animals. To elucidate the mechanism by
which the TcL7aRep augments the susceptibility of mice to infection, we
evaluated the specific antibody production against T. cruzi whole cell extracts in
sera from infected animals. We observed lower levels of IgM and total 1gG
antibodies against the protein extract of T. cruzi in immunized and infected
animals compared with infected animals that were not immunized (control).
After splenocyte in vitro stimulation with concanavalin A and a-CD3, we
observed that, when splenocytes are incubated with TcL7aRep, CD4+ and
CD8+ T lymphocytes and CD19+ B lymphocytes were less able to proliferate
than control lymphocytes. Additionally, a 24 hours incubation with TcL7aRep
before stimulation resulted in a decrease of surface important molecules for
adaptive response, such as CD3, CD4, CD8 and CD25 in lymphocytes from
spleen obtained from non-infected mice. Taken together, our data indicates
that animals immunized with TcL7aRep or splenocytes incubated in vitro with
this antigen present an immunossupressive phenotype, which could explain the
higher susceptibility to infection with T. cruzi of all animals immunized with the

repeat domain. Similar to other studies that investigated the role other T. cruzi



antigens, such as trans-sialidase containing the SAPA repeats, our study
correlates the existence of an immunossupressive mechanism caused by
parasite antigenic repeats as part of its strategy to survive inside the mammal
host.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana foi descoberta por Carlos
Justiniano Ribeiro Chagas no ano de 1909, e foi ele também quem elucidou o
ciclo de vida do parasito Trypanosoma cruzi, o agente etiolégico dessa doenca
(1). E considerada uma doenca negligenciada, que afeta de 6 a 7 milhdes de
pessoas ao redor do mundo (2). E uma doenca endémica da América Latina,
no entanto nos ultimos anos tém sido reportadas infeccbes com este parasito
em paises ndo endémicos como Canada, Estados Unidos e outros paises da
Europa, causadas principalmente por transfusdes de sangue e transplante de
orgdos de pacientes infectados, vindos de paises endémicos, a pacientes
sadios (2, 3).

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado, e parasito intracelular
obrigatorio; junto com os causadores da Doenca do sono, o Trypanosoma
brucei, e os causadores da Leishmaniose, os parasitos do género Leishmania,
eles pertencem a familia dos cinetoplastideos por apresentarem uma estrutura

granular contendo DNA mitocondrial chamado cinetoplasto (4).

O T. cruzi tem um ciclo de vida complexo, infectando tanto hospedeiros
vertebrados quanto invertebrados. O hospedeiro invertebrado é um inseto vetor
hematdfago, da familia Reduviidae e sub familia dos Triatomineos, chamado
comumente no Brasil de “barbeiro” (5). Os hospedeiros vertebrados sé&o
mamiferos, abarcando mais de 100 espécies diferentes que servem como
reservatorios do parasito, entre 0s quais estdo espécies selvagens como
morcegos, gambas e tatus, além de espécies domésticas como cées, ratos,
gatos e suinos, e finalmente os humanos (6). Dentro dos hospedeiros
vertebrados e invertebrados o parasito pode se diferenciar entre quatro formas
no seu ciclo de vida, as quais sao epimastigota, tripomastigota metaciclica,
tripomastigota sanguinea e amastigota, que apresentam diferencas na

morfologia, motilidade, capacidade replicativa e infectividade (7, 8) (Figura 1).



O ciclo de vida se inicia quando o inseto vetor deposita fezes contaminadas
com o parasito na forma tripomastigota metaciclica, infectiva, mas n&o
replicativa, perto do lugar onde suga sangue do hospedeiro vertebrado. As
fezes com o parasito podem entrar em contato com a ferida feita pelo inseto
guando a pessoa coca a ferida, ou por contato com mucosas, como 0s olhos
ou a boca, onde o parasito infecta diferentes tipos de células (7). O parasito
pode entrar na célula hospedeira por duas formas, a forma ativa e inativa, onde
permanece dentro de uma vesicula chamada vacuolo parasitéforo durante os
estagios iniciais do processo de invasdo. Na forma ativa de invasao, o parasito
entra mediante o recrutamento de lisossomos na membrana por um
mecanismo dependente do influxo de calcio e polimerizacdo da actina. O
parasito também pode entrar por invaginagdo, um mecanismo independente de
polimerizagdo de actina, mas dependente da enzima PI3K. A forma inativa de
invasdo depende da fagocitose/endocitose por células fagociticas profissionais

como os macréfagos (revisto por (9)).

Dentro do vacuolo parasitéforo, os tripomastigotas se transformam na forma
amastigota, que apos lise da membrana do vacuolo, se multiplicara por fissdo
binaria no citoplasma, e depois se transforma em tripomastigota com alta
motilidade, afetando seriamente a integridade da célula com consequente lise e
morte celular. Isso culmina com a liberagdo de tripomastigotas na vizinhanca,
onde o0s parasitas podem invadir novas células. Eventualmente os
tripomastigotas chegardo a corrente sanguinea, podendo invadir outras células
ou infectar o inseto vetor quando este se alimenta do sangue do hospedeiro
infectado. Dentro do intestino do triatomineo, as tripomastigotas se diferenciam
em epimastigotas, onde se multiplicardo e passardo ao reto. L&, estas se
diferenciardo para tripomastigotas metaciclicas, que serdo depositadas nas
fezes ao lado da ferida feita pelo inseto ao se alimentar de sangue do

hospedeiro, onde o ciclo de vida comeca de novo (7)(Figura 1).



Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Na parte superior, o ciclo de vida do parasito

no hospedeiro invertebrado (inseto vetor), e na parte inferior, o ciclo de vida no hospedeiro

vertebrado (mamiferos) (10).




1.2 A doenca de Chagas

A doenca de Chagas é caracterizada por duas fases: a fase aguda, na qual o
parasito pode ser detectado no sangue por analise com microscopio 6ptico

comum, e a fase crénica, onde o parasito € dificiimente achado no sangue.

A fase aguda pode ser assintomatica ou com sintomas fugazes, como febre ou
inflamacé&o na porta de entrada do parasito (chagoma de inoculacdo). Nos dois
casos se evidencia parasitemia (presenca de parasitos no sangue), que passa
do estado pré-patente (antes de ser detectado) ao patente (detectado) até
chegar ao pico da parasitemia, para depois descer de novo até niveis sub-
patentes, onde comeca a fase crbnica (5) (Figura 2). Contudo, a cinética da
parasitemia e a patologia resultante na infecgdo dependem das caracteristicas

genotipicas tanto do parasito quanto do hospedeiro. (11).

Evolution of Chagas disease in the vertebrate hosts

parasitemia

15 30 60 4 12 24 5 10 15 n
days months years

% % !
acute chronic

Figura 2. Cinética tipica de uma parasitemia na fase aguda e crénica em um hospedeiro

vertebrado infectado com Trypanosoma cruzi (12).



Na fase cronica, os parasitos séo dificimente encontrados no sangue e a
sorologia é usualmente positiva. Nesta fase, a maioria dos pacientes apresenta
uma forma clinica indeterminada, sem manifestacdes clinicas, mas
aproximadamente 20-40% dos pacientes infectados desenvolvem formas
determinadas, com sintomas na segunda ou terceira década apos a infecgéo.
Aproximadamente 94,5% desses pacientes sintométicos desenvolvem
complicacbes cardiolégicas, chamadas em conjunto de cardiomiopatia
chagéasica cronica (CCC), que é caracterizada por arritmias, distarbios na
conducdo elétrica, falha cardiaca e embolia (13, 14). Aproximadamente 4,5%
dos pacientes que apresentam formas clinicas desenvolvem falhas no sistema

digestivo, desenvolvendo sindromes como megacoélon e megaeséfago (15, 16).

1.3 Respostaimune inata na doenca de Chagas

A resposta imune do hospedeiro € ativada logo apos a infeccéo; primeiramente
a resposta imune inata e depois a adaptativa, ambas importantes para o
reconhecimento e controle da infecgéao pelo parasito (17).

Na resposta imune inata, os macréfagos e as células dendriticas tém um papel
importante, pois sdo as células que reconhecem os padr6es moleculares
associados a patogenos (PAMPs), mediante os receptores de reconhecimento
de padrées (PRRs), deflagrando uma resposta inflamatéria mediada por
citocinas e mediadores lipidicos. Além disso, estas células também sé&o
importantes para modular a posterior resposta imune inata, pois sao células
fagociticas profissionais que endocitam/fagocitam microbios, processam o0s

antigenos e posteriormente apresentam para linfocitos T CD4+ (revisado em

(17)).

Na familia dos PRRs, os TLR-2, 4 e 9 (do inglés Toll like receptor) tém sido
descritos como essenciais ha doenca de Chagas, tanto no reconhecimento do
Trypanosoma cruzi quanto no inicio da resposta imune inata e modulacdo da

adaptativa (18, 19), pois reconhecem PAMPs como mucina-glicosil-



fosfotidilinositol  (tGPImucin), glicoinositol-fosfolipidos (GIPLs) e DNA
gendmico, deflagrando cascatas intracelulares de sinalizagdo que culminam
com a producdo de citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e IL-12 (20, 21)
(Figura 3).
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Figura 3. Reconhecimento de tGPI-mucin, GIPL e CpG DNA do T. cruzi por TLR-2, 4 e 9,

respectivamente, pelos macréfagos e células dendriticas do hospedeiro, e a consequente
ativacao de proteinas adaptadoras e fatores de transcricdo que levam a expressao de citocinas
inflamatérias e pré-inflamatdrias (20).



A citocina IFN-y é produzida por células NK, pré-ativadas por IL-12 liberada por
macréfagos ativados, e junto com TNF-a (Figura 4) ativam macrofagos para a
producdo de oxido nitrico (NO) pela enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(INOS) , que mata diretamente o parasito (22). O reconhecimento de PAMPS
por TLRs deflagra também a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
como o anion radical superoxido «O2°, que depois de reagbes espontaneas e
outras catalisadas por enzimas e metais geram outros ROS, como o peroxido
de hidrogénio (H202), o radical hidroxido «OH, e a reagdo com NO que gera
peroxinitrito (ONOO"), entre outros, que geram dano oxidativo ao parasito (23-
25); no entanto, outras pesquisas apontam que ROS s&o importantes para o

crescimento e sinalizacédo do parasito (26, 27).

O sistema de complemento € um conjunto de proteinas que fazem parte do
sistema imune inato e tem sido reportado como um dos mecanismos imunes de
controle do T. cruzi, tanto em humanos quanto em camundongos. De forma
interessante, as formas tripomastigotas metaciclicas sdo mais resistentes ao
sistema de complemento quando comparadas as epimastigotas (28). A
diferenca na suceptibilidade est4 na expressdo de moléculas de evasdo do
complemento como CRP (Complement regulatory protein), DAF (decaiment
accelerator factor), Complement C2 receptor inhibition trispanning (CRIT), gp
58/68, T. cruzi calreticulina, e H factor (HF) em tripomastigotas metaciclicas,
(revisado em (29)). O blogueio destes mecanismos de evasdo é feito por
anticorpos especificos contra essas proteinas produzidos pelo hospedeiro,
chamados de anticorpos liticos (LA, do inglés lytic antibodies), permitindo ao

sistema complemento agir corretamente (30-32).
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1.4 Resposta adaptativa celular na doenca de Chagas

A resposta adaptativa é modulada por células apresentadoras de antigenos
(APC) do sistema imune inato, como células dendriticas e macrofagos, que
fagocitam, processam e apresentam antigenos exégenos, ligados ao complexo
principal de histocompatibilidade Il (MHC-II), para os linfocitos CD4+ (linfocitos

T auxiliares, Th).

Em troca, os linfécitos Th (CD4+) modulam a resposta inata (34), humoral (35),
e citotoxica (36) contra T. cruzi, mediante a producao de citocinas, que podem
ser tipo Thl, Th2 (37) ou Th17 (38).

Na infeccao intracelular, antigenos do patdgeno ligados ao complexo principal
de histocompatibilidade-l (MHC-I) sédo apresentados aos linfécitos CD8+
(linfécitos T citotoxicos, Tc). Os linfocitos T CD8+ tém um papel essencial no
mecanismo de defesa na doenca de Chagas (39), mais efetivo do que a
resposta humoral (40). Além de produzir IFN-y para ativar células
apresentadoras de antigeno, os linfocitos CD8+ eliminam as células do
hospedeiro infectadas com T. cruzi pelo reconhecimento de antigenos nédo
proprios apresentados no MHC-I (41). Os linfécitos CD8+ junto com as células
NK protegem o hospedeiro destruindo células infectadas (35), mediando sua
resposta efetora citotoxica/citolitica através da producéo de granzimas, que sao
transportadas intracelularmente por poros na membrana formados por
perforinas e depois até o parasito pela granulisina, uma proteina presente em

humanos, mas ndo em camundongos (42).

Apesar destes mecanismos de defesa serem efetivos, sabe-se que
camundongos infetados com T. cruzi tém alteragcdes imunolégicas causadas
por imunossupressdo, pois seus esplendcitos tém capacidade reduzida de
responder a estimulos in vitro com ativadores policlonais de linfécitos T como
concanavalina A (ConA) (43) ou fitohemaglutinina (PHA) (44). Adicionalmente,

a resposta hipersensivel, induzida por imunizacbes com antigenos de T. cruzi,



€ diminuida em camundongos infectados quando comparados com n&o
infetados (45).

