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RESUMO

FILIPIN, M.D.V. A¢bes imunomoduladoras da prolactina durante a fase aguda
da Doenca de Chagas experimental. 2013. 150f. Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o
Preto, 2013.

Durante a infeccdo por Trypanosoma cruzi, o sistema endodcrino exerce importante
influéncia no direcionamento da resposta imune do hospedeiro. A prolactina é um
dos diversos horménios envolvidos em uma série de complexas interacées com o
sistema imunoldgico, participando diretamente do processo de imunorregulacdo. As
pesquisas relacionadas com a administracdo de hormdénios em modelos
experimentais infectados por T. cruzi visam comprovar a modulacdo dos
mecanismos de defesa por estas substancias e contribuem para a busca de novas
terapias auxiliares e melhorias no tratamento convencional da Doenca de Chagas. O
objetivo deste trabalho foi elucidar o papel da prolactina na modulacdo do sistema
imune durante a fase aguda da doenca de Chagas experimental, através da
administracdo desta substancia em ratos Wistar jovens infectados com a cepa Y de
T.cruzi. O envolvimento e o perfil de ativacdo das células de defesa durante a
infeccdo aguda foram analisados, utilizando-se ensaios de linfoproliferacao,
apoptose de linfécitos e andlise de marcadores celulares. Além disso, outros
pardmetros imunolégicos também foram avaliados, entre eles, citocinas
intracelulares IFN-y, TNF-a, IL-4 e IL-10, quimiocina MCP-1 e o6xido nitrico. Os
animais submetidos ao tratamento com prolactina apresentaram reducéo
significativa na parasitemia sanguinea, bem como diminui¢cdo na apoptose celular e
elevados percentuais de células essenciais na resposta imune do hospedeiro frente
ao parasita. Desta forma, os dados obtidos neste trabalho demonstram os efeitos
estimulatérios da prolactina e corroboram a ideia da utilizacdo de substancias
imunomoduladoras no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, que
possam promover o equilibrio da resposta imune do hospedeiro frente a infeccao,
prevenindo os possiveis danos teciduais observados tanto na fase aguda como

cronica da doenca de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Prolactina; Resposta Imune; Doenc¢a de Chagas.



ABSTRACT

FILIPIN, M.D.V. The immunomodulatory effects of prolactin during th e acute
phase of experimental Chagas’ disease. = 2013. 150f. Thesis (Doctoral). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeir&o
Preto, 2013.

During the course of infection by Trypanosoma cruzi, the host immune system is
involved in distinct, complex interactions with the endocrine system,
and prolactin (PRL) is one of several hormones involved in immunoregulation.
Numerous studies have demonstrated that the modulation of the immune system with
the administration of regulatory hormones in different experimental models infected
with T. cruzi, are very important inciting the investigation of new therapies for
Chagas’ disease. The role of PRL as a possible factor in the modulation of the
immune response was the target of this study using as animal model young rats
infected with the Y strain of T. cruzi, in the attempt to demonstrate the relationship
between the neuroendocrine system and the immune response involved in the acute
phase of the experimental Chagas’ disease. For this purpose, some immune
parameters were analyzed: dosages of cytokines IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10 and
chemokine MCP-1, phenotypic analysis of cell subsets by flow cytometry, production
of nitric oxide, lymphoproliferation and apoptosis of splenocytes. Therapy with PRL
caused a significant decrease in parasitemia during the acute phase. PRL also
triggered an increase in the percentage of cells of the innate and adaptive immune
response and decreased apoptosis. Thus, the data obtained in this study corroborate
the idea of using substances such as PRL in the development of new therapeutic
strategies that can modulate the inflammatory response, contributing to the balance
of the host body against infection, preventing the possible tissue damage observed in

both acute and chronic Chagas’ disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Prolactin; Immune response; Chagas’ disease.
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Introducao 1

1. Introducao

1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma parasitose decorrente da infeccdo causada
pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (Ordem Kinetoplastida, género
Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum). Esta doenca foi inicialmente descrita,
em 1909, pelo médico pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, que além de
identificar o parasita, determinou todos o0s aspectos da doenca, tais como anatomia
patolégica, epidemiologia, etiologia, formas clinicas, meios de transmissao,

patogenia, profilaxia, sintomatologia e ciclo evolutivo (CHAGAS, 1909).

A doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase
Americana, € uma enfermidade humana relacionada com o subdesenvolvimento e
baixas condicdes socioecondémicas, e representa um sério problema de saude
publica na América Latina, com mais de 25 milhdes de pessoas expostas ao risco da
infeccdo no continente (MATHERS et al., 2007; MONCAYO, SILVEIRA, 2009; WHO,
2010). A doenca estende-se desde o Texas nos Estados Unidos até aos paises do
cone sul, e de acordo com os dados estimados pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), atualmente cerca de 10 milh6es de pessoas estéo infectadas por T. cruzi no
mundo, principalmente nos paises latino-americanos, onde a doenca é endémica
(WHO, 2010). Vale ressaltar que um numero cada vez maior de doentes € detectado
nos Estados Unidos, Canada e em paises da Europa e do Pacifico Ocidental, como
consequéncia direta da emigracdo dos individuos residentes nas areas endémicas

(SCHMUNIS, 2007; GASCON et al., 2010; PARKER, SETHI, 2011).
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Inicialmente, o Triatoma infestans, um artropode da classe dos insetos
hemipteros, conhecido popularmente como “barbeiro”, era o principal vetor da
doenca de Chagas (RASSI et al., 2010). No entanto, atualmente, outros triatomineos
hematofagos pertencentes a Familia Reduviidae também s&o considerados
importantes transmissores da doenca, tais como Rhodnius prolixus, Panstrongylus
megistus, Triatoma pseudomacula, Triatoma dimidata e outras espécies domésticas

(ZELEDON, RABINOVICH, 1981).

Em seu ciclo evolutivo, T. cruzi apresenta diferentes estagios de
desenvolvimento, e entre as suas formas morfogenéticas estdo: as formas
epimastigota e tripomastigota metaciclica infectante, presentes no tubo digestivo do
inseto vetor, e as formas amastigotas e tripomastigotas sanguicolas presentes no

hospedeiro vertebrado (BRENER, 1971; RASSI et al., 2009).

Antes da presenca humana nos ecétopos naturais, T. cruzi se
encontrava restrito a situacao silvestre, circulando, por meio do inseto vetor, entre
hospedeiros mamiferos, como marsupiais, roedores e tatus. O homem passou a
fazer parte deste ciclo epidemioldgico quando invadiu esses ecotopos, oferecendo
novas opg¢oes de disseminacdo ao vetor (COURA, DIAS, 2009; VINHAES, DIAS,
2000). Dessa forma, os “barbeiros” passaram a coabitar as instalacdes humanas
colonizando os mais variados locais como buracos ou fendas em paredes, onde
encontraram condi¢ces ideais de abrigo e oferta alimentar abundante, o que

favoreceu a difuséo da doencga (DIAS, BORGES DIAS, 1979; WHO, 2002).

Diante disso, o principal meio de contagio da doenca de Chagas ainda
€ a transmissdo vetorial, que ocorre no momento do repasto sanguineo dos
triatomineos contaminados com T. cruzi. Apés realizar a hematofagia em um

hospedeiro vertebrado, o inseto vetor libera nas suas fezes ou urina, as formas
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tripomastigotas metaciclicas do protozoario, que penetram na pele ou mucosas
através da solucédo de continuidade (GARCIA et al., 2010). Estas formas invadem
diversos tipos de células, principalmente fagdcitos mononucleares e fibroblastos, e ja
no citoplasma celular, o parasita transforma-se na forma amastigota que se reproduz
por divisdo binaria (de SOUZA et al., 2010). Posteriormente, as células parasitadas
se rompem, liberando as formas tripomastigotas que alcancam a circulacdo e

disseminam a infeccao em ciclos (GARCIA et al., 2010).

Além da transmisséo vetorial, mecanismos secundarios tambem foram
estabelecidos, tais como a transmissao congénita (TORRICO et al., 2004), via
transfusional (SCHMUNIS, 1999; BERN et al., 2008), amamentacéo (DIAS, AMATO
NETO, 2011), acidentes de laboratério e manejo de animais infectados, bem como
transplante de o6rgdos e transmissdo sexual (CHIEFFI, AMATO NETO, 2000;
CARLIER et al., 2002; CDC, 2006; DIAS, AMATO NETO, 2011). Recentes surtos no
sul do Brasil e no estado do Par4 demonstram a importancia da transmissao oral,
através da ingestdo de alimentos contaminados com o parasita (PEREIRA et al.,

2009; YOSHIDA, 2009).

Com base nas caracteristicas do quadro clinico do hospedeiro
infectado, a doenca de Chagas pode apresentar as fases aguda e cronica (RASSI et
al., 2010). A fase aguda se estabelece logo apds a infeccdo e geralmente, se
caracteriza por apresentar elevados niveis de parasitemia e parasitismo tissular
(GOMES e et al, 2009). Clinicamente, o hospedeiro pode desenvolver
manifestagdes locais, como o chagoma de inoculacdo e o sinal de Romafa, que
ocorrem devido a reacgdo inflamatoria existente na porta de entrada do parasita, no
caso da transmissédo vetorial (WHO, 2002; PARKER, SETHI, 2011). Esses sinais

podem ser seguidos de febre, mal-estar geral, hepatoesplenomegalia e
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adenomegalia (MONCAYO, YANINE, 2006; RASSI et al.,, 2010), sendo que, mais
raramente, alguns casos podem apresentar complicacdes neurologicas, cardiacas e
pulmonares, muitas vezes fatais, principalmente em criancas (TORRICO et al.,

2004).

Em hospedeiros imunocompetentes, a resposta imune dirigida contra o
parasita progride e a infeccdo é controlada, determinando o desaparecimento das
formas tripomastigotas do sangue (RASSI, et al., 2010). A doenca evolui, entdo, para
a sua forma indeterminada, onde esses individuos infectados permanecem
assintomaticos por um longo periodo, sem apresentar nenhum tipo de manifestacéo

clinica (RASSI, et al., 2010).