1.5 Resposta humoral na doenca de Chagas

A resposta humoral é mediada por anticorpos que sdo produzidos por
diferentes sub-tipos de linfécitos B. Na doenga de Chagas, a resposta humoral
tem sido reportada como relativamente menos importante, quando comparada
com a resposta citotoxica mediada por linfocitos CD8+, porém essencial (40).
Experimentos de deplecdo da resposta humoral mostram aumento da
susceptibilidade de camundongos a infeccdo com Trypanosoma cruzi (46). A
transferéncia de soro de animais infectados para camundongos antes da
infeccdo confere protecdo (47) e transferéncia de anticorpos IgGl e IgG2a
especificos contra T. cruzi de animais infectados para camundongos sadios
antes da infeccédo confere protecdo, demonstrando a importancia destes dois
isotipos de anticorpos (48, 49). Estes experimentos suportam o importante

papel da resposta humoral na doenca de Chagas.

Na doenca de Chagas, os anticorpos conferem protecdo contra o parasito
mediante varios mecanismos efetores, como ADCC (Antibody Dependent Cell
Cytotoxicity), melhora da citotoxicidade dependente do complemento (CDC)
pelo bloqueio de moléculas reguladoras do sistema de complemento (30),
neutralizacdo da infectividade do parasito (50) e mediante opsonizacao,

(revisado em (47)).

No entanto, camundongos e humanos infectados pelo T. cruzi mostram uma
marcada imunossupressao humoral, evidenciada, por exemplo, pela diminuicao
na capacidade de produzir anticorpos quando camundongos infectados sao
imunizados com antigenos heterélogos como células vermelhas de cabra (51,
52). Alteragbes da resposta imunologica humoral tém sido reportadas também
in vitro, pois os esplendcitos de camundongos infectados com T. cruzi mostram
uma reduzida capacidade para responder quando estimulados com antigenos

dependentes e independentes de linfécito T (53).



A doenca de Chagas também esta caracterizada por hipergamaglobulinemia,
gue é uma alta quantidade de anticorpos no soro. No entanto, a maioria destes
anticorpos ndo sao especificos para o parasito e estdo associados com
imunossupressado (54). Estes anticorpos sao produzidos pela ativacdo
inespecifica e policlonal de linfocitos B. Em T. cruzi estdo identificados varios
ativadores policlonais como a transialidase (55), malato desidrogenase (56),

glutamato desidrogenase (57), rTc24 (57) e prolina racemase (58).

1.6 Moléculas e mecanismos imunossupressores na doenca

de Chagas

Os microorganismos patogénicos necessitam desenvolver mecanismos de
evasao da imunidade para existirem, sobreviverem e continuarem seu ciclo de
vida nos hospedeiros. O T. cruzi e outros tripanossomatideos tém ferramentas
moleculares, chamadas de fatores de viruléncia, que permitem a invasao de

células do hospedeiro e evasado do sistema imune (4).

Como descrito anteriormente, animais e humanos infectados pelo T. cruzi
apresentam alteracdes no sistema imunolégico adaptativo, tanto humoral (53),
qguanto celular (44, 59), que parece ser o resultado de alteracdes multifatoriais,
entre as quais estédo a proliferacéo de células mieloides imunossupressoras do
hospedeiro (43, 59, 60), anergia dos linfocitos T (61) e diminui¢do da producao
de IL-2 (62).

Além disso, o grupo de Kierszenbaum demonstrou diminuicdo da producdo da
citocina IL-2 e do receptor de IL-2, IL-2R (CD25) em linfécitos CD3+, CD8+ e
CD4+, além da diminuicdo da expressao do receptor CD3 nos linfocitos e das
moléculas CD4 e CD8 nos linfécitos correspondentes, quando linfocitos
extraidos do sangue de humano s&o co-cultivados com Trypanosoma cruzi
apo6s estimulo com a-CD3 e PHA (63). Estes efeitos foram observados na

cultura de linfécitos humanos co-cultivados com tripomastigotas e com



sobrenadantes de cultura de tripomastigotas metaciclicas (64), onde se
confirmou que a proteina chamada TIF (Trypanosomal Immunosupressive

Factor) é a molécula responsavel por essa imunosupressao (65).

A glicoproteina AGC10, que é ancorada a GPI e secretada pelo parasito nas
formas tripomastigota, epimastigota e amastigota, também demonstrou
capacidade em causar diminuicdo na proliferacdo e na expressédo de IL-2R
(CD25) e suas sub-unidades CD132 e CD122, quando linfocitos humanos
estimulados com PHA (phytohaemagglutinin) e a-CD3 foram incubados com
esta glicoproteina (66). Desta forma, algumas moléculas secretadas pelo
Trypanosoma cruzi induzem imunossupressdo em linfocitos por reduzirem os
niveis de moléculas importantes no reconhecimento de antigenos e para a

proliferacdo nos estados de ativacdo da resposta imune adaptativa (67).

Os mecanismos de imunoevasdo na doenca de Chagas e outras doencas
microbianas sdo amplamente estudados, mas ainda ndo esta perfeitamente
esclarecido quais séo os fatores do parasito responsaveis por esse fenémeno.
Dados recentes da literatura, como também resultados recentes obtidos pelo
nosso grupo, indicam que parece haver uma clara relacdo entre a
imunossupressao e a grande quantidade de dominios repetitivos no proteoma

de Trypanosoma cruzi.

1.7 Dominios repetitivos em proteinas de Trypanosoma cruzi

Um dominio repetitivo € uma parte de uma proteina que se define como duas
ou mais coépias de um padrdo de aminoacidos. Na natureza, tanto eucariotos
guanto procariotos tém proteinas contendo dominios repetitivos (68). No
entanto, estudos comparativos demonstram que 0S organismos eucariotos tém
mais repeticdes do que os procariotos. Dados de analises comparativas de
genomas tem demonstrado que parasitos eucariotos tém um numero maior de
repeticdes e repeticdbes maiores em seus proteomas do que eucariotos de vida
livre (ndo parasitos) (69). Alem disso, Mendes et al. demonstraram que, entre



protozoarios, parasitos intracelulares como Trypanosoma cruzi tém maior
namero de repeticdes do que parasitos extracelulares, o que sugere que as
repeticbes tém papel importante na adaptacdo do parasito ao nicho no

hospedeiro e na evasao da resposta imune (70).

No projeto de sequenciamento do Trypanosoma cruzi foi evidenciado que ao
redor do 50% do genoma do clone CL Brener é composto de repeticdes.
Proteinas contendo repeticdes sao envolvidas em processos de adeséao celular
e evasao imune, como transialidases, mucinas, gp63s e a familia de proteinas
de superficie associadas a mucinas, MASP (71). E interessante observar que
muitos dominios repetitivos tém sido reportados como imunodominantes, pois
sdo fortes alvos da reposta imune adaptativa. A imunodominancia € a
focalizacdo da resposta imune adaptativa. Este fendbmeno faz com que se
reconhecam preferencialmente poucos epitopos entre centenas ou milhares de
epitopos disponiveis num antigeno. A imunodominéancia se estabelece devido a
varios fatores como abundéncia do epitopo, processamento do antigeno,
afinidade pelo MHC (72, 73) e competéncia entre clones diferentes de linfocitos

(74).

Na doenca de Chagas, as repeticdes nas proteinas tém um papel importante
na imunidade do hospedeiro. Goto et al. demonstraram que os dominios
repetitivos em tandem apresentam imunodominancia humoral (75). Alem disso,
tem sido reportado que 30% dos linfécitos T CD8+ na infeccdo experimental
com T. cruzi sdo especificos para o epitopo ANYKFTLV, presente nas
transialidases (76), codificadas pela maior familia génica do T. cruzi (77).
Embora tenha sido proposto que a imunodominéancia poderia otimizar a
resposta imune para uma resposta mais especifica e efetiva, na doenca de
Chagas tém surgido hip6teses que propdem que a imunodominéncia seja mais
um mecanismo de escape do T. cruzi contra uma resposta mais ampla e talvez

mais efetiva (78).

Em parasitos como Plasmodium falciparum, a resposta imune humoral esta
altamente dirigida para os dominios repetitivos das proteinas; esse mecanismo,

conhecido como “cortina de fumacga”, € considerado uma poderosa estratégia



de evaséo que evitaria uma resposta dirigida para alvos mais importantes do
parasito (79). Isto poderia se aplicar também para o Trypanosoma cruzi, pois
tem sido descrito que as proteinas com repeticdes sao fortes alvos da resposta

imune humoral contra o T. cruzi (75).

Tendo em conta que os antigenos independentes de linfécitos T tipo 1l (TI-II)
sdo antigenos multivalentes, com epitopos repetitivos que fazem cross-linking
de varios receptores de linfécitos B e deflagram a proliferacéo e a producéo de
anticorpos (na presenca de citocinas como IFN-y e GMCSF) (80), Schofield
prop6s a hipbtese de que os dominios repetitivos, presentes em Plasmodium
falciparum, T. cruzi e outros parasitos, seriam antigenos TI-IlI potencias (81), o

gue explicaria a grande imunogenicidade humoral dos dominios repetitivos.



1.8 A proteinalL7a

Com o objetivo de identificar proteinas para o desenvolvimento de testes
diagnosticos mais sensiveis e mais especificos, e antigenos candidatos ao
desenvolvimento de vacinas mais efetivas contra a doenca de Chagas, nosso
grupo realizou um screening de clones de uma bibliotecas de cDNA com soros
de pacientes chagasicos. Esse screening mostrou que proteinas ribossémicas,
proteinas paraflagelares e proteinas de choque térmico ou HSP (heat shock
proteins), sdo as proteinas mais reconhecidas pelos anticorpos presentes no
soro de pacientes, sendo as ribossdmicas responsaveis por 54% desse
reconhecimento. Analises das sequencias dessas proteinas evidenciaram que
cerca de 70% das que reagiram com soro de pacientes contém dominios
repetitivos (Figura 5) (82).
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Figura 5. Esquema de porcentagens dos diferentes tipos de proteinas reconhecidos por

soros chagasicos (A). Porcentagem de proteinas ribossdmicas com e sem repeticdes (B).
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Um dos clones reconhecidos pelos soros codifica para a proteina L7a do
Trypanosoma cruzi (TcL7a), homéloga a proteina L7a de varios eucariotos, que
faz parte da subunidade 60S do ribossomo. No entanto, analises comparativas
da L7a com outras espécies parasitarias ou ndo parasitarias, mostram que o
dominio repetitivo que codifica a sequéncia AAK(P/T/S) esta presente
exclusivamente na proteina do T. cruzi (82) (Figura 6).
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Figura 6. Analise comparativa da proteina ribossémica L7a em varias espécies (13).
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Pais et al. avaliaram a correlacdo da quantidade de repeticbes na TcL7a em
varias cepas de T. cruzi com a viruléncia destas. Neste trabalho, os autores
demonstraram que genes codificadores dessas proteinas presentes em cepas
mais virulentas, correspondentes ao grupo T. cruzi ll, possuem maior nimero
de repeticbes de aminoacidos nesta proteina. Além disso, estudos realizados
com a proteinas recombinante e peptideos sintéticos contendo essas
repeticbes demonstraram que a porcdo repetitiva €é reconhecida
especificamente por soros de pacientes chagasicos (83). Buscando investigar o
papel desse dominio repetitivo, 0 n0osso grupo expressou, purificou e vacinou
camundongos com a proteina TcL7a e suas versdes truncadas: a porgao
repetitiva TcL7aRep e a proteina sem a porcao repetitiva TcL7aARep (Figura
7).

TcL7a (323 a.a. M.W. 34,87 Kda)

NH2 COOH

TcL7aRep TcL7aARep
90 a.a. M.\W. 8,81 KDa 223 a.a. M\W. 26,06 KDa

Figura 7. Esquema da proteina TcL7a de Trypanosoma cruzi e as versdes truncadas.
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Em um protocolo de trés imunizacdes junto com adjuvantes (CpG + Alumen),
evidenciou-se que a proteina completa TcL7a reduz a parasitemia e
mortalidade. Contudo, isso nao foi demonstrado para a TclL7aARep.
Inesperadamente, a porcao repetitiva TcL7aRep exacerbou a parasitemia e
mortalidade quando os animais vacinados foram comparados com 0 grupo
controle (84). Ao avaliar o mecanismo de protecao conferido pela imunizacao
com a proteina TcL7a completa, 0 nosso grupo verificou que essa proteina
induz a producado de anticorpos tanto contra a proteina TcL7a quanto contra a
porcdo repetitiva TcL7aRep. No entanto, a imunizacdo com o antigeno
recombinante correspondente a repeticdo ndo induziu uma resposta humoral

nem contra a proteina inteira nem contra a repeticao (85).

A andlise da resposta celular efetora pelo re-estimulo de esplenécitos de
camundongos previamente imunizados com a proteina TcL7a e suas versdes
truncadas, demonstrou que a proteina inteira induz producéo de IFN-y e IL-10
gquando os esplendcitos sao re-estimulados com esta proteina, mas a
imunizacao com a proteina repetitiva TcL7aRep e o posterior re-estimulo com a
mesma néo induz a producédo destas citocinas (85). Em conjunto, esses dados
indicaram que o mecanismo de protecdo conferido pela imunizacdo com a
proteina completa TcL7a requer a geracdo de uma resposta humoral e celular
efetiva contra esse antigeno. Entretanto ndo foram obtidos dados
experimentais que indicassem qual o mecanismo responsavel pelo aumento na
parasitemia e na mortalidade causados pela imunizacdo com antigenos
contendo somente o dominio repetitivo. Esta € uma questdo importante, pois a
elucidacdo de mecanismos de evasdo e imunossupressao sdo importantes
para a pesquisas de novos alvos para o desenvolvimento racional de vacinas e
farmacos contra T. cruzi. Para isto, nés produzimos a proteina recombinante
TcL7aRep, contendo somente as repeticdes, e fizemos analises in vivo e in

vitro da resposta imune de camundongos imunizados e infectados.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a funcdo imunoldgica do dominio repetitivo de proteinas contendo

repeticdes do Trypanosoma cruzi na relagdo parasito-hospedeiro.