A auséncia de sintomas pode persistir por toda a vida do individuo,
entretanto, dependendo do tipo de cepa e estado imunoldgico do hospedeiro, cerca
de 30% dos pacientes infectados podem desenvolver a sindrome caracteristica da
fase cronica, evidenciada pelo aparecimento das manifestacdes cardiacas e/ou
digestivas (DIAS, 1995). As altera¢gBes na funcao cardiaca sdo as mais sérias devido
a morbimortalidade e estdo relacionadas com anormalidades no sistema de
conducdo do coragdo, tromboembolismo, arritmias, hipertensdo arterial,
miocardioesclerose e morte subita (RASSI, et al., 2000; MARIN-NETO et al., 2010).
J& as complicacdes digestivas manifestam-se pela dilatacdo do célon e do esbfago,
em consequéncia da desnervacdo de células ganglionares do plexo mesentérico

(KOBERLE, 1968; MATSUDA et al., 2009).

O diagnostico da doenca na fase cronica geralmente é realizado pela
deteccdo de anticorpos IgG especificos contra T. cruzi através de exames
sorolégicos, como imunofluorescéncia, ELISA e hemaglutinacdo indireta (BRASIL,

2005; GOMES, et al., 2009). Recentemente, a anélise do DNA do parasita através
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de técnicas de biologia molecular, como a Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR),
também tem sido considerada uma metodologia viavel, especialmente em casos de
sorologia inconclusiva e monitoramento da eficacia do tratamento (BRASIL, 2005;

BRITTO, 2009).

E importante ressaltar que T. cruzi apresenta uma patogenia
especialmente determinada por aspectos proprios do hospedeiro e da populacéo
infectante e, portanto, o curso da infeccdo nos vertebrados susceptiveis é
influenciado por fatores como idade, sexo e constituicdo genética do hospedeiro,
além de caracteristicas genéticas e morfolégicas da cepa infectante, entre outros
fatores (BRENER et al., 2000; MANOEL-CAETANO, SILVA, 2007; GARCIA et al.,

2010).

Além disso, em funcdo das suas caracteristicas bioldgicas e genéticas,
T. cruzi, constitui-se de diferentes cepas que podem ter comportamentos distintos
guando inoculadas experimentalmente em hospedeiros vertebrados (MELO,
BRENER, 1978; MACEDO, PENA; 1998; ANDRADE et al., 2010). Andrade et al.
(1976) relataram a existéncia de cepas com predominancia de formas delgadas e
tropismo diferenciado para células do sistema fagocitario mononuclear, parasitando
com maior frequéncia esplendcitos, hepatécitos e células da medula Ossea,
apresentando altos e precoces picos parasitémicos. Entretanto, existem cepas que
apresentam caracteristica morfolégica larga, marcante tropismo para células
musculares (musculatura lisa, esquelética e cardiaca) e tecido glandular (MARTINI
et al.,, 1986). Esse tipo de conformacdo morfologica confere a estas cepas uma
maior resisténcia aos anticorpos circulantes, e como consequéncia, as formas
tripomastigotas permanecem por mais tempo na corrente circulatéria, determinando

picos parasitémicos tardios e infec¢des de duracado mais prolongada.
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A doenca de Chagas pode ser avaliada experimentalmente por meio do
acompanhamento de sua evolucdo em diferentes modelos experimentais, incluindo
roedores silvestres (SANTOS et al., 2008; CAETANO et al., 2008; TANIWAKI et al.,
2011), camundongos (CARDILLO et al., 1996) e ratos (BRAZAO et al., 2008;
SANTELLO et al., 2009), podendo reproduzir nos mesmos o0s distintos aspectos
imunologicos e patoldgicos da doenca humana (ANDRADE, MAGALHAES 1996;

ANDERSSON et al., 2003).

1.2 Doenca de Chagas e o Sistema Imune

A acao do sistema imune do hospedeiro frente a infec¢ao por T. cruzi €
um dos principais fatores que determinam a ocorréncia de diferentes manifestacées
clinicas da doenca de Chagas no homem. Além de reduzir a multiplicacdo do
parasita durante a fase aguda, a ativacdo da resposta imunolégica também pode
determinar a patogenia nos tecidos na fase cronica (BRENER, GAZZINELLI, 1997;

ANDRADE, 1999).

A resisténcia do hospedeiro contra a infec¢ao por T. cruzi e a limitagao
a multiplicacdo do parasita durante a fase aguda da doenca dependem do
estabelecimento de uma resposta imune especifica, que requer a combinacédo de
mecanismos efetores desenvolvidos tanto pela imunidade inata, quanto pela
adquirida (ALIBERTI et al., 1996). Estes processos envolvem diferentes
compartimentos do sistema imune e diversos tipos de células que incluem
macrdfagos, células natural killer (NK), células T CD4", T CD8" e linfécitos B,
produtores de anticorpos (BRENER, GAZZINELLI, 1997; SACKS, SHER, 2002;

MARTIN, TARLETON, 2004). A mobilizacdo do sistema imune na fase aguda é
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essencial na reducdo dos niveis de parasitas sanguineos e teciduais (ALIBERTI et
al., 1996; SACKS, SHER, 2002), porém n&o € capaz de eliminar, em definitivo, o
parasita do organismo do hospedeiro, contribuindo para o aparecimento das

manifestacdes cronicas (BRENER et al., 2000; BUSTAMANTE et al., 2007).

Sabe-se que a resposta inflamatoria e as lesbes celulares, ao lado das
alteracdes da matriz extracelular e dos fenbmenos degenerativos, constituem os
processos patologicos fundamentais da doenca de Chagas (GATTASS et al., 1988;
PALOMINO et al.,, 2000; CUNHA-NETO et al.,, 2006; GUTIERREZ et al. 2008;
MACHADO et al., 2012a,b). Ademais, 0s processos autoimunes também tém sido
apresentados por diversos autores como possiveis mecanismos patogénicos da
doenca nos oOrgaos comprometidos, principalmente no coracdo (SANTOS-BUCH,
TEIXEIRA, 1974; KALIL, CUNHA-NETO, 1996; SOARES et al., 2001; ENGMAN,
LEON, 2002; KIERSZENBAUM, 2005; HYLAND, ENGMAN, 2006; CUNHA-NETO et

al., 2011)

A predominéncia de células mononucleares no infiltrado inflamatério,
juntamente com a deposicdo de complemento e de autoanticorpos especificos para
antigenos intrinsecos do tecido cardiaco, como as proteinas estruturais de miosina,
seriam as principais evidéncias do envolvimento de fatores imunolégicos na
patogénese da doenca (KIERSZENBAUM, 1999; NUNEZ-APAZA, 2008). Diversos
mecanismos sdo descritos como possiveis precursores da autoimunidade durante a
infeccdo por T. cruzi, como por exemplo, a ativacdo policlonal, o mimetismo
molecular e a rea¢do cruzada com epitopos partilhados entre o parasita e proteinas
cardiacas (CUNHA-NETO et al., 1995; CUNHA-NETO, 1996; LEON, ENGMAN,
2003; MARIN-NETO et al., 2007) . Por outro lado, a aplicacdo experimental de

técnicas mais sensiveis na detec¢cdo do parasita no tecido do hospedeiro, como
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imunohistoquimica, PCR e métodos de hibridizac¢ao in situ, tem renovado o conceito
de que a agresséao e o dano tecidual dependem da persisténcia do parasita (JONES

et al., 1993; HIGUCHI et al., 1993; VAGO et al., 1996, 2003; REIS et al., 1997).

A evolucéo da doenca de Chagas e o0 aparecimento das manifestacdes
clinicas na fase crbnica irdo depender, principalmente, do equilibrio entre os
mecanismos da resposta imune frente ao parasita e 0 processo inflamatorio

exacerbado prejudicial aos tecidos do hospedeiro (RASSI et al., 2010).

1.2.1 Resposta Imune Inata

Os mecanismos de invasao celular de T. cruzi sdo processos
essenciais para 0 sucesso da infeccdo, pois garantem a multiplicacdo e,
consequentemente, a sobrevivéncia do parasita no hospedeiro (DosREIS, 2011;
DUTRA, GOLLOB, 2008). Sabe-se que a adesao seguida pela internalizacdo de
Trypanosoma cruzi sado etapas que dependem da interacdo entre as moléculas de
superficie do protozoario com a célula-alvo (ANDRADE, ANDREWS, 2005). Diversas
moléculas das formas tripomastigotas infectantes, que estdo envolvidas nos
processos de penetragdo e ocupacgdo celular, também sédo capazes de estimular a
resposta imune inata do hospedeiro no primeiro contato com o parasita, como por
exemplo, a enzima trans-sialidase, as ancoras de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) e as

GPI-mucinas (GAZZINELLI, DENKERS, 2006; MARTIN et al., 2006).

O sistema imune inato, assim como O sistema imune adaptativo,
também possui a habilidade de reconhecer os antigenos de microrganismos
invasores e desta forma, ativar os mecanismos de defesa do hospedeiro (KAYAMA,

TAKEDA, 2010). Este processo € baseado principalmente na deteccdo de estruturas
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especificas, encontradas somente nos patdogenos microbianos e, portanto, ausentes

nas células dos mamiferos (JANEWAY, 2001).

Os receptores do sistema imune inato, como por exemplo, o0s
receptores do tipo Toll (Toll-like receptors ou TLRs), detectam a presenca do
parasita através do reconhecimento de padrbes moleculares conservados nos
tripanossomos (TARLETON, 2007; PELLEGRINI et al., 2011). Os TLRs sdo uma
familia de proteinas transmembranicas expressas em diferentes tipos de células do
sistema imune inato, incluindo macréfagos, células dendriticas, neutrofilos, células
epiteliais mucosas e células endoteliais (TAKEDA et al., 2003; AKIRA et al., 2006;
TRINCHIERI, SHER, 2007). Dentre os membros da familia de TLR, o TLR-2 € um
dos principais receptores envolvidos na inducdo da resposta imune inata, durante a
infeccdo causada por T. cruzi (CAMPOS et al.,, 2001). De acordo com Campos e
colaboradores (2001), as ancoras de GPI distribuidas pela superficie da membrana
celular de formas tripomastigotas, sado reconhecidas por TLR-2 e induzem a

producédo de IL-12, NO e TNF-a por macréfagos.