2.2 Objetivos especificos

1. Investigar o efeito da imunizacdo com o antigeno recombinante
TcL7aRep, o qual contém somente o dominio repetitivo da proteina
TcL7a, na susceptibilidade de camundongos a infecgéo pelo T. cruzi.

2. Correlacionar a susceptibilidade de camundongos imunizados com
TcL7aRep com andlises histopatologicas.

3. Investigar as alteragbes na resposta imune humoral e celular em
camundongos imunizados com TcL7aRep.

4. Investigar um possivel efeito imunossupressor exercido pelo dominio
repetitivo da proteina TcL7a por meio de experimentos de estimulacéo in
vitro de células isoladas de camundongos sadios, na presenca ou

auséncia desta proteina.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas de 4-6 semanas de idade, do
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO) com a
autorizacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG
(CETEA).

3.2 Parasitos e células

Foi utilizado o parasito Trypanosoma cruzi do clone CL Brener, pois seu
genoma ja foi sequenciado, o que facilita analises comparativos e clonacéo de
fragmentos do seu DNA. As formas tripomastigotas metaciclicas foram
cultivadas infectando a linhagem celular LLC-MK2 em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich). As células foram cultivadas a 37°C e
mantidas por passagens semanais dos parasitos liberados no sobrenadante

em novas células LLC-MK2.

O extrato de T. cruzi (TcExt) foi feito coletando-se os tripomastigotas no
sobrenadante de cultura, liberados 5-7 dias ap6s da infeccdo. Os parasitos
foram centrifugados a 3400 rpm e lavados em PBS 1x estéril duas vezes. O
extrato foi feito induzindo choque térmico, congelando-se as amostras em
nitrogénio liquido e depois aguecendo em banho Maria a 37°C, isto por 10

vezes.

Os tripomastigotas de forma sanguinea (BFT) foram mantidas por passagem

em camundongos BALB/c em intervalos de 15-20 dias.



3.3 Transformacdo, expressdo e purificacdo das proteinas

recombinantes

Vetores com a sequéncia correspondente da proteina TcL7a (numero de
acesso no Genebank: AF316150), o dominio repetitivo TcL7aRep, e a regiao
nao repetitiva TcL7aARep foram clonadas em vetores de expressado pET21a
(Novagen), que contém uma regido que codifica para uma cauda de histidina

(polyHis), pelo doutor Fabiano Sviatopolk-Mirsk Pais (83).

Para a transformacdo de bactérias, 10ng dos vetores de expressdo pET2la
contendo as sequéncias referentes a proteinas TcL7a, TcL7aARep e
TcL7aRep foram utilizados para transformar bactérias quimiocompetentes
BL21 Star™(DE3). As células e os plasmideos foram incubados no gelo por 30
minutos e em seguida recebiam choque térmico a 42°C por 50 seg. Um minuto
apos o choque térmico foram adicionados 400ul de meio de cultura 2XYT (0,49
Tripitona; 0,259 Extrato de levedura; 0,125g NaCl) e o material foi incubado a
37°C por 1 hora com agitacdo (37°C a 180 rpm - C25 Incubator). Foram
plaqueados 100 pL do transformado em placas contendo meio de cultura 2XYT
com 1,5% de &gar e antibiético ampicilina (100 mg/mL) cobrindo toda a area
disponivel. As placas foram mantidas overnight em estufa a 37°C para

crescimento das colb6nias de bactérias contendo o DNA de interesse.

Para o pré-indculo, varias col6nias foram adicionadas em 25 mL de meio 2XYT
com ampicilina, ficando sobre agitacdo a 37° até atingir a densidade Optica
(OD) de 0,4 unidades por analise espectrofotométrica a 600 nm. Para o
inoculo, foi realizada uma diluicdo do pré-inéculo na proporcdo de 1:20 no total
de 500 mL de meio 2XYT com ampicilina e incubados sob agitagdo até a OD
de 0,6 a 600 nm. Uma aliquota de 1 mL (ndo induzido) foi coletada para
posterior analise da indugéo e no restante do crescido foi adicionado 1mM de
IPTG, que entdo foi deixado sob agitacdo durante 3 horas para indugédo das
proteinas recombinantes. Apds 3 horas foi coletada uma aliquota de 1 mL

(induzido) para analise da inducdo. As aliquotas e o restante do meio foram



centrifugados a 14.000 rpm por 5 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
pellet referente a 500 mL de cultura foi armazenado a -80°C. Para confirmacéao
da inducdo das proteinas, o pellet das aliquotas foi ressuspenso em 60ul de
agua e 20uL de tampao de amostra (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; Glicerol 10%;
SDS 2%; B-Mercaptoetanol 5%; Azul de Bromofenol 0,00125%), fervido por 5
minutos e as proteinas foram separadas por eletroforese em SDS-PAGE.

Apds a confirmagdo da inducdo das proteinas recombinantes, os pellets
correspondentes a cultura de 500 mL das proteinas TcL7a e TcL7aDeltaRep
foram ressuspendidos em 20 mL de PBS (137mM NaCl, 2.7mM KCI, 8.1mM
NaH2PO4, pH 7,2) enquanto que o pellet correspondente a proteina TcL7aRep
foi ressuspendido em tampédo de ligacdo Histrap (20 mM NaH2PO4, 500 mM
NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,4). Todos os pellets foram homogenizados e
lisados usando o Homogeneizador EmulsiFlex-C3 (Avestin) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O produto da lise foi centrifugado a 13.000 rpm por 10
min a 4°C, obtendo as fracdes sollveis (sobrenadante) e insollaveis (pellet),
sendo coletada uma aliquota da fracdo solUvel para posterior analise. Para a
proteina TcL7a, a fracao insolavel foi ressuspendida com 20 mL de tampao de
ligagdo Histrap (20 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,4)
contendo 4M de uréia, centrifugado novamente a 13.000 rpm por 10 min a 4°C,
separando a parte soluvel e insolivel em uréia, foram coletados uma aliquota
de ambas as fracdes para posterior analise. A fracdo insoluvel referente a
proteina TcL7aDeltaRep foi ressuspendida em 20 mL de tampé&o de ligacdo
Histrap (20 mM NaH2PO4, 500 mM NacCl, 20 mM imidazol, pH 7,4) contendo 8M
de uréia, centrifugado a 13.000 rpm por 10 min a 4°C, para separagdo das
fracOes solluveis e insolaveis em uréia sendo aliquotas coletadas para analises

posteriores.

As duas formas das proteinas foram purificadas em coluna de niquel (His Trap
GE HealthCare), utilizando-se o programa Histidine-tagged protein purification,
step elution do cromatdgrafo AKTA Prime Plus (GE Healthcare). A eluicdo das
proteinas foi realizada com solucdo contendo 20 mM de fosfato de sodio, 500
mM NaCl e 500 mM de imidazol, pH 7,4. As purificacées foram analisadas em

SDS-PAGE a 12,5%, em diferentes concentracdes. As fragcdes consideradas



puras foram unidas, dialisadas em cassetes de dialise (Slide-A-Lyzer/Thermo

Scientific) e concentradas no neofilizador.

As proteinas recombinantes foram submetidas ao processo de extracdo de
LPS com Triton X-114. Para isso, foi adicionado Triton X-114 10% (Sigma) em
concentracgdo final de 1% as proteinas e em seguida os tubos foram incubados
em gelo por 30 min, vortexando-os a cada 10 min. Os tubos foram aquecidos
por 5 min a 37°C e centrifugados a 13.000xg por 5 min a temperatura ambiente
para separacdo das fases. A fase aquosa, correspondente a proteina, foi
removida, transferida para um novo tubo e o processo foi repetido por 8 vezes.

Testes utilizando o kit LAL-Gel-Clot (Charles River Endosafe) foram realizados

com todas as proteinas, para detectar a presenca de LPS, de acordo com as
instrugdes do fabricante.

3.4 Quantificacdo das proteinas

A gquantificacdo da proteina TcL7a foi feita utilizando-se o reagente de Bradford
(Biorad Protein assay) seguindo-se as instru¢des do fabricante, e comparando-

se com curva padréo feita com BSA (Promega).

A quantificacdo da TcL7aRep foi feita por SDS-PAGE em gel de 12,5% em

diferentes concentracdes, comparando-se com curva de BSA.

3.5 Predicao de epitopos de linfocitos B

A ferramenta on-line “Bepipred Linear Epitope Prediction” no servidor

http://tools.iedb.org/ foi utilizada para a predicdo de epitopos lineares de

linfécitos B na proteina TcL7a.


http://tools.iedb.org/

3.6 Imunizacdo com a proteina recombinante TcL7aRep e

infeccado com T. cruzi

Camundongos BALB/c fémeas entre 4 e 6 semanas de idade, foram divididos
em 2 grupos. No primeiro grupo, cada camundongo foi imunizado com 10 ug de
TcL7aRep mais adjuvantes. O segundo grupo consistiu de camundongos
injetados s6 com os adjuvantes. Para os dois grupos, a solucdo de adjuvantes
foi preparada com 30% v/v de alumen, 18ug de CpG B344 (Alpha DNA) e agua
de injecdo, num volume final de 100uL. As imunizacGes foram feitas 3 vezes,
com 14 dias de intervalo, por via subcutanea (s.c). Amostras de sangue foram
obtidas ao longo do protocolo de imunizagéo, nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35,
para o monitoramento de anticorpos no soro. Os 2 grupos imunizados foram
desafiados com 5000 tripomastigotas de forma sanguinea (BFT) diluidas em

PBS 1X, por via intraperitoneal (i.p), 20 dias ap6s a ultima imunizacao.

A parasitemia foi mensurada em dias alternados a partir do dia 12 apés a
infeccdo, pelo método de Brener (86). Resumidamente, 5uL de sangue sao
retirados pela cauda e colocados entre |lamina e laminula para a contagem do

namero de parasitos presentes em 50 campos em microscoépio éptico.

No pico da parasitemia (ao redor do dia 20) os camundongos foram sangrados
e depois sacrificados por deslocamento cervical. Os bagos foram removidos em
condicdes estéreis para cultura de esplendcitos. Os coracdes também foram
removidos e cortados transversalmente pela metade, fixados e estocados em
formalina tamponada 10% (3.7% formaldeido, Na:HPOs4 0,04 M, 0,3 M

NaH2POa4) para posterior quantificacdo de parasitos e analise histopatoldgica.

Para se obter o soro, se permitiu a coagulacdo do sangue por cerca de 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 2000
Xg por 10 minutos; o soro foi retirado e estocado a -20°C para posterior analise

de anticorpos.



3.7 Cultura de esplendcitos, SMC (spleen mouse cells)

Os bacos dos 2 grupos de camundongos foram coletados e cultivados em
placas de 24 pogcos com 3 mL de meio RPMI completo
(penicilina/estreptomicina, NaHCO3 e 5% de soro fetal bovino (SFB) pH 7,2).
Depois foram transferidos a filtros de 100 ym (Cell Strainer BD Falcon) e
macerados com émbolos de seringas junto com 3 mL de meio. As suspensdes
celulares foram coletadas em tubos de 50 mL e centrifugadas por 10 minutos a
1200 rpm a 4°C. A cada tubo se adicionou 3 mL de tampéo 1X de lise de
eritrocitos ACK (ammonium-chloride-potassium, NH4Cl 0,15M, KHCO3 0,1M e
Na2EDTA 0,1M) e se incubou em gelo por 5 minutos. Se adicionou 3 mL de
meio RPMI para parar a reagcdo e foram centrifugados a 1200 rpm por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi ressuspenso em 3 mL de meio RPMI

completo e o material ndo digerido foi removido.

Aliguotas das suspensofes celulares foram diluidas 1:100 em azul de tripan, e 0
namero de células foi contado em camara de Neubauer com ajuda do

microscopio Optico no aumento de 40X.

Em placas de 24 pocos, se adicionou 5X10° esplendcitos por poco em meio
RPMI com 10% de SFB, junto com os estimulos, num volume final de 1 mL. Os
estimulos usados foram: extrato total de T. cruzi a uma concentracao final de

20ug/mL, ConA (Sigma-Aldrich) a 5ug/mL e RPMI como controle negativo.

Apos trés dias (72 horas) de incubacéo a 37° C e 5% de CO2, as placas foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos a 4° C e o sobrenadante foi coletado

e estocado a -20° C.



3.8 Dosagem de anticorpos

Placas de 96 pocos (Maxisorb Nunc) foram sensibilizadas overnight a 4°C com
extrato de tripomastigotas de cultura (TcExt) ou TcL7aRep a uma concentracéo
de 10ug/mL, ou com Anti IgM (SouthernBiotech) diluido 1:2000, em tampéao
carbonato 0,1M (NaHCOs e Na2COs, pH 9,6) em volumem de final de 100pL.

Foi retirado entdo o conteudo, o qual foi lavado uma vez com PBST (0,05% de
Tween 20 em PBS 1X) e uma vez com PBS 1X. O excesso de liquido foi
retirado e a placa foi bloqueada com 200 yL de tampao de bloqueio (3% de
leite em p6 em PBS 1X) por duas horas a 37°C. Depois o conteudo foi

descartado e a placa foi lavada uma vez com PBST e uma vez com PBS 1X.

As amostras (soros) foram diluidas 1:200, e os sobrenadantes 1:100, em
tampdao de bloqueio, aplicadas aos pocos e incubadas por uma hora a 37°C. O
conteudo foi descartado e a placa foi lavada 3 vezes com PBST e 3 vezes com
PBS 1X. O excesso de liquido foi retirado e se aplicou o anticorpo de deteccao
anti 1gG1, IgG2a, IgG total e IgM (Southern Biotech) diluidos a 1:2000 em
tampao de bloqueio. A placa foi incubada a 37°C por uma hora, o conteudo foi
retirado e as placas foram lavadas 5 vezes com PBST e 5 com PBS 1X. Apés
retirar o excesso de liquido, foram adicionados100uL de substrato (30 uL de
H202 e 100 yg de TMB, diluidos em 10 mL de tampdao citrato-fosfato 0,1 M,
Ph5) e as placas foram incubadas a temperatura ambiente e no escuro até as
solugcdes desenvolverem cor azul. A reacdo foi monitorada e depois parada
com 20 uL de solucédo stop (H2SOa4 1:20). A absorbancia foi medida em

espectrofotdmetro de placas de ELISA (SpectraMax 340) a 450nm.

3.9 Dosagem de citocinas

As citocinas IFN-y, IL-10, e IL-2 foram dosadas nos sobrenadante das culturas
de esplendcitos utilizando-se a técnica de ELISA com o kit R&D systems de

acordo com as instrucdes do fabricante.



3.10Histopatologia

Como descrito anteriormente, os corac¢des foram cortados transversalmente em
duas partes, e um dos dois fragmentos de cada coracdo foi embebido em
parafina e corado com hematoxilina e eosina (HE); seccbes de corte foram
fotografadas com um aumento de 20X e 40X, e as imagens foram analisadas
pelo software Image J para quantificar sinais de inflamacéo e nimero de ninhos

de parasitos.

Para a analise de infiltrado celular inflamatério, foi quantificada a porcentagem
da area ocupada pelos nucleos de células mononucleares e polimorfonucleares
nos cortes histologicos. Nestas mesmas fotografias foi contado o numero de
ninhos de amastigotas integros para a anélise de média de ninhos integros por

campo.

3.11Quantificacdo de T. cruzi no coracdo por RT-PCR (Real
Time-PCR)

Fragmentos de coracdo de 5 a 50 mg, fixados e conservados em formalina
tamponada, como descrito anteriormente, foram utilizados para a extracdo de

DNA genomico utilizando-se o kit illustra™ & cells genomicPrep Mini Spin Kkit.

O DNA total extraido, que corresponde tanto a DNA do camundongo quanto do
T. cruzi foi quantificado utilizando-se o espectrofotdometro GeneQuant, e depois
foi corrida uma eletroforese em gel de 1% de agarose com 300 ng DNA para

conferir a integridade.

A quantificacdo do DNA de T. cruzi foi feita por RT-PCR (do inglés real time
polymerase chain reaction), fazendo-se a reagao de amplificagdo com 100 ng

de DNA total extraido em 2pL, junto com 3 uL de iTaq Universal SYBR (Green



Supermix de Bio-Rad), 9,6 uL de agua, junto com os primers para T. cruzi TCZ
- Forward 5-GCTCTTGCCCACACGGGTGC-3' e TCZ - reverse 5 -
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3' que anelam em sequencias repetitivas em
tandem, chamadas de DNA satélite, do T. cruzi (87).

Reacobes de PCR com os primers IL-12 p40 forward 5'-
GTAGAGGTGGACTGGACTCC-3’ e IL-12 p40 reverse 5'-
CAGATGTGAGTGGCTCAGAG-3’, que anelam nos genes do camundongo,
foram feitas como controle de housekeeping gene para a normalizacao da
reacao de PCR com os primers de T. cruzi.

As reacoes foram feitas num volume final de 15 yL na maquina de qPCR
CFX96 Touch™ Real Time PCR detection System (BioRad), na qual o
programa de polimerizagao foi o seguinte:

1) 12 minutos a 95°C para a dissociacao inicial do DNA

2) 15 minutos a 95° para dissociac&do apos cada ciclo

3) 30 segundo a 60°C para o0 anelamento, onde se mediu a absorvancia
4) 30 segundos a 72°C para alongamento.

Os passos 2 ao 4 foram repetidos 45 vezes (Figura 8)

Depois do final da reacao de PCR, foi feita uma curva de melting point para ver

se os amplicons gerados foram especificos das reacoes.
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Figura 8. Programa utilizado no termociclador para reacédo de RT-PCR para quantificacdo

de T. cruzi em tecido de coracdo de camundongo infectados.



3.12Efeito da imunizacdo com a TcL7aRep na resposta de

hipersensibilidade tardia

2 grupos de camundongos BALB/c foram imunizados duas vezes com um
intervalo de 10 dias, com 100 ug de OVA (Sigma-Aldrich) em 20 pL de agua de
injecdo e emulsificados com 30 pyL de adjuvante completo de Freund (CFA)
para um volume final de 50 yL por via subcutanea. 24 horas antes de cada uma
das duas imunizacbes, os camundongos de um dos dois grupos foram
injetados s.c com 10ug de TcL7Rep diluida em agua de injegcdo num volume
total de 100 pL.

OVA agregada por calor, HAO (do inglés heat agregated OVA) foi feita
aquecendo-se 1 mL de solucéo a 2% de OVA em agua de injecao, por 1 hora a
80°C. Depois, a solucdo de HAO, foi esfriada lentamente a temperatura
ambiente e centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o pellet

ressuspenso em 1 mL de PBS 1x

7 dias apés a segunda imunizacdo com OVA, os camundongos foram injetados
numa das patas traseiras com 30uL com agua de inje¢ao e na outra com 30uL
de HAO. A resposta hipersensivelfoi medida comparando-se o enduramento
das patas nas 24, 48 e 72 horas apdés a injecdo com o enduramento antes da

injecdo, utilizando-se um paquimetro.

Amostras de soro foram obtidas 10 dias apds a primeira imunizacdo e 7 dias

apos a segunda, e estocadas a -20°C.



3.13Teste de viabilidade celular pelo método MTT

A citotoxicidade das proteinas recombinantes e a consequente viabilidade
celular de SMC incubadas com estas, foram avaliadas pelo método de MTT;
para isso, foram plagueadas 5x10”"5 SMC em placas de 96 po¢os num volume
final de 200 yL em meio RPMI contendo 10% FBS em presenca ou auséncia
de TcL7aRep, nas concentragdes de 10, 5 e 1 yg/mL. A seguir, incubou-se por
96 hel44ha37°C.

Depois do tempo de incubacéo, as amostras foram centrifugadas a 1200 rpm
por 10 minutos e os sobrenadantes foram descartados, e se adicionou 80uL de
meio RPMI 10% FBS mais 20uL do reagente MTT (Invitrogen) diluido em PBS
1x, na concentragao final de 2,5 ug/mL, e incubou-se por duas horas a 37°C.
ApoOs este tempo foram adicionados 55uL de solugdo aquosa de HCI 0,1% e
SDS (sodium dodecyl sulphate) 10% e as amostras foram incubadas overnight
a 37°C. No dia seguinte se mediu a absorbancia a 595 nm. A viabilidade das
SMC incubadas com as diferentes proteinas nas diferentes concentragées foi
comparada diretamente com SMC incubadas s6 com meio de cultura.

3.14Estimulo in vitro de esplendcitos em presenca ou auséncia
da TcL7aRep

SMC foram obtidas como foi descrito anteriormente e depois marcados com
CFSE para monitorar a proliferagéo celular. Para isto, SMC foram lavadas duas
vezes com meio RPMI sem soro, e depois ressuspensas em 1 mL de RPMI
sem soro para obter uma concentracdo entre 5x10"6 e 10x10"7 SMC/ mL.
Posteriormente se adicionou 1uL de solucdo estoque de CFSA a 5 mM para
uma concentracao final de 5 yM, incubando-se no escuro por 15 minutos a
37°C. Depois as células foram lavadas duas vezes com meio RPMI 10% FBS e

finalmente ressuspensas em meio RPMI 10% FBS.



ApOs a marcacdo com CFSE, as células foram incubadas numa densidade de
10x10"6 SMC/mL em presenga ou auséncia de 10ug/mL de TcL7aRep diluido
em RPMI 10% FBS por 24 h, depois foram plaqueadas 5x10"5 em placa de 96
pocos num volume final de 200 yL de RPMI 10% SFB, incubadas a 37°C por
72 horas ou 120 horas em presenca ou auséncia de estimulos como ConA
(5ug/mL), LPS (10 pg/mL) ou levados para pogos previamente sensibilizados
com a-CD3.

Para a sensibilizagdo com a-CD3 a placa foi incubada overnight a 4°C com 50
ML de anticorpo a-CD3 anti camundongo obtido em hamster (BD Biosciences) a
2ug/mL, diluido em PBS 1X estéril, sendo que antes do estimulo, o contetdo
foi retirado por pipetagem em condicfes estéreis.

Depois das 72 horas ou 120 h de estimulo, as placas foram centrifugadas a
1200 rpm por 5 minutos e os sobrenadantes foram recolhidos e estocados a -
20°C.

3.15 Citometria de fluxo

Depois do estimulo de SMC e de recolher os sobrenadantes da placa de 96
pocos como descrito anteriormente, as células foram lavadas uma vez com 200
ML de PBS wash (PBS 1X com 2 % de FBS), depois foram centrifugadas a
1800 rpm por 5 minutos, descartado o sobrenadante, e se pipetou em cada
poco 50 uL do mix de anticorpos para citometria, os quais foram incubados por
30 minutos na escuridao a temperatura ambiente. Em seguida, 200 yL de PBS
wash foram adicionados para lavar, e as placas foram centrifugadas a 1800
rpm por 5 minutos. Apds o sobrenadante ter sido descartado, as células foram

ressuspensas em 200 uL de PBS wash.

Os anticorpos para a marcacdo foram para CD19-APC-eFluor780
(eBioscience), CD3-Fluor 450 (eBioscience), CD4-Alexa Fluor 700
(eBioscience), CD8-PE-Cy5 (BD), CD25-PE (Biolegend), Fc Block (BD



Pharmagen), marcador de viabilidade LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell
Stain Kit (invitrogen) e CFSE (Sigma Aldrich).

Foi utilizado o citbmetro LSRFortessa (BD bioscience). Para a analise das
populacbes celulares, foram construidos véarios gates com os dados da
citometria de fluxo, pelo software FlowJo v 10,0, com o objetivo de analisar a
proliferacdo de linfécitos T e B, assim como a porcentagem de linfocitos
CD4+CD25+ e CD8+CD25+, e da intensidade media da fluorescéncia (MFI) de
moléculas como CD3, CD4, CD8 e CD25.

Para isto, inicialmente foi plotado o tamanho celular FSC-H com o marcador de
viabilidade celular (com espectro de emissdo no canal de AmCyan) e foram
escolhidas as células vivas, que apresentam menor intensidade na
fluorescéncia. Depois as células foram analisadas por tamanho celular (FSC-A
VS FSC-H) e foram eliminadas as células em duplas (duplets), escolhendo s6
os singlets. A seguir, foi feito um grafico baseado na granulosidade e no
tamanho celular (SSC-A vs FSC-A), no qual se escolheu a populacéo de
células correspondente aos linfécitos. Seguidamente, se analisaram as células
segundo a expressdo dos marcadores CD3 e CD19, resultando em 4
populacdes, onde os linfocitos T sdo CD3+ CD19-, e linfocitos B sdo CD19+
CD3-. A analise da proliferacédo de LB e LT foi feita medindo-se a diminui¢édo da
fluorescéncia de CFSE (CFSE dim) no histograma (com espectro de emissao
no canal de FITC), a partir de cada gate correspondente para estes tipos de
células, sendo que a diminui¢cdo da intensidade de brilho do fluorocromo ou

corrimento para a esquerda significa proliferacdo das células (Figura 8)

A partir do gate de linfécitos, descrito anteriormente, foi feito um grafico de CD4
vs CD8 para analises de MFI destes dois marcadores. Finalmente foi plotado
CD4 vs CD25, e CD8 vs CD25, para analisar a variagdo nas populacdes
CD4+CD25+ e CD8+ CD25+ e MFI de CD25 nos linfécitos CD4+ e CD8+
(Figura 9).


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/L34957
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Figura 9. Estratégia de gates no analise da citometria de fluxo. Foram selecionadas primeiramente as células vivas, das quais foram selecionados os
singlets, dos quais foi escolhida a populagéo de linfdcitos, a partir da qual foram construidos os gates de CD8 vs CD4, CD8 vs CD25, CD4 vs CD25 e CD3 vs
CD19, na qual foi medida a proliferacdo de linfocitos T CD3+ e linfocitos B CD19+ segundo o corrimento do fluorocromo CFSE.



3.16 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram feitas no software GraphPad Prism 6. Os dados
apresentados sdo a média £+ o desvio padrdo, e se utilizou o teste t-student
para as analises de comparacao entre dois grupos, e o teste One Way ANOVA
para comparacdo multipla, onde as diferencas foram consideradas

significativas com p<0,05 simbolizado por *, P < 0.01 por **, P < 0.001 por
P < 0.0001 por ****,

e



4 RESULTADOS

4.1 Expresséo e purificacdo da proteina recombinantes TcL7a

O dominio repetitivo TcL7aRep foi a Unica proteina recombinante utilizada
neste trabalho, no entanto, a proteina inteira recombinante TcL7a foi produzida
e purificada, com o objetivo de utiliza-la em andlises posteriores. Para isso
bactérias da cepa BL21 Star™(DE3) foram transformadas com o plasmideo
PET21 correspondente a sequéncia para TcL7a, e a inducdo da proteina foi
feita adicionando-se IPTG, como descrito na se¢cdo materiais e métodos.
Aliquotas das bactérias antes e depois da inducdo foram coletadas para
analisar a inducao, como também aliquotas depois do lisado, que foi diluido em
PBS 1X com 4M de Ureia.