A via de sinalizacdo predominante usada pelos TLRs resulta na
ativacao do fator de transcricdo NF-kB. Nesta via, a ligacdo do padrao molecular do
parasita ao TLR, localizado na superficie da célula do hospedeiro, leva ao
recrutamento de varias moléculas de sinalizagéo citoplasmatica mediante interacdes
especificas dominio-dominio. Os genes que S0 expressos em resposta a
sinalizacdo pelo TLR codificam proteinas importantes em muitos componentes
diferentes da resposta imune inata, incluindo citocinas pro-inflamatorias, como TNF-
a e IL-12, moléculas de adeséao e coestimulatdrias, além de proteinas envolvidas nos
mecanismos de morte e diferenciacdo celular (AKIRA et al., 2001; TAKEDA et al.,

2003; ABBAS, 2005).
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O TNF-a é uma citocina produzida pelos macrofagos apos a interacao
molecular do T. cruzi com essas células, sendo muito importante no controle do
parasitismo no inicio da infeccdo (ABRAHAMSOHN, COFFMAN, 1996). Sua
principal funcédo € estimular o recrutamento das células de defesa para o local da
infeccéo e ativa-las para eliminar o microrganismo invasor. Para isto, o TNF-a atua
sobre as células endoteliais das vénulas localizadas proximas ao sitio da infeccéo,
aumentando a expressao de moléculas de adesao, como as selectinas e os ligantes
para integrinas de leucdcitos (LAUCELLA et al., 1996). Em contrapartida, a producao
de TNF-a em quantidades elevadas pode causar uma resposta inflamatoria
exacerbada e, consequentemente, resultar em danos teciduais e agravar 0s
processos patoldgicos da doenca (ROGGERO et al., 2002; LANNES-VIEIRA et al.,
2011). De acordo com diversos autores, o TNF-a esta envolvido na severa atrofia
timica presente na infeccdo chagasica e, juntamente com outras citocinas pro-
inflamato6rias, como a IL-1 e a IL-6, ativa o0 eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal,

estimulando a producéo de glicocorticoides (BESEDOVSKY, DEL REY, 2000).

A IL-12 também é uma citocina produzida pelas células apresentadoras
de antigenos e atua, principalmente sobre as células NK, acentuando sua funcao
citolitica e elevando a producéo de IFN-y por essas células (MICHAILOWSKY et al.,
2001). Além disso, a IL-12 também promove a interacdo entre a imunidade inata e a
adquirida, sendo essencial na diferenciacdo das células T CD4" naive em células
efetoras Th1l, produtoras de IFN-y (ABRAHAMSOHN, COFFMAN, 1995; MULLER et
al., 2001; ABBAS, 2005). Varios estudos demonstraram a importancia da IL-12 no
controle da infeccdo chagasica. Camundongos deficientes em IL-12 apresentaram
elevados niveis de parasitismo sanguineo e tecidual, além de alta taxa de

mortalidade (UNE et al., 2003). Ja a administracdo de IL-12 recombinante aos



Introducdo 11

camundongos infectados foi capaz de tornar esses animais mais resistentes a T.
cruzi e reduzir os niveis de parasitemia (HUNTER et al., 1996; GALVAO DA SILVA,

ABRAHAMSOHN, 2001).

O IFN-y produzido pelas células NK e pelos linfocitos T ativados age
sobre os macréfagos, aumentando notavelmente sua acéo tripanomicida e tornando-
os células efetoras na contencdo da replicacdo intracelular do parasita, através do
aumento na producao de IL-12 e da inducéo da biossintese de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, como o 6xido nitrico (HOLSCHER et al., 1998; SILVA et al.,

2003; GUTIERREZ et al., 2009).

1.2.2  Oxido Nitrico

A molécula de NO esta envolvida em diversas fun¢des biologicas de
diferentes sistemas fisioldgicos, tais como relaxamento da musculatura lisa vascular,
agregacdo de plaguetas e neurotransmissdo (MONCADA et al., 1991; MONCADA,
HIGGS, 2006). A biossintese de NO no organismo ocorre via oxidagdo da L-arginina
e é catalisada pela enzina NO sintase, com a participacdo da forma reduzida do

NADPH (GRIFFITH, STUEHR, 1995).

A relacdo do NO com o sistema imunolégico e a sua capacidade de
destruir células tumorais e parasitas intracelulares foram descritas inicialmente na
década de 80, quando alguns autores demostraram que a citotoxidade dos
macrofagos dependia essencialmente da presenca de L-arginina e que a atividade
destas células era acompanhada pela formacao de nitrito e citrulina, produtos finais
da conversado da L-arginina (NATHAN, HIBBS, 1991). A reacdo da molécula de NO

com o radical superoxido (O;) resulta na formacédo do peroxinitrito (OONO), um
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potente oxidante capaz de oxidar tidis e bases de DNA, além de causar a
nitrosilacdo de proteinas, sendo bastante toxico para parasitas intracelulares, como

T. cruzi (RADI et al., 1991a,b; DENICOLA et al., 1993).

A enzima NO sintase (NOS), responsavel pela producdo do o6xido
nitrico, possui trés diferentes isoformas, que diferem na sua localizacdo celular e
expressdo, sendo elas: constitutiva, induzida e neuronal (QUEIROZ, BATISTA,
1999). A NOS,, também conhecida como Oxido nitrico sintase induzida (iINOS), &
produzida por varios tipos celulares, incluindo macrofagos, células dendriticas,
neutrofilos, e fibroblastos (VESPA et al., 1994). O aumento na expressao de iNOS se
faz em resposta a diferentes estimulos, tais como IL-1, IFN-y, TNF-a e
lipopolissacarideos (LPS) (MONCADA et al., 1991; DING et al, 1995); ja
determinadas citocinas como a IL-4 e a IL-10 e também TGF-[3 e glicocorticoides
podem inibir a atividade desta enzima (MAYER, HEMMENS, 1997; ALONSO-
TRUJILLO et al.,, 2007; WALSH et al.,, 2007). Durante a infec¢cdo chagasica, 0s
niveis de iINOS estdo aumentados e de acordo com estudos de Rottenberg et al.
(1996), além de estar presente nos macréfagos ativados, esta isoforma também é
encontrada nos infiltrados celulares e tecidos infectados, proximos aos ninhos de

parasitas.

No caso da infeccdo por T. cruzi, o0 NO produzido pelos macréfagos
ativados possui importante atividade antiparasitaria, sendo capaz de causar danos
ao DNA cinetoplastico e nuclear do parasita (FLORA, ZILBERSTEIN, 2000;
AKAMINE et al., 2007; MARCACCINI et al., 2007; GUITIERREZ et al.,, 2009;

CABRERA et al., 2011).

Devido a sua capacidade de ativar a expressao da enzima iNOS, o

IFN-y é considerado um dos principais indutores da atividade microbicida dos
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macrofagos, em varias infec¢des causadas por parasitas intracelulares (TORRICO et
al., 1991; BRUNET, 2001). De acordo com o trabalho de Hélscher e colaboradores,
os camundongos deficientes em receptor de IFN-y (IFN-yR-/-) ou deficientes na
enzima iNOs apresentaram alta susceptibilidade a infec¢cdo causada por T. cruzi,

com elevados niveis de parasitemia e taxa de mortalidade (HOLSCHER et al., 1998).

No entanto, o NO também pode estar envolvido no comprometimento
tecidual presente na doenca de Chagas (GARCIA et al.,, 1999). A ativacdo da
enzima iINOs e a producdo exacerbada de NO e de potentes oxidantes, como o
peroxinitrito, estdo diretamente associadas ao surgimento de desordens
neurodegenerativas (BO et al., 1994; SMITH et al., 1997; LEE et al.,, 1999). A
diminuicdo no namero de neurdnios do plexo mioentérico, acompanhada de um
processo inflamatério local, sdo as principais caracteristicas evidenciadas nas
manifestacbes digestivas da doenca de Chagas, como 0 megaestfago e o
megacolon (KOBERLE, 1968; TAFURI, 1971). Apesar destas manifestacdes clinicas
surgirem geralmente na fase cronica da doenca, diversos estudos afirmam que a
destruicdo da célula nervosa ocorre durante a fase aguda da infeccdo e,

principalmente em locais préximos a pseudocistos rompidos (KOBERLE, 1970).

Estudos de Garcia e colaboradores (1999) avaliaram a relagdo do NO
com a perda neuronal e desnervagdo muscular periférica presentes na fase aguda
da infeccdo por T. cruzi. Através da utilizacdo de ratos tratados com N-nitro-L-
arginina, um inibidor da INOs, os autores demonstraram que a perda de neurdnios
do coracédo e do célon foi menor nestes animais, onde a producdo de NO estava
comprometida. Mas, em contrapartida, o parasitismo cardiaco apresentou-se mais

intenso nos animais tratados com o inibidor.
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Portanto, para que o hospedeiro seja beneficiado e o equilibrio do
sistema imune mantido durante a infeccéo, os efeitos citotoxicos do NO devem estar

em equilibrio com suas a¢des antiparasitarias.

1.2.3 Ativacédo da Resposta Imune Adaptativa

A ativacdo de mecanismos da resposta imune adaptativa durante a
infeccdo causada por T. cruzi, € desencadeada pelo reconhecimento dos antigenos
do parasita pelas células efetoras do hospedeiro, como os linfocitos T CD4" e CD8"
(Dos REIS, 1997; KAYAMA, TAKEDA, 2010). As células apresentadoras de antigeno
(APCs, do inglés Antigen Presenting Cells) séo responsaveis pela captura e exibicao
do parasita para os linfocitos. Elas convertem antigenos proteicos do microrganismo
invasor em fragmentos peptideos, que sao associados a moléculas da superficie
celular codificadas por genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e

exibidos aos linfécitos T (ABBAS, 2005).

De uma maneira geral, os receptores dos linfécitos T auxiliares CD4"
reconhecem de forma restrita, os peptideos ligados a moléculas do MHC classe II.
Neste caso, os peptideos sao derivados de antigenos proteicos capturados e
interiorizados em endossomos e vesiculas das APCs. Ja os receptores dos linfocitos
T citotoxicos CD8+ reconhecem os peptideos ligados a moléculas de MHC classe | e

derivados de proteinas citosélicas (ABBAS, 2005).

As células dendriticas sdo as APCs mais eficazes em iniciar as
respostas antigeno-especificas dos linfocitos T (GUERMONPREZ et al., 2002). Elas
estdo localizadas no epitélio da maioria dos orgéaos, onde sua principal funcao é

capturar os antigenos invasores no local da infeccéo e transporta-los para os 6rgaos



Introducédo 15

linfoides periféricos (BANCHEREAU et al., 2000). Durante sua migracdo para 0s
linfonodos e demais tecidos linfoides, as células dendriticas amadurecem, perdem a
adesividade para epitélios e sofrem significativa alteracdo no seu fenétipo, com um
aumento na expressdao de MHC classe Il, de moléculas coestimuladoras e do
receptor de quimiocina CCR7, que é especifico para quimiocinas produzidas nas
zonas de linfocitos T dos linfonodos (CAUX et al., 1994; BANCHEREAU et al., 2000;
MORA 2008; VILLABRANCA et al, 2008). Em relacdo a doenca de Chagas,
Chaussabel et al. (2003) demonstraram que durante a infeccdo aguda por T. cruzi,
as ceélulas dendriticas permanecem imaturas e com baixa expressao de B7.2, uma
molécula coestimuladora, sugerindo que a infeccdo pode causar profundas

alteracdes no processo de migracao e maturacéo dessas células.

Os macrofagos sdo APCs capazes de fagocitar grandes particulas e
desempenham importante papel na apresentacdo de antigenos provenientes de
organismos infecciosos fagocitados, como o0s parasitas intracelulares (JANEWAY,
MEDZHITOV, 2002; ZHANG et al., 2010). J4 na fase efetora da imunidade celular,
os linfocitos T ativados ja diferenciados em Thl ou Th2, migram dos tecidos linféides
para os tecidos periféricos, onde reconhecem os antigenos invasores apresentados
pelos macrofagos, e iniciam o desenvolvimento de suas fungbes a fim de destruir

esses microrganismos (ABBAS, 2005; GRAY, CYSTER, 2012).

A apresentacdo do peptideo antigénico, associado a molécula de MHC
e 0 seu reconhecimento pelo receptor da célula T (TCR) sdo 0s primeiros passos
necessarios para a ativacado da resposta imune celular (SCHWARTZ, 1990, 2003;
ABBAS, 2005). No entanto, além desta etapa, a eficacia da resposta celular
depende também de um segundo sinal, conhecido como coestimulagédo, que esta

relacionado com a interagdo de determinadas moléculas presentes na superficie da
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célula apresentadora de antigeno com correceptores dos linfécitos T (SCHWARTZ,
2003; COLLINS et al., 2005). Na auséncia da coestimulacdo, os linfécitos ndo séo
capazes de responder aos antigenos e entram em um estado de anergia, sendo
eliminados por apoptose (APPLEMAN, BOUSSIOTIS, 2003; SANSOM, WALKER,

2006).

Os mecanismos de coestimulacdo mais bem definidos até o0 momento
envolvem principalmente, as moléculas B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), que estédo
localizadas nas APCs, e tem como receptor, a molécula CD28, expressa na
superficie das células T (THOMPSON, 1995; FROSCH et al., 1997; SHARPE,
FREEMAN, 2002). A ligacédo entre as moléculas da familia B7 e o CD28 promove a
proliferacdo e a ativacao celular, através do aumento na producédo de IL-2 pelos
linfécitos T e diferenciacdo de células T naive em células efetoras e de memoaria
(VAN GOOL et al., 1996; PLETINCKX et al.,, 2011). Durante a fase aguda da
infecc@o causada por T. cruzi, 0 CD28 esta diretamente envolvido na modulagéo da
resposta imune e controle da parasitemia, atuando como importante mediador na
ativacdo de linfécitos T CD4" e CD8" e na producio de IFN-y e NO (MIYAHIRA et

al., 2003; MARTINS et al., 2004).

ApOs o processo de reconhecimento do antigeno, as células T CD4"
tornam-se ativadas, e geralmente se diferenciam em subpopula¢gdes Thl ou Th2, de
acordo com o padréo de citocinas produzidas (ABRAHAMSOHN, COFFMAN, 1995;
KUMAR, TARLETON, 2001; VIVEROS-PAREDES et al., 2006). Além da capacidade
de potencializar os mecanismos efetores dos macréfagos, os linfocitos T CD4"
induzem a producdo de anticorpos citofilicos e ativadores de complemento pelas
células B e auxiliam na ativacdo das células T CD8" (TARLETON, 1995; JANSSEN

et al., 2003). O IFN-y e a IL-12 sédo os principais indutores da resposta Thl,
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enquanto a IL-4 promove a diferenciacdo de linfécitos Th2 (AKIRA et al., 2001;

HOFT, EICKHOFF, 2002).

Durante a infeccdo por T. cruzi, a propor¢cdo das subpopulacdes
Th1/Th2 € um fator determinante das funcdes protetoras e das consequéncias
patolégicas da resposta imune induzida no hospedeiro. A polarizagcédo para um perfil
funcional Thl é fundamental para o controle da parasitemia na fase aguda da
doenca e para a resisténcia ao parasita (NICKELL et al., 1993; ALIBERTI et al.,

1996; RODRIGUES et al., 2012).

Em infec¢cdes por microrganismos intracelulares, como T. cruzi, as
células T CD8" desempenham func&o protetora, especialmente no estagio inicial da
infeccdo, pois uma vez diferenciadas em linfocitos T citoliticos, sdo capazes de
destruir outras células que contenham formas amastigotas do parasita, atraves da
liberacdo de granulos contendo proteinas citotoxicas (NICKELL, SHARMA, 2000).
Diversos estudos demonstraram que modelos animais deficientes de células CD8"
sdo mais susceptiveis a infeccdo por T. cruzi e apresentam taxas elevadas de
mortalidade e parasitemia (MARTIN, TARLETON, 2004). Entretanto, a
predominédncia desta subpopulacdo nos diferentes compartimentos teciduais,
principalmente tecido cardiaco, de pacientes com patologia cronica, indicam que 0s
linfécitos T CD8" podem contribuir para o descontrole da infeccdo, gerando uma
resposta inflamatoria persistente e danosa, durante a fase crbénica da doenca
(HIGUCHI et al., 1993; MARTIN, TARLETON et al., 2004; dos SANTOS et al., 2001;

SILVERIO et al., 2012).
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1.3 Prolactina

A Prolactina (PRL) é um hormonio polipeptidico envolvido em um
amplo espectro de processos bioldgicos, sendo sintetizado e secretado
primariamente por células especializadas da hipofise anterior, denominadas
lactotrofos (FITZGERALD, DINAN, 2008). Em hipofises normais, os lactotrofos
constituem cerca de 15% a 25% das células funcionais e apesar do numero absoluto
nao se modificar com a idade, ha hiperplasia dessas células durante a gravidez e a
lactacdo. O fator de transcricdo POUL1F1 (Pit-1) tem participacdo importante na
diferenciacdo e proliferacdo dos lactotrofos, e a sua inativacdo pode resultar na
diminuicAo no numero dessas células e consequentemente na deficiéncia da

producao de prolactina (RHODES et al., 1994).

Em 1928, os pesquisadores franceses, Stricker e Grueter foram os
primeiros a estabelecer e identificar a influéncia da hipofise sobre a secrecéo do leite
em coelhos (STRICKER, GRUETER, 1928). Cinco anos mais tarde, cientistas
americanos desenvolveram um método de extracdo e purificacdo do respectivo

horménio hipofisario e o denominaram como Prolactina (PRL) (RIDDLE et al., 1933).

A purificacdo e o isolamento da PRL no ser humano e sua distincdo do
horménio do crescimento (GH) foram elucidados somente apds 1970, através de
estudos de HWANG et al.,, 1971, LEWIS et al., 1971 e HWANG et al., 1972,
responsaveis pelo desenvolvimento de um método radioimunoensaio especifico para

PRL humana.

A forma livre da PRL monomeérica representa cerca de 80% da PRL

total no soro de individuos normais e é constituida por uma cadeia Unica de 199
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aminoacidos com peso molecular de aproximadamente 23 kDa e trés pontes
dissulfeto (FREEMAN et al., 2000). O modelo estrutural da PRL, obtido através de
estudos de difracdo de raios-x e ressonancia magnética nuclear, demonstraram que
a PRL €& composta por um ramo de quatro a-hélices, dispostos em dois pares
antiparalelos, sendo que o restante da molécula se organiza em estruturas
desorganizadas tipo alca (“loop”). Trabalhos mais recentes, referentes a definicdo da
estrutura tridimensional da PRL, revelaram maiores detalhes sobre as suas
caracteristicas e concluiram que a conformacdo classica da PRL apresenta
semelhancas claras com a conformacéao de outras proteinas da familia das citocinas

hematopoiéticas (KEELER et al., 2003; TEILUM et al., 2005).