A analise de SDS-PAGE mostra uma banda correspondente a uma proteina de
35 KDa na amostra induzida comparada com a nao induzida, e que
correspondente a proteina TcL7a contendo cauda de histidina. Este gel mostra
também que quantidades significativas da TcL7a estdo presentes na fracao

soltvel do lisado de bactérias (Figura 10).
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Figura 10. SDS-PAGE de bactérias transformadas para a expressdo da proteina TcL7a,
com o marcador molecular (1), bactérias antes da indugéo (2), bactérias depois da inducgéo (3),
9 uL (4) e 18 uL do lisado soluvel de bactérias induzidas (5) e a fragao insoluvel (pellet) das

bactérias induzidas e lisadas (6). O quadro amarelo indica a posi¢cao da proteina recombinante

TcL7a.
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A proteina TcL7a foi purificada da fracdo soluvel do lisado das bactérias
transformadas e induzidas, mediante cromatografia de afinidade por coluna de
niquel, coletando-se varias fracdes eluidas com imidazol (minuto 182 a 220)
(Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma de eluicdo da proteina TcL7a. No eixo Y esta representada a
absorbancia a 280 nm (Ultravioleta) e no eixo X o tempo de eluicdo em minutos. A linha azul
representa a absorbancia da proteina na coluna, a vermelha mostra a condutancia e a verde as

concentracdes crescentes de imidazol.
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Como pode se observar no cromatograma da figura 11 e na analise por SDS-
PAGE na figura 12, as fracdes 3 até a 8 contém grandes quantidades da

proteina com alto grau de pureza.
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Figura 12. SDS-PAGE das fragdes apd6s cromatografia de afinidade. Fragbes 1,2,3,5,7 e

10, eluidas na cromatografia de afinidade da proteina TcL7a.
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As fragOes 3 a 8 foram reunidas e esta solucao foi primeiramente dialisada. Em
seguida, o LPS remanescente foi extraido com Triton X-114, como descrito em
materiais e métodos. Depois, esta amostra foi analisada no SDS-PAGE, junto
com as proteinas TcL7aRep e TcL7aARep, obtidas anteriormente pelas alunas
de doutorado Nailma Aprigio e Bruna Matiolly Valente, respectivamente (figura
13). A estimativa da concentracdo das proteinas foi feita utilizando quantidades
conhecidas de BSA aplicadas no mesmo gel.
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Figura 13. SDS-PAGE da proteina inteira TcL7a e as versdes truncadas TcL7aRep e
TcL7aARep purificadas, com o marcador molecular (1), padrées de BSA com 300 ng (2), 500

ng (3), 700 ng (4) e 900 ng (5), e as proteinas recombinantes TcL7a (6), Tc7aRep (7),
TcL7aARep (8).
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4.2 Predicédo de epitopos de linfécitos B

A analise de predicao de epitopos lineares da proteina TcL7a, pela ferramenta

on-line “Bepipred Linear Epitope Prediction” no servidor http://tools.iedb.org/,

mostra regifes potenciais para epitopos para linfécitos B que predominam na
regido repetitiva TcL7aRep (Figura 14). Desta forma, a producéo de anticorpos
a-TcL7aRep apos as imunizacdes com esta regido seria esperada. A tabela de
epitopos potenciais na proteina TcL7a mostra a regido desde o aminoécido 1
até o 82 como uma regido de alta probabilidade para se ligar em linfocitos B,
sendo que a clonagem da TcL7aRep foi produzida de maneira a conter desde o

aminoécido 1 até o 90 (Figura 15).
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Figura 14. Predigao de epitopos lineares de linfocitos B da proteina TcL7a pela ferramenta
IEDB, com threshold de 0,48.

Predicted peptides:

No. Start End Peptide Length
1 1 82 | MPGKEVKKAAKPAAKTAAKTAAKPAAK SAAKPAAKPAAKPAAKPAAKPAAKTARKPAKKPAVKPTVKPAAKAAAPYKKPAAT a2
2 87 87 A 1
3 91 85 NFGIG 5
4 a7 101 DVPYA 5
5 143 143 s 1
8 155 162 ¥PSETRRA B
7 172 186 TEKKKNPEAASKKAP 15
8 198 202 RTIEK 5
g 241 250 ARLGDAVGRK 10
10 260 266 VMAEDEA 7
11 306 306 K 1
12 308 316 ARNAGKDAA 8

Figura 15. Tabela de epitopos lineares para linfécitos B na proteina TcL7a.
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4.3 Analise daresposta humoral antes da infecgéo

Para analisar se a regido repetitiva TcL7aRep é imunogénica para linfocitos B,
como foi predito pela ferramenta IEDB, foram extraidas amostras de sangue
durante o protocolo de imunizacdo (antes da infeccdo), para a analise de
anticorpos IgM a-TcL7aRep no grupo de camundongos imunizados com
TcL7aRep e do grupo sé imunizado com os adjuvantes, nos dias 0, 7, 14, 21,
28 e 35, sendo que as imunizacbes com esta proteina foram nos dias 0, 14 e

28 como descrito em materiais e métodos (Figura 16)

Prime 1 Boost 2 Boost Infeccao
i ; | } | } I
| | | I
Dias o 7 14 21 28 35 49
\ J
Y

AmMmostras de soro

Figura 16. Protocolo de imunizagdo e obtenc&o de amostras de sangue de camundongos
imunizados com a proteina TcL7aRep e adjuvantes ou s6 os adjuvantes (Controle) antes da

infeccao.

Embora a TcL7aRep mostre alta quantidade de potenciais epitopos de
linfécitos B (figuras 14 e 15), ndo foi detectado um aumento da producédo de
anticorpos IgM a-TcL7aRep nos soros dos animais imunizados com a
TcL7aRep ao longo do protocolo de imunizagédo, quando comparamos com 0S
animais que so receberam os adjuvantes (figura 17). Analises anteriores do
soro de animais imunizados com a proteina TcL7aRep, feitos pela aluna Bruna

Mattioly, ndo detectaram anticorpos a-TcL7aRep do isotipo 1gG.



IgM @&-TcL7aRep

1.0 7

[ controle
0.8 - [ ] TcL7aRep
s
o
c 0.6+
©
o]
° 0.4 -
o]
<
- Ill Ill Illi |1| rli
0.0--|f|yi .- ,i ! .. !
o A W o> @ o

Dias

Figura 17. Cinética de producédo de anticorpos IgM a-TcL7aRep apds imunizacdes nos dias

0, 14 e 28 com a proteina TcL7aRep e adjuvantes ou s6 os adjuvantes (Controle).

4.4 Imunizagcdes com TcL7aRep e infeccédo

A seguinte figura esquematiza o protocolo de imunizagcdes com a proteina

TcL7aRep e a posterior infec¢cdo dos camundongos (Figura 18).

Prime 1 Boost 2 Boost Infeccao Sacrificio
L y 2 [ '} ]
1 1 1 ] I 1
Dias O 14 28 49 59 69
\ J
Y

Parasitemia

Figura 18. Esquema de imunizac¢des e infeccdo dos camundongos.



Vinte dias ap6s a ultima imunizacdo (2 Boost) com a proteina TcL7aRep, 0s
camundongos, incluindo o controle previamente injetados somente com 0s
adjuvantes, foram infectados com 5000 tripomastigotas de forma sanguinea
(BFT) do clone CL Brener de T. cruzi. O sangue dos camundongos foi coletado
a partir do dia 10 pdés-infeccdo para analise da parasitemia. Como mostra a
figura 18 ndo observou-se diferencas significativas, excetuando-se o dia 20,
quando o grupo controle e o grupo imunizado com TcL7aRep apresentaram
uma diferenca de 3,3 vezes na média da parasitemia (média de 1,69X10"6 +/-
471356,9 para o grupo controle e 6,01x1076 +/- 2,3x10"6 parasitos/mL, para o
grupo imunizado (Figura 19).

Parasitemia
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Figura 19. Parasitemia de camundongos infectados, previamente imunizados com a

proteina TcL7aRep e adjuvantes ou s6 os adjuvantes (Controle).



Como foi descrito na secao de materiais e métodos, no pico da parasitemia (dia
20 apos infeccdo), os camundongos foram sacrificados e o soro, coragdo e
esplendcitos foram coletados para analise dos niveis de anticorpos, analises
histopatoldgicas e cultura celular, respectivamente, com o objetivo de investigar
alteracdes clinicas e/ou imunoldgicas que possam explicar a exacerbacdo da
parasitemia pela imunizagcdo com a TcL7aRep.

4.5 Histopatologia

Ao se comparar os tecidos de coragdo corados com HE obtidos de animais
infectados e previamente imunizados com a TcL7aRep e adjuvantes, ou s6 0s
adjuvantes (controle) (Figura 20), se evidencia uma tendéncia dos animais
imunizados com a repeticdo de apresentarem quantidade maior de ninhos de
amastigota integros em relacdo ao grupo controle, apesar de nao ter sido
observada uma diferenca estatisticamente significativa (figura 21A).
Adicionalmente, o grupo de imunizados com a TcL7aRep apresentou menor
quantidade de infiltrado de células mononucleares, o que indica menor
inflamacéo (figura 21B). Estes dados sugerem imunossupresséao induzida pela

imunizacdo com a TcL7aRep.



B) TcL7aRep

Figura 20. Analise histopatolégica dos tecidos de coracdo corados com HE. Imagens
representativas de cortes histolégicas de coragdo de camundongos infectados, previamente
imunizados sé com os adjuvantes (A) e imunizados com TcL7aRep e adjuvantes (B). Aumento
de 20x e 40x.
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Figura 21. Quantificacdo da analise histopatol6égica. Média de ninhos integros por campo
(A) e porcentagem de infiltrado celular em cada corte histoldgico (B) dos coragbes de
camundongos infetados (Controle) e animais imunizados com TcL7aRep e infetados.
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4.6 Quantificacao de T. cruzi no coracao por RT-PCR

ApoOs a extracdo do DNA total das amostras de coracdo dos dois grupos de
camundongos, a quantidade de DNA de T. cruzi por RT-PCR foi quantificada
como descrito em materiais e métodos. Por causa da variabilidade da massa
de cada amostra de tecido de coracdo, o valor de DNA de T. cruzi foi
normalizado dividindo-se pela quantidade de DNA do camundongo extraida,

amplificada pelos primers que anelam no gene de IL-12 no camundongo.

A RT-PCR revelou que a quantidade média de T. cruzi no grupo controle e no

grupo imunizado com TcL7aRep foram estatisticamente similares (Figura 22).
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Figura 22. Quantificacdo de DNA de Trypanosoma cruzi por RT-PCR em animais

infectados controle e infectados e imunizados com TcL7aRep no tecido de coracéo.



4.7 Andlise daresposta humoral

Como descrito anteriormente, foi analisada a resposta humoral nos dois grupos

de camundongos infectados, o grupo controle ndo imunizado e o0 grupo
imunizado com TcL7aRep antes da infecgdo. Foram determinados os niveis de

anticorpos IgG total, IgG1, lgG2a e IgM nos soros dos animais no dia do pico

da parasitemia, quando os animais foram sacrificados, utilizando-se a proteina

recombinante TcL7aRep e o extrato proteico total de T. cruzi (TcExt) como

antigenos. Como mostra a Figura 22, nem o grupo de animais imunizados com

TcL7aRep nem o grupo controle apresentaram quantidades significativas de

anticorpos das classes IgG ou IgM a-TcL7aRep (Figura 23).
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Figura 23. Anticorpos a-TcL7aRep no pico da parasitemia em soro de animais infectados,

imunizados previamente com s6 os adjuvantes (controle) e animais imunizados com a proteina

TcL7aRep. IgG1 (A), lgG2a (B), IgG Total (C) e IgM (D).



Por outro lado, a analise dos anticorpos contra o extrato total de T. cruzi
(TcExt) mostra alta producdo de anticorpos (IgG total, IgG2a e IgM) nos dois
grupos. Foram detectados niveis mais baixos de anticorpos do isotipo IgG1 nos
dois grupos de animais. De forma interessante, os animais imunizados com
TcL7aRep apresentaram niveis significantemente mais baixos de anticorpos,
IgG total e IgM contra extrato total do parasito (TcExt) quando comparados aos
animais somente infectados (Figura 24), indicando que o dominio repetitivo

imunossuprime a resposta humoral contra os antigenos do T. cruzi.
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Figura 24. Anticorpos contra o extrato de T. cruzi (TcExt) no soro de animais infectados no
pico da parasitemia, imunizados previamente somente com os adjuvantes (controle) e animais
imunizados com a proteina TcL7aRep. IgG1 (A), IgG2a (B), IgG Total (C) e IgM (D).



4.8 Estimulagédo de esplendcitos

Com o objetivo de verificar alteragcbes na resposta celular nos animais

imunizados com a TcL7aRep em relacdo ao grupo controle, os esplendcitos

dos dois grupos foram coletados no pico da parasitemia, e estimulados in vitro.

Como mostra a figura 25, ndo foram detectadas diferencas significativas na

producdo de IFN-y e IL-10 quando os esplendcitos foram estimulados com o

extrato de T. cruzi (TcExt). Como controle, os esplendcitos foram estimulados

com ConA.
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Figura 25.Producéo de citocinas apés estimulo de esplenécitos. Producéo de IFN-y (A) e

IL-10 (B) por esplendcitos de camundongos coletados no pico da parasitemia e estimulados

com extrato total de T. cruzi (TcExt). Foram comparados esplendcitos de animais controle,

injetados com os adjuvantes ou imunizados com a proteina TcL7aRep.
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4.9 Efeito da imunizacdo com a TcL7aRep na resposta de

hipersensibilidade tardia

Com o objetivo de verificar se a proteina TcL7aRep induziria uma diminuicao
na resposta humoral e celular contra um antigeno heterol6go, ndo presente no
T. cruzi, foi feito um protocolo de imunizacbes com OVA, como descrito
anteriormente em materiais e métodos. Resumidamente, camundongos foram
imunizados por via subcutanea, duas vezes com 100 ug de OVA emulsificada
com FCA, sendo que um dos grupos foi previamente injetado com 10 ug de
TcL7aRep (24 horas antes das imunizagdes), e o grupo controle foi injetado
com agua (H20) (Figura 26).

Medicdo da
espessura dapata
TcL7aRep TcL7aRep HAO numa pata
ouH20 OVA ou H20 OVA ' H20 na outra pata
I I | I | | |
I I | 11
Dias -1 0 7 9 10 17 18 19 20
Amostra Amostra
de soro de soro

Figura 26. Esquema do protocolo de duas imunizagdes com OVA para inducdo de
resposta de hipersensibilidade e sua medicdo. Um grupo foi injetado 24 horas com
TcL7aRep antes de cada imunizacdo e 0 outro s6 com agua. 7 dias apds a segunda
imunizacédo, os camundongos foram injetados com OVA agregada por calor (HAO) numa pata,

€ na outra s6 agua.
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Apés a injecdo com HAO numa das patas traseiras, e 4gua na outra como
controle de inflamacdo inespecifica, os camundongos dos dois grupos
apresentaram inflamacao local com pico 24 horas ap0s a injecdo. Os animais
previamente injetados com TcL7aRep apresentaram inflamacédo menos intensa
24 apos a injecdo quando comparados com o grupo sé imunizado com OVA
(controle), indicando que a TcL7aRep induz supressdo da resposta celular
(Figura 27).

Hipersensibilidade induzida por OVA
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Figura 27. Resposta de hipersensibilidade. Diferenca na espessura da pata
24, 48 e 72 horas apo0s a injecdo com HAO numa pata, e H20 na outra, de

camundongos previamente imunizados com OVA.



A resposta humoral foi analisada, onde se evidenciou que a injecdo prévia com
TcL7aRep reduziu significativamente os niveis de anticorpos IgG a-OVA
detectados 7 dias apds a imunizacdo com OVA, mas ndo 17 dias apos,
indicando que a imunizacdo com TcRpL7a causa imunossupressdo da

resposta humoral (Figura 28).
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Figura 28. Anticorpos IgG a-OVA em soro de camundongos, 7 dias e 17 dias apés a
imunizacdo com OVA. Em branco, animais controle, sé imunizados com OVA; em preto,

animais imunizados com TcL7aRep 24 horas antes da imunizagdo com OVA.



4.10Efeito da incubacéo in vitro de esplendcitos com TcL7aRep

Com o objetivo de estudar possiveis alteracbes que a TcL7aRep induz na
resposta imune adaptativa, foram realizados experimentos in vitro, de
incubacéo e estimulacéo de esplendcitos de camundongos sadios, na presenca

ou auséncia desta proteina.

Inicialmente foi medido o efeito citotoxico da proteina repetitiva TcL7aRep em
diferentes concentragfes, utilizando o método de MTT. Nosso objetivo era
determinar as concentracfes ideais, ndo citotoxicas ou levemente citotoxicas
(<20% citotoxicidade) da proteina TcL7aRep, para os posteriores ensaios in

vitro de estimulacdo de esplendcitos.

Observamos que a proteina TcL7aRep nas concentracdes de 10, 5 e 1 ug/mL
nao causa citotoxicidade significativa (maior que 10%) quando esplendcitos de
camundongos sadios s&o incubados por 96 e 144 horas. Desta forma, este
resultado indica que qualquer destas concentracfes é adequada para ensaios
com esplendcitos in vitro (Figura 29).
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Figura 29. Citotoxicidade celular pelo método de MTT, da proteina TcL7aRep a 10, 5e 1

pg/mL em esplendcitos de camundongo BALB/c.



Em seguida, com o objetivo de verificar se a TcL7aRep atua como um antigeno
independente de linfécito T tipo | (TI-I), isto é, se ela é capaz de induzir
ativacdo policlonal de linfocitos B, determinamos os niveis de anticorpos IgM
inespecificos no sobrenadante de esplendcitos incubados com TcL7aRep, nas
concentracdes de 10, 5 e 1 w/mL por 96 horas. Os valores foram comparados
com os niveis de IgM produzidos pela ativagdo com LPS, um conhecido

ativador policlonal de linfocitos B.

Como esperado, o LPS a 10 pg/mL induziu maior produgdo de IgM no
sobrenadante em relacdo ao controle (sem estimulo). Por outro lado, a
incubacdo com TcL7aRep nas diferentes concentracdes nao resultou em
aumentou da producdo de IgM, indicando que o dominio repetitivo ndo atua

como ativador policlonal inespecifico (Figura 30).
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Figura 30. Producéo de IgM em esplendcitos apds incubagédo por 96 horas com LPS a 10

ug/mL e TcL7aRep nas concentracdes de 10, 5 e 1 ug/mL,
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4.11Efeito da incubacdo com TcL7aRep durante o estimulo na

proliferacdo de esplendcitos in vitro

Com o objetivo de verificar se a proteina TcL7aRep altera de alguma forma a
resposta imune adaptativa, esplendcitos de camundongos ndo imunizados e
ndo infectados, foram marcados com CFSE, e estimulados in vitro com
ativadores policlonais de linfocitos T, como ConA (5 ug/mL) e a-CD3 (2 pg/mL),
e de linfécitos B, como LPS (10 ugmL), na presenca ou auséncia de TcL7aRep.
Cento e vinte horas ap6s o estimulo, os sobrenadantes foram recolhidos e
estocados a -20 °C, enquanto que os esplendcitos foram marcados na
superficie com anti-CD3 para analisar linfocitos T e anti CD19 para linfécitos B.

Em seguida foram analisadas por citometria de fluxo.

Para a andlise da proliferagdo, foi medida a diminuicdo da marcacdo com
CFSE (CFSE dim) nas populactes de linfécitos T CD3+ e Linfocitos B CD19+.
Evidenciou-se que a TcL7aRep na concentracdo de 10 ug/mL nédo estimula a
proliferacéo dos linfocitos T, e como ja demonstrado, ConA e a-CD3, mas néo
LPS, estimulam a proliferacdo de linfécitos T. No entanto, a adicdo de
TcL7aRep 10 pg/mL 24 horas antes do estimulo (24 ha) aboliu completamente
a proliferacdo com estes dois estimulos, o que ndo ocorreu quando esta
proteina foi adicionada juntamente com o estimulo (nh) (Figura 31). A figura 32

mostra a quantificacdo da proliferacéo dos histogramas da figura 31.
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Figura 31. Histograma do marcador CFSE na populacdo de linfécitos T CD3+ sem
estimulo (A), com anti-CD3 (B), com ConA (C) e com LPS (D) na presen¢a ou auséncia de

TcL7aRep 10 pg/mL adicionada na hora do estimulo (nh) ou 24 horas antes (24 ha).
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Figura 32. Porcentagem de proliferacdo de linfécitos T CD3+. Quantificacdo da diminui¢ao
da fluorescéncia do marcador CFSE (CFSEdim) como medida da proliferagcao, apds estimulo
com a-CD3, ConA e LPS por 120 horas na auséncia da proteina TcL7aRep, ou na presenga

dessa proteina, adicionada na hora do estimulo (nh) ou 24 horas antes (24 ha).
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Ndo foi observada proliferacdo dos linfocitos B (CD19+) em presenca da
TcL7aRep, mas sim apds o estimulo com a-CD3, ConA e LPS quando
comparada aos controles sem estimulos, como ja descrito. A adicdo de
TcL7aRep na concentracdo de 10 upg/mL alterou significativamente a
proliferacdo tanto no momento da adi¢cdo dos estimulos (nh), quanto 24 horas
antes (24 ha) de adicionar esses reagentes. Como observado com os linfécitos
T, quando os esplendcitos foram incubados com a proteina 24 horas antes do
estimulo (TcL7aRep 24 ha) com a-CD3, ConA e LPS, ocorreu a inibicdo
completa da proliferacao (figura 33). Na figura 34, é mostrado o grafico da
quantificacdo da proliferacdo de linfocitos B CD19+ procedentes dos

histogramas da figura 33.
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Figura 34. Porcentagem de proliferagdo de linfécitos B CD19+. Quantificagdo da diminuicdo
da fluorescéncia do marcador CFSE (CFSEdim) como medida da proliferagédo, apés estimulo
com a-CD3, ConA e LPS por 120 horas na auséncia da proteina TcL7aRep, ou na presenca

dessa proteina, adicionada na hora do estimulo (nh) ou 24 horas antes (24 ha).



4.12Efeito da incubacao com TcL7aRep na expressédo de

moléculas de superficie de esplendcitos in vitro

Com o objetivo de observar possiveis alteracdes moleculares que expliquem a
imunosupressao evidenciada nos experimentos in vivo e a diminuicdo na
capacidade de proliferar de LT e LB na presenca da TcL7aRep, foram feitas
andlises da intensidade média da fluorescéncia, MFI, das moléculas CD3,
CD4,CDS8 e do receptor de IL-2 (CD25) em SMC estimuladas na presenca ou

na auséncia de TcRpL7a.

Os resultados da figura 35 mostram que, como esperado, essas células
apresentaram valores maiores de CD4, CD8 e CD3, apds estimulagao com a-
CD3 e ConA. Néao foram detectadas alteracbes do MFI de CD4, CD8 ou CD3
nos esplendcitos incubados com TcL7aRep na concentracdo de 5 pg/mL na
auséncia de estimulos. De forma interessante, a proteina TcL7aRep diminuiu a
expressdo de CD3+, CD4+ e CD8+ na superficie celular ap6s o estimulo com
a-CD3, quando comparado com estimulo na auséncia do dessa proteina
(Figura 35).
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Figura 35. Intensidade média de fluorescéncia (MFI) das proteinas CD4 (A), CD8 (B) e

CD3 (C) por citometria de fluxo de esplendcitos estimulados com a-CD3 e ConA em auséncia

ou presenca da proteina TcL7aRep 24 horas antes (24 ha) dos estimulos na concentracao de 5

pg/mL.
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Em relacdo a analise da porcentagem de infocitos CD4+CD25+ e CD8+CD25+,

foi observado um aumento estatisticamente significativo,

quando o0s

esplendcitos sdo estimulados com ConA, mas ndo com aCD3. No entanto,

quando as células séo incubadas com TcL7aRep 24 horas antes do estimulo

com a-CD3, a porcentagem destas duas popula¢gdes diminui; mas ndo com o

estimulo de ConA (figura 36).
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Figura 36. Porcentagem de linfécitos CD4+CD25+ (A) e CD8+CD25+ (B) de esplendcitos

estimulados com a-CD3 e ConA, em auséncia ou presenca de TcL7aRep 24 horas antes (24

ha) dos estimulos na concentragdo de 5 pg/mL. Analise por citometria de fluxo.
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A analise da MFI do receptor de CD25 mostrou que, apos o estimulo com a-
CD3 e ConA, linfécitos T CD4 tém a expressado desse receptor aumentada na
superficie, quando comparado com a expressdo em linfocitos ndo estimulados.
Além disso, a proteina TcL7aRep, na concentragdo de 5 pg/mL, diminui
significativamente a expressdo de CD25 nos linfocitos CD4+ quando
estimulados com a-CD3, mas ndao com ConA, quando comparado com o
estimulo s6. Nao houveram diferencas significativas em relacdo a MFI de CD25
em linfocitos CD8+, seja na presenca de estimulo mitogénico ou da TcL7aRep

guando comparados com o controle (Figura 37).
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Figura 37. MFI de CD25 em linfécitos CD4+ (A) e CD8+ (B) de esplendcitos estimulados com
a-CD3 e ConA, em auséncia ou presenca de TcL7aRep 24 horas antes (24 ha) dos estimulos

na concentracéo de 5 yg/mL. Analise por citometria de fluxo.
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Adicionalmente se analisou a MFI de CD25 nos linfocitos B, pois este € um
marcador de ativacdo e maduros (88, 89), além de que j& foi reportado que o
Trypanosoma cruzi e produtos sollveis liberados pelo parasito podem diminuir
sua expressao (67, 90).0Observou-se, como esperado, o aumento da expressao
de CD25 apds o estimulo com a- CD3 e ConA. A incubagdo com TcL7aRep, 24
horas antes do estimulo com a- CD3, resultou na diminuicdo significativa da

MFI nessas células (Figura 38).
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Figura 38. MFI de CD25 em linfocitos B CD19+ de esplendcitos estimulados com a-CD3 e
ConA, em auséncia ou presenca de TcL7aRep 24 horas antes (24 ha) dos estimulos na

concentracao de 5 ug/mL. Analise por citometria de fluxo.
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4.13 Efeito da incubacdo com TcL7aRep na producdo de

citocinas por esplendcitos estimulados in vitro

A quantificacdo das citocinas IL-2 e IL-10 nos sobrenadantes dos esplendcitos
estimulados em presenca ou auséncia da TcL7aRep mostrou, como esperado,
que a estimulacdo com a-CD3 e ConA resulta em altos niveis de IL-10 e IL-2,
72 horas ap0s o estimulo quando comparados com o controle. Adicionalmente,
como esperado, o LPS estimula a producdo de IL-10, mas ndo de IL-2. No
entanto, a presenca de TcL7aRep na concentracdo de 5 ug/mL, 24 horas antes
do estimulo, inibe a producdo de IL-10 apds o estimulo com ConA, mas nao
com a-CD3 ou LPS. A producéo da citocina IL-2 n&o foi afetada pela presenca
da TcL7aRep em nenhum dos estimulos (Figura 39).
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Figura 39. IL-10 e IL-2 nos sobrenadantes de esplenécitos apos 72 horas de estimulo com

a-CD3, ConA e LPS, em presenca ou auséncia de 5 yg/mL de TcL7aRep.
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5. DISCUSSAO

A relacdo parasito-hospedeiro na doenca de Chagas € complexa; nela séo
deflagrados mecanismos imunoprotetores do hospedeiro, inatos e adaptativos,
para erradicar o microorganismo (91). No entanto, o parasito fica no hospedeiro
para o resto da vida; raramente acontecem reacfes imunoldgicas esterilizantes
contra o T. cruzi, e isto requer constantemente mecanismos de evasado do
sistema imune (92). Varios destes mecanismos de invasdo, imunoevasao e
imunossupressao, conhecidos como fatores de viruléncia, tém sido descritos na

infeccdo por T. cruzi (93).