Em humanos, além da forma monomérica citada acima, ha outras
formas variantes de PRL circulante que podem ser decorrentes de processos
determinados geneticamente ou formadas apos modificacdes pos traducionais. A
grande maioria das isoformas é resultante de modificagfes pés traducionais, como
glicosilacéo, acetilacdo, deaminacao, protedlise, fosforilagdo e agregacao molecular,
e diferem entre si no tamanho e nos grupos funcionais agregados (FRASER,
ZHUANG, 1990). Sendo assim, de acordo com o peso molecular, as isoformas de
PRL identificadas sdo: a monomérica (MPRL), ja relatada anteriormente; a dimérica
ou “big prolactina” (bPRL), de 45 kDa a 60 kDa; a macroprolactina ou “big-big-PRL”
(bbPRL), com mais de 100 kDa, que consiste em um complexo antigeno-anticorpo
de mPRL e IgG; a PRL glicosilada, resultante da glicosilacdo da mPRL e com menor
imunorreatividade e atividade bioldgica; e a 16 kDa-PRL, produto da clivagem
proteolitica da mPRL, com importante acdo anti-angiogénica (LEE et al., 2011). H4

ainda a isoforma de 22 kDa que pode possuir papel importante na reproducéo
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feminina e é resultante da clivagem pela calicreina, uma tripsina-like serina protease

(POWERS, HATALA, 1990).

O gene que codifica a PRL estd presente em coOpia uUnica, nos
cromossomos 6 e 17 em humanos e ratos, respectivamente, e apresenta cinco
exons (OWERBACH et al.,, 1981; TRUONG et al., 1984). Funcionalmente, duas
regides promotoras do gene sdo reconhecidas, nos humanos: a proximal
responsavel pela transcricdo do RNAmM da PRL hipofisaria, e a distal, responsavel
pela transcricdo da PRL extra-hipofisaria (BERWAER et al.,, 1994). No entanto, a
proteina traduzida é exatamente a mesma (FREEMAN et al., 2000; BOLE-FEYSOT

et al., 1998) (Figura 1).
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Figura 1 - Representacdo grafica do gene da PRL humana a partir de dois
promotores distintos (GLEZER, 2005; TEILUM et al., 2005).

A secre¢do da maioria dos horménios hipofisarios € aumentada por
fatores neurossecretores de liberacdo transmitidos do hipotdlamo até a glandula
hipéfise anterior através do sistema porta hipotalamico-hipofisario, porém, no caso
da PRL hipofisaria o controle inibitorio € o predominante. A dopamina de origem
hipotalamica € o principal fator de inibicdo da secrecdo de PRL pelos lactotrofos e
age ligando-se a receptores dopaminérgicos especificos (FITZGERALD, DINAN,

2008; MURAO et al., 2004). Outros fatores hipotalamicos como GABA,
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somatostatina e calcitonina também desempenham papel de inibidores secundarios
(FREEMAN et al., 2000). Em contrapartida, a secrecdo de PRL também pode ser
estimulada por fatores de liberacdo, como o horménio liberador de tireotrofina (TRH),

serotonina, ocitocina e algumas citocinas (FREEMAN et al., 2000).

Em humanos, a concentracdo plasmatica basal de PRL €& mais alta
durante o sono e menor durante o estado de vigilia. Os niveis séricos normais, tanto
em homens quanto em mulheres (ndo gravidas), podem variar de 2 a 20 ng/mL,
atingindo valores 10 a 20 vezes superiores durante a gravidez. Na lactacdo, os

niveis PRL geralmente ndo ultrapassam 200ng/mL.

1.3.1 Receptor de Prolactina (PRLR)

Assim como ocorre com todos 0s outros hormonios, 0 passo inicial para
que a PRL execute suas acoes fisiologicas, é a sua ligacdo aos receptores de
membrana especificos, denominados receptores de PRL (PRLR) (BOLE-FEYSOT et
al., 1998). Esses receptores sdo membros da superfamilia de receptores de
citocinas classe I, possuindo, portanto uma série de caracteristicas em comum com

receptores de citocinas classicos (UEDA, 2006).

O receptor de PRL (PRLR) é caracterizado por uma proteina
transmembrana, composta por trés dominios (extracelular, transmembrana e
intracitoplasmatico), isenta de atividade autofosforilativa, e que necessita da ligacao
entre o ligante e duas subunidades do receptor, em sitios distintos, para que haja
sua ativacao, processo o qual € denominado “dimerizacdo” (POSNER et al., 1975;

BOLE-FEYSOT et al., 1998) (Figura 2).
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Figura 2 - Representacao ilustrativa do processo de dimerizacdo entre a PRL e 0 seu
receptor (PRLR). O hormdnio interage com o receptor atraves do sitio de ligacdo 1,
formando um complexo inativo; posteriormente, a PRL liga-se a uma segunda subunidade
do receptor através do sitio de ligacdo 2, resultando na formacéo de um complexo ativo
(BOLE-FEYSOT et al., 1998).

Em humanos, o gene responsavel por codificar o PRLR esta localizado
no cromossomo 5 e contém, no minimo, dez éxons. Através de fatores pré-
traducionais, como “splicing” alternativo, o gene do PRLR da origem a varias
isoformas de PRLR, que diferem no seu comprimento e composicdo da porcao
intracitoplasmatica, e séao classificadas em isoformas curtas, intermediarias e longas
(BEN-JONATHAN et al.,, 1996). Formas soluveis também foram identificadas em
humanos, onde apenas o dominio extracelular € secretado, ndo sendo possivel
concluir se esta isoforma seria derivada também de um produto de “splicing” ou da
protedlise do PRLR integro (DAVIS, LINZER, 1989). Diversos trabalhos tém
demonstrado que a expressao de diferentes isoformas de receptores pode variar em

funcao do ciclo estral, gestacao e lactacao (CLARKE et al., 1993).

As porcdes extracelular e transmembranica do PRLR ndo apresentam
diferencas entre as isoformas, sendo altamente conservadas entre as espécies,

assim como a porcéo intracitoplasmatica proximal a membrana celular, denominada
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de “Box 1”. A integridade desta regido € essencial para a inducéo da fosforilacéo e
ativacdo da JAK 2 (Janus family of tyrosine kinase tipo 2), a principal via de
sinalizacao intracelular da PRL. As tirosinas fosforiladas no complexo receptor-JAK 2
formam sitios de ligacédo para diversas proteinas sinalizadoras, como as STATs 1 a
5 (Signal Transducers and Activators of Transcription tipos 1 a 5), que sao fatores de
transcricdo citoplasmaticos latentes. Apos a ligacdo ao complexo receptor-JAK 2, as
STATs também séo fosforiladas pela JAK 2. Posteriormente, as STATs se separam
do complexo receptor-JAK 2, se homodimerizam ou heterodimerizam com outras
STATs e movem-se em direcdo ao nucleo, onde ativam a transcricdo génica
(FREEMAN et al., 2000; GOFFIN et al., 2002) (Figura 3 e Figura 4). A desativacao
desse sistema JAK-STAT ocorre atraves da degradacdo dos receptores, da
defosforilacdo das tirosinas presentes nos receptores-JAK 2 e da sintese dos

SOCSs (Suppressors of Cytokine-Signaling) (GOFFIN et al., 2002).
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Figura 3 - Representacgdo estrutural do dominio citoplasmatico da forma longa do PRLR. A
regido Box-1, proxima a membrana, € comum a todas as isoformas de receptores, sendo
necessdria para a ligacdo com JAK2; ndo se sabe, contudo se essa ligacdo é direta ou
necessita de uma proteina adaptadora (BOLE-FEYSOT et al., 1998; UEDA, 2006).

Os sitios de ligacdo e os receptores de PRL sdo amplamente
distribuidos pelas células e tecidos dos mamiferos e demais vertebrados, podendo
ser identificados em locais como hipdfise, figado, cértex adrenal, rins, ovarios,
testiculos, glandulas mamarias, epiderme, ilhotas pancreaticas, pulmdes, cérebro e
também em células do sistema imune como linfécitos T e B e macrofagos (GALA,
1991; PELLEGRINI et al., 1992; DARDENNE et al., 1994; LEITE DE MORAES et al.,

1995; ROOIJIMAN et al., 1996).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da via de sinalizacdo JAK-STAT do PRLR (BOLE-
FEYSOT et al., 1998; UEDA, 2006).

1.3.2. PRL Extra-hipofisaria

Em 1991, Nagy e Berczi demonstraram que além da PRL produzida
nos lactotrofos localizados na porcao anterior da hipdéfise, ha também a PRL extra-
hipofisaria, produzida e secretada por outras células em diferentes 6rgdos. Os
autores relataram que ratas hipofisectomizadas apresentaram reducao de 10 a 20%

na atividade lactogénica, em comparagdo com ratas controles, e dentro de dois
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meses, essa atividade aumentou gradualmente até 50% em relacdo aos controles.
No entanto, os pesquisadores também demonstraram que a imunoneutralizacdo da
PRL com anticorpos anti-PRL, nessas mesmas ratas hipofisectomizadas reduziram
acentuadamente a atividade lactogénica, causando ainda multiplas complicacdes
imunologicas e a morte (NAGY, BERCZI, 1991). Os resultados obtidos por esse
importante trabalho, além de elucidar as diversas funcdes vitais da PRL, levantou
também a possibilidade de que a PRL extra-hipofisaria compensaria, pelo menos em

partes, a existéncia de uma deficiéncia na producéo da PRL hipofisaria.

Além das células da hipofise, a expressdo do gene e
consequentemente a sintese da PRL também podem ocorrer em varios outros sitios,
tais como: cérebro, endométrio, decidua, glandula lacrimal, timo, baco, células
epiteliais mamarias, fibroblastos, linfécitos circulantes, células linfoides da medula
0ssea, entre outros, podendo ser encontrada também em compartimentos fluidos
como leite materno, liquido céfalo raquidiano, suor e liquido amnidtico (BEN-

JONATHAN et al., 1996).

Ao contrario da PRL hipofisaria, que age por via classica, ou seja, uma
vez secretada pela glandula, é transportada via circulacdo agindo em células-alvo
através dos receptores especificos e desencadeando os eventos atribuidos ao
horm&nio como a lactacdo, a PRL extra-hipofisaria pode atuar de diversas maneiras,
agindo como citocina, fator de crescimento, neurotransmissor e imunomodulador
(BOLE-FEYSOT, et al., 1998). A sintese local permite que a PRL atue diretamente
nas ceélulas adjacentes (acdo paracrina) ou nas proprias células que a produzem

(acéo autdcrina), sem afetar, no entanto, a concentragédo sérica do horménio.
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1.3.3 Prolactina e suas a¢oes

Além da sua funcdo na fisiologia enddcrina da mama durante a
gravidez e lactacdo, a prolactina exerce varias outras acdes fisiologicas nos
vertebrados, sendo esta diversidade de efeitos atribuida a trés componentes:
polimorfismo estrutural, locais de producao (hipofisaria e extra-hipofisaria) e vias de
sinalizacao intracelular divergentes (BEN-JONATHAN et al., 1996).

A influéncia da PRL sobre a regulacdo do balanco hidroeletrolitico em
mamiferos é descrita por alguns autores que, em seus trabalhos, demonstraram que
o horménio é capaz de causar a reducdo da excrecdo renal de Na' e K
(RICHARDSON, 1973), a diminui¢&o dos niveis de Na* e CI' no suor (ROBERTSON,
et al., 1986), o aumento da absorcdo de agua e sal em todas as regides do intestino
(MAINOYA, 1975) e ainda induzir a reducdo do volume do liquido amniotico
(JOSIMOVICH et al., 1977). Ja em relacéo aos efeitos sobre a proliferacéo celular,
DUNCAN, GOLDMAN (1985) determinaram a capacidade da PRL em estimular o
crescimento de melandcitos e queratinécitos em mamiferos (GIROLOMONI et al.,
1993), enquanto outros autores sugeriram o papel funcional da PRL sobre os
hepatdcitos, principalmente devido a elevada expressdo de PRLR no figado
(BUCKLEY et al., 1988; CROWE et al., 1991; PICCOLETTI et al., 1994). H&a ainda,
evidéncias que relataram o envolvimento da PRL na inducdo da maturacéo
pulmonar no feto e na producdo de surfactante (HAMOSH, HAMOSH, 1977,
JOHNSON et al., 1985).

Os efeitos do hormonio sobre o sistema endocrino e o metabolismo véao
além da sua acédo sobre a lactacdo. De acordo com Sorenson et al. (1987), a PRL

afeta diretamente a funcdo pancreatica, diminuindo o limiar glicémico para a
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producdo da insulina e aumentando a secrecdo da mesma. Sob acédo da PRL, a
sintese de esterdides pela glandula adrenal também é alterada, especialmente o
dehidroepiandrosterona (DHEA), o cortisol e aldosterona (GLASOW et al., 1996;
HIGUCHI et al., 1984).

De forma geral, a PRL é fundamental para a reproducdo tanto de
roedores, como de seres humanos, dado que a lactacdo representa uma
continuidade do processo reprodutivo. No entanto, a participagcdo do hormdnio em
outros componentes do eixo reprodutivo é altamente especifica e variavel entre
diferentes espécies. Em roedores, o nivel de PRL sofre alteracbes durante o ciclo
estral e apresenta-se elevado nos primeiros meses da gravidez, tendo,
posteriormente, seus niveis diminuidos e suas funcdes substituidas pelos
lactogénios placentarios, e voltando a aumentar ap6s o nascimento (BEN-
JONATHAN et al, 1996). Em virtude de sua acdo luteotrofica, permitindo,
inicialmente, o estimulo e manutencdo da producdo de progesterona pelo corpo
liteo, a PRL é essencial para uma gravidez bem sucedida nos roedores.

Entretanto, o envolvimento da PRL na reprodugdo humana, com
excecgao da lactacdo, ainda nao foi totalmente elucidado. Se por um lado, a PRL n&o
€ importante no ciclo menstrual e ndo exerce influéncia nenhuma sobre o corpo liteo
e suas funcgbes, por outro, a gravidez humana € caracterizada pelo aumento
consideravel na producdo de PRL pela hipéfise materna e fetal, assim como pela
decidua. O desafio para pesquisas futuras € tentar esclarecer qual o papel
desempenhado pela PRL durante a gestagcdo humana, principalmente no suporte a
implantacé@o do ovo ja fertilizado, na inibicdo da ovulacdo, na prevencédo da rejeicao
imunoldgica ao embrido, no crescimento e desenvolvimento fetal e no inicio do parto

(BEN-JONATHAN et al., 2008). Infelizmente, ndo h& modelos experimentais
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adequados e com semelhancas significativas com os seres humanos, o0 que torna a
tarefa extremamente dificil.

Determinadas condi¢cfes patologicas que resultam em distlrbios nos
niveis de PRL circulante, podem causar efeitos indesejaveis e prejudiciais sobre o
sistema reprodutor. A hiperprolactinemia € frequentemente associada com
amenorréia, anovulacao e diminuicdo da libido em mulheres. Até 20% de amenorréia
secundaria nas mulheres é atribuida a PRL elevada (PETTY, 1999; YAZIGI et al.,
1997). Os mecanismos mais provaveis, pelos quais os altos niveis séricos desse
horménio induzem alteracbes menstruais, ocorrem através da inibicdo da producao
de GnRH e da interferéncia da PRL no desenvolvimento folicular e na producéo de
progesterona (BEN-JONATHAN et al.,, 1996). Em roedores, a hiperprolactinemia
causada pelo uso cronico de drogas ou pela deficiéncia nos receptores
dopaminérgicos resulta em irregularidades do ciclo estral, mas sem maiores efeitos
sobre a fertilidade (KELLY et al., 1997; MORO et al., 2001).

Nos homens, niveis endoégenos de PRL muito elevados induzem o
hipogonadismo, reduzem a producdo de GnRH e também de testosterona, causando

disfuncéo erétil (DE ROSA et al., 2003).

1.3.4 Prolactina e Imunomodulagao

A elucidacéo do papel da PRL como importante fator na modulacao do
sistema imune tem sido alvo de diversas pesquisas (REBER, 1993; WEIGENT,
1996; FILIPIN et al., 2011), porém a real implicacdo deste “hormdnio-citocina” nas
distintas interacbes do complexo neuro-imuno-endocrino nédo esta totalmente

estabelecida.
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Em 1972, Chen e seus colaboradores foram o0s primeiros
pesquisadores que demonstraram a relacdo da PRL com a resposta imune. Nesse
estudo, a PRL exdgena melhorou a funcdo timica em camundongos andes com
deficiéncia na producdo desse horménio (CHEN et al., 1972); alguns anos depois,
Nagy e Berczi (1978), constataram que a hipofisectomia ou a supressdo da secrecao
de PRL com bromocriptina, um agonista dopaminérgico, conduziram a atenuacao da
imunidade humoral e celular, que por sua vez foi revertida pelo tratamento com PRL.
Posteriormente, outros trabalhos demonstraram que o hormdnio induz a proliferacao
celular, sendo capaz de reverter quadros de anemia, leucopenia e trombocitopenia
(NAGY, BERCZI, 1989).

A expressao do RNAmM da PRL e do seu receptor especifico (PRLR) em
diversas linhagens de células do sistema imunologico, como linfécitos, esplendcitos,
timocitos e macréfagos, sdo pontos importantes que permitem a atuacdo da PRL
como agente modulador da resposta imune (PELLEGRINI et al, 1992;
GAGNERAULT et al., 1993; WU et al., 1996).

Diversos autores demonstraram que a PRL atua como um fator
mitogénico no sistema imune e age em sinergismo com a IL-2, promovendo a
proliferacdo e diferenciacdo de células NK e a ativagdo de linfécitos T, além de
estimular a producdo de IFN-y por estes dois tipos de células (CLEVENGER et al.,
1990; MATERA et al., 1992; CESARIO et al., 1994; MATERA et al., 1999; MATERA,
MORI, 2000; MATALKA, 2003; TOMIO et al., 2008). Os efeitos funcionais
compartilhados e a redundancia entre a PRL e a IL-2 ocorrem principalmente, devido
ao fato de que o receptor da IL-2 possui semelhangas estruturais com o receptor da
PRL, ou seja, tanto o hormdnio como a citocina podem ser responsaveis pela

ativagao dos mesmos alvos (BAZAN, 1990; O’'NEAL, YU-LEE, 1993). Dentre os
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alvos comuns, compartilhados entre a IL-2 e a PRL, estdo os fatores de transcricdo
nuclear IRF-1, Stat-5b e o NF-kB, que desempenham func¢des imunoldgicas
importantes (DUNCAN et al., 1996; YU-LEE, 1997; CLEVENGER et al., 1998;
IMADA et al., 1998; LOPEZ-MEZA et al., 2010).

Ainda em relacéo aos efeitos da PRL sobre os mecanismos ativadores
da resposta imune, pode-se citar 0 seu estimulo sobre a producdo de citocinas,
como IL-12p40, IL-1 e IL-6 (PEEVA, ZOUALI, 2005; CHAVEZ-RUEDA et al., 2005), e
também sobre a ativacdo de macrofagos, elevando a atividade fagocitica e citotoxica
destas células através do aumento na producdo de NO (MELI et al.,, 1997;
BOLANDER, 2001, 2002; TRIPATHI, SODHI, 2007). Além disso, Krishnan e
colaboradores (2003) afirmaram que a PRL eleva a sobrevida de células T, quando
estas sdo expostas a grandes quantidades de glicocorticoides, sendo também capaz
de estimular a sintese de DNA celular e inibir a apoptose (BERCZI et al., 1991;
MATERA et al., 1992; BISWAS et al., 2006).

Alguns autores ja demonstraram a possivel influéncia da PRL sobre a
resposta imune durante infec¢des causadas por microrganismos patogénicos. Meli et
al. (1996) relataram o seu efeito protetor sobre camundongos infectados com
Salmonella thyphimurium, enquanto Bayoumi et al. (2009) relataram que mulheres
gravidas infectadas com Plasmodium falciparum apresentaram baixos niveis do
hormoénio quando comparadas ao grupo controle. Estudos de Dzitko e colaboradores
descreveram o envolvimento da PRL com a evolucdo da toxoplasmose, e indicaram
gue o hormonio seria um importante fator imunorregulador envolvido na limitagao da
invasdo do T.gondii, sendo capaz de inibir o processo de penetracdo e proliferacao
intracelular do parasita. De acordo com os autores, niveis fisioldgicos elevados do

hormbénio poderiam estar diretamente relacionados com a reducdo da
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soroprevaléncia da doenca em mulheres e o aumento da concentracdo plasmatica
da PRL durante a gravidez limitaria a reativacdo e o descontrole da infeccéo
(DZITKO et al., 2008; DZITKO et al., 2010; DZITKO et al., 2012).