T. cruzi e outros parasitos intracelulares possuem maior quantidade de
repeticbes nas suas proteinas do que parasitos extracelulares e espécies
eucariotas livres (69, 70), sugerindo-se uma relacdo entre as repeticdes e a
capacidade de sobreviver no interior de células do hospedeiro. Pais et al.
correlacionaram a viruléncia de diferentes cepas de T. cruzi com a quantidade
de repeticbes, pois mostraram que as cepas pertencentes ao DTU T. cruzi Il
(mais virulentas) tém mais repeticdes em alguns antigenos do que cepas de T.
cruzi | (menos virulentas) (83). No sequenciamento do genoma de T. cruzi do
clone CL Brener, altamente virulento, mostrou-se que 50% deste genoma

possui regides repetitivas (71).

Vérias hipbteses tém surgido para explicar o papel das repeticbes nas
proteinas do Trypanosoma cruzi e de outros parasitos. Em 1991, Schofield
hipotetizou que os dominios repetitivos podem atuar como antigenos
independentes de linfécitos B tipo I, pois este tipo de antigeno, de natureza
multivalente e repetitiva, possui capacidade de induzir cross-linking simultaneo
de varios receptores nos linfécitos B, e portanto de induzir sua ativacdo na
auséncia de linfocitos T. Desta forma, a grande quantidade destas proteinas

poderia levar a imunodominancia, o que foi relacionado a um mecanismo de



imunoevasao, pois a resposta humoral independente de linfécitos T ndo é téo
eficiente quanto a dependente (81).

Vérias pesquisas tém mostrado que as repeticdes sao fortes alvos da resposta
imune humoral na doenca de Chagas. Mediante o immunoscreening de uma
biblioteca de cDNA de T. cruzi com soro de pacientes chagasicos, Da Rocha et
al (2002), demonstraram que 50% dos clones positivos sdo proteinas
ribossémicas, e destas 70% tem dominios repetitivos (Figura 5) (82). Goto et al,
também concluiram por immunoscreening de proteinas recombinantes e
peptideos sintéticos, testados com soro de pacientes chagasicos, que as
proteinas com dominios repetitivos que incluem proteinas da familia das
transialidases, MASP, mucinas e algumas proteinas hipotéticas, sé&o
imunodominantes (75). A imunodominancia na doenca de Chagas também foi
demonstrada por Tzlepis et. al (2008), que mostraram que a proteina
transialidase, que contém o dominio repetitivo conhecido como SAPA, é
imunodominante (76). Todos esses dados apontam para o papel das
repeticdbes nas proteinas deste parasito na viruléncia e na resposta imune
deflagrada pelo hospedeiro contra o parasito. A imunodominancia das
repeticbes tem sido estudada também em outros protozoarios parasitos, como
por exemplo, o causador da malaria. Proteinas com sequéncias repetitivas
foram relacionadas a mecanismos de imunoevaséao, e de acordo com o modelo
da “Cortina de fumacga”, esses antigenos imunogénicos seriam alvos da
resposta adaptativa, principalmente humoral, que levariam a um desvio dos

alvos mais importantes no parasito (79).

Dados obtidos anteriormente em nosso laboratorio mostraram que a proteina
ribossomal de T. cruzi, TcL7a, homdloga a proteina eucariética ribossomal L7a,
contém um dominio repetitivo de 90 aminoacidos com a sequéncia consenso
AAK(P/T/S) (Figura 6) (82). Adicionalmente, foi mostrado que o soro de
pacientes chagasicos contém anticorpos contra o dominio repetitivo da TcL7a.
No entanto, ndo € claro se a resposta contra esta proteina com dominio
repetitivo € parte do mecanismo de imunoevasdo para desviar a resposta
contra outros alvos do parasito, ou se estes anticorpos conferem protecao

contra o parasito.



Com o objetivo de conhecer o papel do dominio repetitivo na proteina
ribossomal L7a do Trypanosoma cruzi, experimentos de imunizacdo com a
proteina TcL7a recombinante e suas versdes truncadas, TcL7aRep e
TcL7adeltaRep foram realizados. A posterior infecgdo com o parasito mostrou
que a imunizacdo com a proteina inteira TcL7a conferiu protecdo contra o
parasito, enquanto que a imunizacdo com o dominio ndo repetitivo ndo causou
diferenca significativa na parasitemia nem na mortalidade, quando comparado
com o controle. De forma interessante, a imunizagdo com TcL7aRep resultou
em aumento da mortalidade e da parasitemia, o que sugere um papel
imunossupressor do dominio repetitivo. Nao é claro, no entanto, por que a
proteina inteira, mesmo contendo o dominio repetitivo, age de forma oposta a

TcL7aRep, isto €, confere protecdo (84).

A hipotese de que esse aumento da parasitemia e da mortalidade na infecgéo,
induzido pela imunizagcdo com TcL7aRep (Figura 19), seja resultado de
multiplos fatores, que incluiriam altera¢cdes imunolégicas com consequéncias
patoldgicas, foi testada nesse trabalho. As analises histopatol6gicas mostraram
menor quantidade de infiltrado de células inflamatérias no coragcédo do grupo de
animais infectados e imunizados com TcL7aRep quando comparado com 0s
animais controle ndo imunizados, o que poderia explicar a menor capacidade

desses animais de controlar a infeccéo (Figuras 20 e 21B).

A contagem do numero de ninhos de amastigota e a andlise por qPCR da
quantidade de DNA de T. cruzi no coragdo, apesar de mostrarem uma
tendéncia do grupo imunizado com a TcL7aRep a apresentar um maior
parasitismo, ndo nos permitiu concluir que isto realmente tenha ocorrido, pois
nao houve diferenca estatisticamente significativa (Figura 21A e 22). Se for
confirmada, esta tendéncia ao aumento do parasitismo do coracdo pode ser
correlacionada com a diminuicédo do infiltrado inflamatorio no grupo imunizado

com TcL7aRep, pois esta resposta é importante para o controle do parasito.



De forma interessante, Valente et al. mostraram que a imunizagdo com o
dominio nao repetitivo TcL7aARep induz, como a TcL7a, a producdo de
anticorpos contra esse dominio, mas de forma diferente da imunizacdo com a
TcL7a completa (que mostrou atividade protetora), a TcL7aARep nao induz
anticorpos contra a repeticdo (85). Pode-se sugerir entdo, que a capacidade de
conferir protecdo pela imunizacdo com a proteina inteira TcL7a seja devida,
pelo menos em parte, a producdo de anticorpos contra o dominio repetitivo

imunossupressor TcL7aRep.

Como foi observado nos experimentos de imunizagao e infec¢do, a imunizacéo
com TcL7aRep leva a uma reducdo nos niveis de anticorpos IgG e IgM contra
o extrato de T. cruzi (Figura 24). Uma resposta humoral contra a TcL7aRep
bloquearia a imunossupressdo exercida pela repeticdo. Neste caso, se
esperaria entdo que a imunizagcdo com a TcL7a, indutora de producdo de
anticorpos contra a repeticao, ajudaria ao aumento da resposta humoral contra
0 extrato de T. cruzi nos animais imunizados com a proteina inteira. No

entanto, esta hip6tese ainda néo foi avaliada.

A diminuicdo da resposta humoral especifica (figura 24) é um sinal da
imunossupressao induzida pela imunizacdo com TcL7aRep, o que explicaria,
pelo menos em parte, a susceptibilidade aumentada destes animais, refletida
no aumento da parasitemia (figura 19), pois varias pesquisas tém demonstrado
o papel da resposta imune humoral na protecéo contra T. cruzi (47-49).

A doencga de Chagas é caracterizada por hipergamaglobulinemia, ou seja, o
aumento indiscriminado de anticorpos no soro. Minoprio et al. demonstraram
gue a maioria dos anticorpos gerados na doenca de Chagas séo inespecificos
para T. cruzi (54) e foram relacionados com o0 esgotamento e anergia de

linfécitos B geradores de resposta humoral especifica protetora (94, 95).

Vérios ativadores policlonais tém sido descritos em T. cruzi e podem contribuir
com a hipergamaglobulinemia e imunoevasdo na doenca de Chagas. A
transialidase, uma proteina de superficie, €é expressa em formas

tripomastigotas e contém um dominio repetitivo chamado SAPA, sendo



considerada um ativador policlonal. Pesquisas feitas por Wenda Gao et al.
(2002) mostraram que na transialidase, a propriedade de ativacéo policlonal e a
capacidade mitogénica sao induzidas pelo dominio repetitivo SAPA, e as
magnitudes destas respostas sdo diretamente proporcionais ao numero de
repeticbes deste dominio (55). A resposta policlonal gera anticorpos
inespecificos e afeta negativamente a producdo de anticorpos especificos.
Contudo, apesar das predicdes computacionais (Figura 14 e 15) a TcL7aRep
nao induz anticorpos in vivo contra ela (Figura 17 e 23). Desta forma,
formulamos a hipétese de que inicialmente esta proteina poderia ser um
ativador policlonal semelhante ao dominio repetitivo SAPA. Entretanto, a
incubacdo de esplendcitos com a TcL7aRep a 10, 5 e 1 ug/mL por 96 horas
ndo produziu anticorpos IgM inespecificos nos sobrenadantes (figura 30).
Adicionalmente, esta proteina também ndo se mostrou mitogénica para
linfécitos T ou B, pois a incubacao desta proteina com esplendcitos ndo induziu

proliferacéo in vitro (figura 31 e 33), pelo qual esta hipétese parece errada.

Para explicar a aparente contradicdo das predicfes computacionais com a
incapacidade da proteina TcL7aRep de estimular a produgdo de anticorpos in
vivo (figura 17 e 23), surgem duas hipoteses: na primeira, pode-se especular
que a ndo producdo de anticorpos contra o dominio repetitivo, em animais
imunizados com o antigeno contendo somente esse dominio, € consequéncia
da falta de epitopos de linfocitos T, os quais estdo presentes no dominio nao-
repetitivo (84). Esse interpretacdo explicaria a auséncia de anticorpos
especificos anti-repeticbes em animais imunizados com TcReplL7a, mas ndo

explica a imunossupressao induzida por esta proteina, evidenciada por:

e diminuicdo da resposta humoral de animais infectados, observada apoés
a imunizacao (Figura 24),

e diminuicéo de infiltrado celular inflamatério e uma tendéncia ao aumento
de ninhos de amastigota no coracgao (figura 21A e B),

e diminuigcdo da resposta celular e humoral apds imunizagdo com OVA
(figura 27 e 28),



e diminuicdo da proliferacdo de linfécitos T e B quando estimulados na

sua presenca (figura 31, 32, 33 e 34).

Uma segunda hipdtese é baseada no modelo do "immunon”, desenvolvido por
Dintzis et al (1976), no qual foi estabelecido que para que um antigeno
multivalente, contendo epitopos repetitivos, possa atuar como um antigeno
independente de linfécitos T, isto é, que seja capaz de gerar anticorpos sem a
participacdo de linfocitos T, € necessaria a presenca de pelo menos 20
repeticbes do epitopo, de maneira que estes facam o cross-linking de
simultaneamente pelo menos 20 BCR (B cell receptors), formando um
‘immunon” ou cluster de BCR, que leva a ativacao do linfécito B (96). Se o
dominio contendo a repeticdo esta abaixo deste threshold de 20 epitopos, seria
gerada uma resposta tolerogénica, a qual afetaria a geracdo de anticorpos
especificos dependentes de linfécitos T (97). Como a TcL7aRep possui 90
aminoacidos e um M.W. de 8,81 KDa (figura 7), e sabendo-se que um epitopo
linear de linfocito B tem de 6 a 9 amino&cidos (98), a TcL7aRep teria de 9 a 15
epitopos. Assim,, de acordo com o modelo do "immunon”, a TcL7aRep seria
tolerogénica, o que explicaria ndo s6 a auséncia de anticorpos a-TcL7aRep,

mas também a imunossupresséao induzida por ela.