A PRL desempenha funcbes importantes na regulacdo da resposta
imune humoral e celular, tanto em condi¢cbes fisiologicas, quanto em estados
patolégicos, como as doencas autoimunes (DE BELLIS et al., 2005; COHEN-SOLAL
et al., 2008). Devido a alta incidéncia destas doencas entre as mulheres em idade
fértil, diversos autores afirmam que assim como os estrogénios, a PRL também pode
estar envolvida no desenvolvimento de patologias autoimunes (DE BELLIS et al.,
2005; ORBACH, SHOENFELD, 2007). Estudos de McMurray (2001) demonstraram
que pacientes com hiperprolactenemia desenvolveram doencas reumaticas
autoimunes. E segundo Leafios-Miranda et al. (2001), algumas mulheres
desenvolveram naturalmente autoanticorpos durante a gestacdo, provavelmente
devido ao estado de hiperprolactenemia.

Apesar de tantas evidéncias na literatura, ainda h& muitas
controvérsias sobre as propriedades imunolégicas da PRL. Estudos em modelos
knockout, demonstraram que tanto a deficiéncia do gene da PRL, quanto do seu
receptor em camundongos, ndo causou alteracdo alguma na hematopoiese,
sugerindo que a PRL nao desempenha papel critico no desenvolvimento de
linfécitos e da homeostase (HORSEMAN et al., 1997; BOUCHARD et al., 1999).
Além disso, Oberbeck e seus colaboradores (2003) observaram uma diminuigdo
consideravel da sobrevida e uma profunda supressdo das fung¢des da resposta
imune celular de ratos suplementados com PRL, durante uma inflamagé&o sistémica

causada pela sepse.
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Estudos de Matera (1992, 1997) indicaram um duplo papel regulatério
para PRL e concluiram que as concentracbes do hormdnio, a variedade de
isoformas, a existéncia de varias subunidades do receptor, bem como a
complexidade da sua sinalizac&o intracelular podem explicar a especificidade de sua
acao sobre diferentes células-alvo.

Os sistemas imune, endocrino e nervoso atuam diretamente sobre os
mecanismos celulares e a prolactina € comprovadamente um horménio
neuroendocrino com participacdo importante na imunorregulacdo. Tendo em vista
estas caracteristicas imunomoduladoras, o estudo proposto baseou-se na hipotese
de que a administracdo da PRL poderia potencializar a reposta imune do hospedeiro
durante a fase aguda da doenca de Chagas experimental, e consequentemente,

aumentar a resisténcia a infeccao.
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2. Justificativa

Apesar de todo o avango cientifico e das importantes pesquisas
desenvolvidas no Brasil e em outros paises, a doenca de Chagas ainda é
considerada uma doenca negligenciada e sem cura definitiva. O tratamento dos
pacientes na fase cronica busca limitar a doenca e aumentar a taxa de
sobrevivéncia, sendo baseada apenas no controle dos sintomas, melhora na
qualidade de vida e reducdo das complicacdes. As perspectivas se tornam mais
complicadas, pois, aléem da inexisténcia de uma vacina eficaz na prevencédo da
infeccdo, a quimioterapia existente, baseada em compostos nitroheterociclicos,
como o benzonidazol e o nifurtimox, apresenta muitas reacdes adversas, sendo mais
efetiva na fase inicial da doenca.

Nas ultimas décadas, a avaliacdo de substancias alternativas aos
farmacos tradicionais e a busca de novas estratégias quimioterapéuticas tém se
constituido o foco de diversas pesquisas experimentais. Sabe-se que determinados
fatores relacionados ao hospedeiro influenciam a efetividade do tratamento, como
estado nutricional, resposta imune e idade. Adicionalmente, aspectos ligados ao
parasita também podem determinar a eficacia da farmacoterapia, como por exemplo,
a diversidade filogenética de T.cruzi. Neste contexto, o estabelecimento das
possiveis interacdes entre os sistemas imunologico e enddécrino durante a infeccao
por T.cruzi e a avaliacdo da influéncia dos hormonios sobre o curso da doenca de
Chagas sao os principais objetivos do nosso grupo de pesquisa.

A modulacdo da resposta imune pela prolactina se fundamenta em
estudos anteriores realizados com outros modelos experimentais, incluindo o
homem, que demonstraram os efeitos deste hormdnio sobre varios parametros

imunologicos. Entretanto, o envolvimento da prolactina com as infeccOes
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parasitarias, entre elas a doenca de Chagas, ainda ndo esta completamente
elucidado e deve ser investigado para a melhor compreenséao da infeccdo e seus

processos patoldgicos.
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3. Objetivos

O objetivo central desta tese consistiu em analisar os efeitos da
administracdo da prolactina sobre a resposta imune de ratos Wistar jovens
infectados pela cepa Y de T. cruzi. Para isto, os seguintes parametros foram

avaliados:

- Intensidade da infeccdo, através da quantificacdo de parasitas
sanguineos;

- A participacdo e o perfil de ativacdo das células da resposta imune
inata e adaptativa durante a fase aguda da infeccao experimental, utilizando ensaios
de linfoproliferacéo in vitro e analises dos fendtipos apresentados pelos esplendcitos
e células coletadas do lavado peritoneal;

- Andlise dos niveis de apoptose de esplendcitos;

- Dosagem de oxido nitrico em culturas de células coletadas do lavado
peritoneal;

- Dosagem de citocinas e da quimiocina MCP-1, produzidas por linfécitos

T do baco, apos breve estimulacao in vitro;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Fluxograma de execucgéo dos experimentos

[ Formas tripomastigotas de T.cruzi ]

Obtencéo dos [ Preparo do indculo
Antigenos |

Infeccéo dos animais

[
L

[ Eutanésia dos animais (7 e 14 dias ap0s a infec¢ao)

Obtencao de [ Obtencao do sangue ] Obtencao das células
células esplénicas | do lavado peritoneal

Determinacao
da parasitemia

Proliferacdo Determinacao
celular da apoptose
Quantificacdo de
Métodos: MTT [ Método: Anexina V/PI ] Oxido Nitrico
e CFSE

[ Analise Fenotipica ]

Andlise de macrofagos
e células dendriticas

Determinacao das
citocinas intracelulares

[ Método: Citometria de fluxo ] Método: Griess
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4.2 Animais utilizados

Foram utilizados ratos Wistar com aproximadamente 04 semanas,
pesando cerca de 100 gramas, provenientes do Biotério Geral da Coordenadoria do
Campus de Ribeirdo Preto/USP. Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas,
em numero de cinco por gaiola. A fim de se evitar o acimulo de aménia proveniente
da urina dos animais, a cama de maravalha era trocada trés vezes por semana.
Para alimentacdo dos animais foi fornecida racdo especifica para roedores e agua
ad libitum. Os protocolos experimentais deste estudo foram aprovados pelo Comité

de Etica local (protocolo n°09.1.279.53.6).

4.3 Grupos Experimentais

Grupos Sem tratamento Tratamento com PRL
CONTROLE - 7° dia n=5 n=>5
INFECTADO - 7° dia n=5 n=>5
CONTROLE - 14° dia n=>5 n=>5

INFECTADO - 14° dia n=5 n=>5

Grupos Controles

Controle sem tratamento (C) - 7°e 14dias

Controle tratado com Prolactina (CP) - 7°e 14°dia s

Grupos Infectados pela cepa Y de T.cruzi

Infectado sem tratamento (I) - 7°e 14Yias

Infectado tratado com Prolactina (IP) - 7°e 14°di as
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4.4 Protocolo Experimental

4.4.1 Infeccdo experimental

Os animais dos grupos infectados  foram inoculados
intraperitonealmente (i.p) com 100.000 formas tripomastigotas sanguicolas da cepa
Y de T. cruzi. A cepa Y de T. cruzi foi isolada por SILVA, NUSSENZWEIG (1953),
através do xenodiagnostico realizado em uma paciente na fase aguda da infeccéo
chagéasica. Desde entdo, vem sendo mantida em camundongos Swiss (néo
iISogénicos), através de repiques semanais de sangue infectado. A cepa Y possui
morfologia delgada com picos parasitémicos precoces, altamente virulenta e
patogénica, determinando alta mortalidade e lesfes tissulares graves (SCORZA,
SCORZA, 1972). Quando inoculada em ratos, o padrao da curva parasitémica se
mantém semelhante aos dos roedores de menor porte, com um pico compreendido
entre o 7°e 14°dia da infeccdo (UYEMURA et al., 1 995), dependendo do numero de
parasitas inoculado, idade e sexo do animal. Apés esse periodo ha uma reducédo da

parasitemia.

4.4.2 Obtencado de antigenos de tripomastigotas de  T. cruzi

Os antigenos de tripomastigotas utilizados nos ensaios de proliferagdo
celular in vitro, foram preparados a partir de tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi,
obtidas de células LLCMK2 (“monkey kidney fibroblast cell line”). As células foram
cultivadas em meio RPMI suplementado com 5% de soro bovino fetal em estufa, a
37°C em atmosfera Uumida a 5% de CO,, até obter-se uma cultura uniforme e

confluente.
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Apos 5 dias, as formas tripomastigotas foram coletadas e centrifugadas
a 40g a 4°C durante 10 minutos, para a separacao das células debris, seguida por
outra centrifugacdo a 700g a 4°C por 10 minutos. O sedimento resultante, contendo
as formas tripomastigotas vivas, foi lavado 5 vezes em PBS gelado (pH 7,2) a 3000
rom a 4°C por 5 minutos. ApOs a Uultima centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e os parasitas ressuspensos em 1,5mL de PBS gelado, sendo entao
submetido a trés ciclos de congelamento-aguecimento a -80°C e 37°C,
respectivamente. Em seguida, os parasitas lisados foram submetidos a cinco ciclos
de 30 segundos de sonicacdo cada um (20KHz, 30 watts). A solugao resultante foi
centrifugada a 20000g durante 30 minutos. O sobrenadante foi retirado e filtrado em
membrana 0,45um, sendo o produto da filtracdo congelado a -80°C. Apds varios
processos de obtencdo de fracdes solUveis do parasito, foi realizado um “pool” das
diferentes extracdes e a quantidade de proteinas dosadas pelo método de Bradford
(1976), utilizando soro albumina bovina (BSA) como padréo. Aliquotas do antigeno
foram congeladas a -80°C para posterior uso em experimentos (MARCIPAR et al.,

2003; MARTIN, TARLETON, 2005).