Embora a segunda hipotese seja interessante, o modelo do “immunon” foi
desenvolvido com polimeros ligados a multiplos anticorpos a-lg, o que gera
efeitos imunoldgicos policlonais mensuraveis. No entanto, em contextos reais,
as ligacoes de BCR e repeticdes, presumivelmente, seriam mono ou
oligoclonais, e provavelmente de magnitude e significancia baixa. Porém,
também poderia-se hipotetizar que os linfocitos B-1 (CD5+), produtores de
anticorpos naturais, também sejam alvos de moléculas repetitivas como a
TcL7aRep, e levando-se em conta que seus BCR sé&o polirreativos e ligam-se a
moléculas de estrutura conservada (99, 100), as repeticdes poderiam alcancar
um numero de alvos suficientemente grande, como este tipo de linfocito,
gerando um efeito tolerogénico significativo. E importante saber que no modelo
do “immunon” ndo foi elucidado o mecanismo de tolerogenicidade. Desta
forma, sdo muitas as possibilidades de mecanismos possiveis envolvidos no

fendbmeno da imunossupresséao.



E interessante lembrar que os linfocitos CD5+ tém sido relacionados com a
hipergamaglobulinemia e o aumento da resposta humoral inespecifica na
doenca de Chagas (94). No entanto, na hipotese de tolerogenicidade induzida
pela TcL7Rep apresentada neste trabalho, os linfécitos CD5+ estariam também
associados hipoteticamente com o aumento da susceptibilidade a infeccao,
mas por meio de um mecanismo diferente do mostrado por Minoprio et al. (94,
95). Estudos mais avancados precisam ser feitos para observar se este tipo de

linfécitos sdo alvos da proteina repetitiva TcL7aRep.

Alteracfes na resposta celular e humoral foram observadas no experimento de
inducdo da resposta de hipersensibilidadepela imunizacdo com o antigeno
heter6logo OVA, pois os camundongos injetados com 10ug de TcL7aRep, 24
horas antes das duas imunizacdo com OVA, tiveram menor resposta, refletida
em menor inflamacdo na pata 24 horas apés a injecao de OVA quando
comparados com animais controle (Figura 27). Estes dados revelam alteracéo
na resposta celular causada por TcRpL7a, pois a inflamacéo apds a injecdo na
pata de animais previamente sensibilizados com esse antigeno é uma
manifestacdo da resposta adaptativa celular efetora especifica, mediada
inicialmente por linfocitos T, que induzem recrutamento de leucdcitos
mononucleares e polimorfonucleares, vasodilatacdo e inflamacédo (101). Da
mesma forma, esse experimento mostrou que a resposta humoral foi também
alterada, pois os niveis de anticorpos anti-OVA no dia 7 ap6s a imunizacao
sofreram uma diminuicdo nos camundongos injetados previamente com 10ug
de TcL7aRep (Figura 28). Assim, estes resultados indicam que a TcL7aRep
induz imunossupressao da resposta celular e humoral de forma inespecifica,
pois diminui a resposta contra a proteina OVA, nao presente no T. cruzi. De
fato, alteragbes na resposta hipersensivelja haviam sido reportadas em
camundongos infectados crénicos. Entretanto, parece que na infeccéo
experimental, esse efeito é devido a um mecanismo distinto da
imunossupressao observada nos nossos experimentos com a TcL7aRep, pois
a imunossupressao reportada na literatura é especifica contra antigenos de T.
cruzi, e ndo contra antigenos heter6logos como KLH (Keyhole limpet
hemocyanin) e SRBC (Sheep Red Blood Cells) (45).



Com o objetivo de elucidar o mecanismo imunolégico de supresséao feito pelo
dominio repetitivo, foram feitos experimentos in vitro de estimulacdo de
esplendcitos, em presenca ou auséncia de TcL7aRep. Como resultado,
observamos uma diminuicdo na capacidade de proliferacdo de linfocitos T
CD3+ (Figura 31 e 32) e linfécitos B CD19+ (Figura 33 e 34) com estimulos

policlonais como a-CD3, ConA e LPS na presenca de TcRpL7a.

No entanto, é importante ressaltar que a ConA e o a-CD3 estimulam
policlonalmente os linfécitos T de maneiras diferentes, e que o LPS é um
antigeno independente de Linfécito T tipo | (TI-I). Isto sugere um mecanismo de
imunossupressao geral, ndo especifico, que poderia ser causado por fatores
comuns, tais como citocinas pleiétropicas imunossupressoras, como IL-10 e
TGF-B, ou a diminuicdo da producédo de citocinas e expressao de receptores de
citocinas pleiotropicas importantes para a ativacdo dos dois tipos de linfocitos,
como IL-2 e IL-2R.

A analise de CD3, CD4 e CD8 em linfocitos CD3+, CD4+ e CD8+,
respectivamente, mostrou, como esperado, o aumento da MFI destas
proteinas, apds o estimulo de esplendcitos com a-CD3 e ConA. De forma
interessante, observou-se a diminuicdo significativa da expressao destes 3
marcadores apos o estimulo de a-CD3 na presenca de TcL7aRep, mas néo
com o estimulo de ConA (figura 35). A diminuicdo da quantidade de CD3 nos
linfécitos CD3+ pode explicar a diminuicdo da proliferacédo deste tipo de células
apos o estimulo com a-CD3 na presenca da repeticdo, observado nos

experimentos de proliferacdo celular (figura 31 e 32).

Se os efeitos da TcL7aRep mencionados acima estiverem causando estes
mesmos efeitos in vivo, isto explicaria 0 aumento da susceptibilidade de
camundongos imunizados com TcL7aRep a infec¢gdo com T. cruzi (figura 19),
a diminuicdo da sua resposta humoral (figura 24), e a diminuicdo da resposta
celular e humoral na inducdo da resposta hipersensivel(figura 27 e 28). Sabe-
se que CD3 faz parte do complexo que compde o receptor dos linfécitos T

(TCR) e é importante para o reconhecimento de antigenos apresentados por



células apresentadoras de antigeno, APC. Adicionalmente, as proteinas CD4 e
CD8 sao importantes para a interagdo linfocitos T e as APCs. Assim, alteracdes
nestes 3 componentes podem comprometer a resposta adaptativa mediada
pelos linfécitos T, além de afetar indiretamente o desenvolvimento da resposta

humoral.

O receptor de IL-2 (CD25) € uma molécula essencial para a proliferacdo de
linfécitos T ativados; por isso, avaliamos sua presenca e quantidade na
superficie celular. Evidenciamos, como esperado, um aumento na porcentagem
de linfécitos CD4+CD25+ apos o estimulo com a CD3 e ConA, e a diminuicao
dessa diferenca na presenca da TcL7aRep apds o estimulo com a-CD3. Os
dados de marcacdo com CFSE mostram também que a porcentagem de
linfécitos CD8+CD25+ que proliferam quando estimulados com aCD3 na
presenca de TcL7aRep € menor do que na auséncia desse antigeno (fato nédo

observado com o estimulo com ConA) (Figura 36).

Ao analisar os niveis do receptor de IL-2 (CD25), observamos uma diminuicao
da MFI em linfocitos CD4+ estimulados com a-CD3 na presenca de TcL7aRep
guando comparada com células estimuladas na auséncia do antigeno.
Inesperadamente, ndo houve alteracdo na MFI de CD25 em linfécitos CD8+
apos os estimulos, na presenca ou auséncia de TcL7aRep (Figura 37). Estes
dados explicam parcialmente a menor capacidade de proliferacdo dos linfécitos
T CD3+ (que podem ser linfocitos CD4+ e CD8+) quando estimulados com a-
CD3 na presenca do dominio repetitivo (figura 31 e 32), pois a IL-2 € um fator
de crescimento importante para linfécitos ativados, e expressao do receptor de
IL-2 (CD25), tanto em linfécitos CD4+ quanto CD8+, é indispensavel para essa
ativacao (102).

Ao analisar os niveis de CD25 em linfocitos B CD19+, observamos um
aumento de CD25 apds estimulagdo com a-CD3, aumento esse que também
se reduz na presenca da TcL7aRep. Novamente observamos essa diferenca
somente apds o estimulo com a-CD3, mas nédo quando estimulados com ConA

(Figura 38). Esse dado explica a redugéo da proliferacdo de linfocitos B CD19+



estimulados com a-CD3 em presenca do dominio repetitivo quando comparado

sé com o estimulo (Figura 33 e 34).

Por fim, observamos também que a producdo das citocinas IL-2 e IL-10 no
sobrenadante, apos o estimulo de esplenécitos com a-CD3 e ConA, foi
significativamente aumentada, como esperado. Na presenca de TcL7aRep, o
estimulo com ConA, mas ndo com a-CD3, resultou em uma diminuicdo na
producdo de IL-10. Entretanto, a presenca do dominio repetitivo ndo afetou
significativamente a producdo de IL-2 (Figura 39), diferente do que foi
observado para o seu receptor.

A reducédo da producéo de IL-10 pode afetar bastante o controle da resposta
inflamatoria, o que na infeccéo pode levar a uma resposta imune exacerbada e
danos imunopatologicos (103). Adicionalmente, como mostrado em linfocitos B
de humanos, a diminuicdo da producdo de IL-10 pode levar a reducédo da
resposta humoral, pois esta citocina, junto com IL-2, participa da ativacdo deste
tipo de resposta em linfécitos B num mecanismo diferente do aumento do
receptor de CD25 (104). Desta forma, estudos mais aprofundados séo
necessarios para conferir se um mecanismo semelhante a este estaria
contribuindo com a diminuicdo da resposta humoral (figura 24) e o aumento da
suceptibilidade observados nos experimentos in vivo de camundongos
imunizados com TcL7aRep e infectados (figura 19) ou imunizados com

TcL7aRep e imunizados com OVA (figura 27 e 28).

Resumidamente, como observado nos experimentos de proliferacao in vitro, 0s
linfécitos T e B proliferam quando estimulados com a-CD3 e ConA, mas na
presenca de TcL7aRep, ambas as proliferacbes diminuem. Além disso, o
aumento da expressdo de moléculas como CD3, CD4, CD8 e CD25 foi
observado apds esses mesmos estimulos, mas a presenca de TcL7aRep inibe
este aumento sO na estimulagdo com a-CD3, mas ndo com ConA (figura 32,
34, 35, 36, 37 e 38). Um mecanismo diferente de imunossupressao em relacéo
ao mencionado acima foi observado na anélise da producdo de IL-10. O
estimulo de esplendcitos com a-CD3 e ConA induz a producédo de IL-10; no

entanto, a presenca da TcL7aRep sé diminui a producédo de IL-10 causada por



ConA, mas néo por a-CD3 (figura 39) Estes dois comportamentos poderiam ser
mediados por dois mecanismos immunossupressivos diferentes, onde a
incapacidade dos linfocitos de proliferarem ao estimulo por a-CD3 na presenca
da TcL7aRep é causada pela diminuicdo da expressdo de moléculas como
CD3, CD4, CD8 e CD25, mas a imunossupressao da TcL7aRep antes do
estimulo com ConA estaria mediada por um mecanismo diferente ao primeiro,

mas relacionado a diminui¢cao na producéao de IL-10.

A hipétese do “immunon” prevé a iniciacdo de uma resposta tolerogénica
mediada por linfocitos B, pois seus receptores (BCRs) sdo potencias alvos da
repeticdo TcL7aRep. Levando-se em conta estudos que mostram que o carater
ativador ou imunossupressor de linfécitos B depende do tipo de estimulo (105),
podemos ainda levantar a hipétese de que um dos mecanismos de
imunossupressao evidenciados neste trabalho levaria a proliferacdo ou
ativacdo de linfocitos B reguladores. Estudos adicionais sdo necessarios para

gue possamos investigar melhor essa e outras hipoteses.

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O dominio repetitivo da proteina L7a do Trypanosoma cruzi é uma sequéncia

que esta presente somente na proteinas ribossémicas deste organismo.

A imunizacdo com a TcL7aRep antes da infeccdo com T. cruzi aumenta a
susceptibilidade dos camundongos quando comparados com o controle, pois a
parasitemia € exacerbada, e correlacionada, segundo as analises

histopatologicas, com a diminui¢do do infiltrado celular inflamatorio no coragao.

As analises in vivo, como a inducdo da resposta hipersensivelcontra OVA,
indicam que o dominio repetitivo € um imunossupressor inespecifico da

resposta humoral e celular.



As andlises in vitro de estimulacdo de esplendcitos com TcL7aRep nos

permitiram observar parte do mecanismo supressor da resposta imunoldgica,

onde podemos concluir que o dominio repetitivo:

N&o é imunogénico;

N&o é ativador policlonal;

Diminui a capacidade de proliferacdo de linfécitos T CD3+ e B CD19+;
Diminui a proliferacé@o de linfocitos CD4+ CD25+ e CD8+CD25+;

Diminui a expressao das proteinas CD3, CD4 e CD8 na superficie das
células correspondentes;

Diminui a producédo de IL-10, quando o estimulo com ConA esta na
presenca dessa proteina;

N&o altera a producédo de IL-2;

E imunossupressor da resposta imune adaptativa.

Este trabalho abre varias perspectivas, entre elas 0s seguintes experimentos:

Analisar se a proteina ribossomal L7a do T. cruzi e seu dominio
repetitivo séo liberados no transcurso da infeccéo.

Investigar se os efeitos causados pela TcL7aRep no estimulo de
esplendcitos in vitro sédo reproduzidos in vivo, apds a imunizacao.
Elucidar os mecanismos envolvidos na imunossupressao induzido pela
TcL7aRep, como por exemplo a participacéo de células B regulatérias.
Analisar a hip6tese de que a producdo de anticorpos a-TcL7aRep
induzidos pela imunizacdo com a proteina inteira TcL7a bloqueia este

fator virulento e permite uma melhor resposta celular e humoral.
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