4.4.3 Tratamento com prolactina

Cada animal foi tratado com 100ug de PRL ovina (Sigma-Aldrich),
diluidos em 0,1mL de solucéo fisiologica 0,9% estéril, sendo administrados por via
subcutanea, uma vez ao dia, ao longo de todo experimento (RYNIKOVA et al., 1988;
ZELLWEGER et al.,, 1996; OBERBECK et al., 2003; FILIPIN et al., 2011). O

esquema de tratamento comec¢ou imediatamente apds a infeccao.
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4.4.4 Delineamento Experimental

Os experimentos foram realizados nos 7° e 14° dias apds o inoculo

infectante, periodo correspondente a fase aguda da doenca.

4.45 Eutanasia e Coleta de Sangue

Cada animal foi anestesiado previamente com Tribromoetanol 2,5%
administrado intraperitonealmente (dose de 250mg/Kg/animal) e posteriormente
morto por decapitacdo. ApOs a eutandsia, foram coletados cerca de 2,0mL de

sangue em tubo contendo EDTA, para determinagéo da parasitemia.

4.5 Contagem de parasitas

A determinagdo da parasitemia sanguinea foi feita pelo método de
BRENER (1962), que consiste em colocar uma aliqguota de 5uL de sangue em
lamina, cobrindo-a com laminula de 22 x 22mm. Determina-se o0 numero de
parasitas em 50 campos microscopicos. O numero encontrado é multiplicado por um
fator, calculado e determinado para cada microscopio e objetiva, que leva em

consideracdo o numero de campos microscopicos existentes na area da laminula.
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4.6 Caracterizacao fenotipica e funcional de célula s obtidas a partir do lavado
peritoneal, através de Citometria de Fluxo

Apés a eutandsia, os animais foram mantidos em camara asséptica de
fluxo laminar e fixados em decubito dorsal em suporte de dissec¢cdo. A parede
abdominal foi exposta, rebatendo-se a pele da regido. As suspensdes de células
peritoneais foram coletadas por meio de injecdo de 5mL de meio RPMI-1640 estéril
e gelado (pH 7,2), seguida de massagem peritoneal. As células obtidas do lavado
peritoneal foram entdo lavadas por centrifugacdo a 1800 rpm por 10 minutos a 4<C,
e a seguir ressuspendidas em 2mL de meio RPMI-1640, para contagem das células
vidveis em camara de Neubauer, realizada através da coloragdo com solugédo de
Azul de Trypan (0,4%).

Ap6s a contagem, a concentracao foi ajustada para 2x10° células/poco,
sendo as mesmas distribuidas em placas de 96 pocos. As suspensdes celulares
foram incubadas com Fcblock (BD Biosciences Pharmingen), por 20 minutos a 4°C.
Ao término da incubacdo, as células foram lavadas com PBS (1x) gelado,
centrifugadas a 1800 rpm por 3 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida,
o pellet foi ressuspendido e procedeu-se a marcacéo das células com os anticorpos
monoclonais, para determinacdo das subpopulagbes. Todos os anticorpos foram
obtidos da BD Biosciences Pharmingen, e utilizados na diluigdo 1:100pL.
Posteriormente a incubacdo de 30 minutos no escuro a 4C, as células foram
lavadas com tampédo PBS (1x), centrifugadas e ressuspensas em 150uL de tampéao
Cell Staining Buffer. Apos a transferéncia para tubos apropriados, as amostras foram
analisadas através de citometria de fluxo em Citbmetro BD FACS-Canto (BD
Biosciences). A analise dos resultados foi executada usando o programa FACSDiva

(BD).
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Anticorpos monoclonais utilizados na analise fenotipica das células peritoneais:

Anticorpo Clone Concentracdo
Anti-CD11bc - PECy7 0X-32 0,2mg/mL
Anti-CD80 - PE 3H5 0,2mg/mL
Anti-CD86 - FITC 24F 0,5mg/mL
Anti-RT1B - PercP OX-6 0,2mg/mL
Anti-macrophage subset - PE HIS36 0,2mg/mL
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Figura 5 - Estratégia de aquisicdo de macrofagos, obtidos a partir do lavado peritoneal, de
acordo com as caracteristicas de tamanho e granulosidade (A). Em (B), o gréfico

representativo em dot plot da expressédo da molécula de RT1B em macrofagos peritoneais.
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Figura 6 - Estratégia de aquisicdo das células apresentadoras de antigenos, de acordo com
as caracteristicas de tamanho e granulosidade (A). Em (B), grafico em dot plot
representativo da expressdo de CD1lb/c. Figuras (C) e (D) ilustram histogramas
representativos das populacées de células apresentadoras de antigenos (CD11b/c"),
subdivididas em relacdo a expressédo de CD86 e CD80, respectivamente.
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4.7 Quantificacdo de Oxido Nitrico produzido por cé lulas obtidas a partir do
lavado da cavidade peritoneal

Como o Oxido nitrico possui um tempo de meia-vida muito curto, a
determinacdo da producéo deste radical por macréfagos foi mensurado através da

formacao do nitrito (NO"), um produto de degradacgéo estavel e menos volatil.

A dosagem de nitrito acumulado no sobrenadante de culturas de
células peritoneais foi realizada pelo método de Griess, no qual o principio de reacéo
é baseado na formacdo de um azo composto. Inicialmente, o nitrito reage com a
sulfanilamida em meio &cido para formar um composto intermediario, o sal de
diazonio. Em seguida, este sal reage com N-natftil-etilenodiamina (NED) formando
um composto azo estavel de coloracdo purpura, podendo assim ser analisado em

espectrofotometro em comprimento de onda de 540 nm (SUN et al., 2003).

Uma aliquota (100uL) da suspenséo de células peritoneais preparada
anteriormente foi distribuida em placa de 96 pocos, contendo 2x10° células/poco,
sendo adicionados 100uL de LPS (10ug/mL) (E. coli sorotipo 026:B6, Sigma-Aldrich)
aos pocos estimulados. A placa foi levada a estufa contendo 5% de CO,, durante 48
horas a 37°C. Apés este periodo, a placa foi centrifugada a 1800 rpm durante 6
minutos. Recolheu-se 100uL do sobrenadante e transferiu-se para outra placa de 96
pocos. Em seguida, adicionou-se igual volume de reagente de Griess (50uL de
sulfanilamida 1% e 50uL de N-naftil-etilenodiamina 0.1% diluidos em solucdo de
acido fosforico 5%), permitindo a revelacdo da reagdo por meio de leitor de
microplacas, utilizando filtro de 540nm (Referéncia 0). As concentragcdes de nitrito
foram determinadas utilizando-se uma curva padrdo de NaNO, de 200uM a 6uM

(GREEN et al., 1982; TERENZ| et al., 1995; HRUBY, BECK, 1997).
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4.8 Preparo da suspenséo de células provenientes do baco

O baco de cada animal foi removido cirurgicamente em condi¢cbes
assépticas, e transportado para uma placa de Petri pequena, contendo 5mL de
RPMI-1640. A seguir, o orgdo foi cuidadosamente macerado, para liberacdo das
células, com o auxilio de peneiras para cultura celular. Em seguida, a suspenséo foi
transferida para tubos e submetida a centrifugacdo a 1800 rpm durante 6 minutos a
4<C. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento d e células adicionou-se 2mL de
tampédo hemolitico ACK (NH4Cl 0,15M, KHCO3; 1mM, Na,EDTA 0,1mM), incubando-
se por 2 minutos, a temperatura ambiente. Apds lavagem, e centrifugacdo a 1800
rpm por 6 minutos, as células foram ressuspendidas em 10mL de RPMI-1640. A
suspensdo obtida permaneceu em repouso por 10 minutos a 4°C para sedimentacédo
de fragmentos tissulares, que a seguir foram removidos. Apdés homogeneizacdo
cuidadosa dos tubos, acrescentou-se 5uL desta suspensdo, em 495uL de solucéo
de Azul de Trypan (0,4%), procedendo-se a contagem das células viaveis em
camara de Neubauer. Para cada animal foi preparada uma suspensdo contendo

2x10° células/pogo em meio RPMI-1640.

4.9 Anadlise fenotipica das populacdes celulares por citometria de fluxo

A suspensdo preparada anteriormente foi utilizada para analise
fenotipica dos linfécitos, através da técnica de citometria de fluxo, baseada em
anticorpos monoclonais marcados com substancias fluorescentes, dirigidos contra
antigenos de superficie destas células. Aliguotas de 100puL da suspenséao de células
esplénicas (2x10° células/tubo) foram distribuidas em tubos eppendorfs™ e

incubadas com 100uL de Fcblock diluido em tampédo de Cell Staining Buffer, por 20
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minutos a 4°C. Ao final da incubacdo, as células foram lavadas com PBS (1x)
gelado, centrifugadas a 1800 rpm durante 3 minutos e o sobrenadante descartado.
O pellet foi ressuspendido e as células marcadas com anticorpos monoclonais
conjugados e submetidas a incubagdo de 30 minutos a 4°C, ao abrigo da luz. Em
seguida, adicionou-se tampao PBS (1x), sendo os tubos centrifugados novamente a
1800 rpm durante 3 minutos e o sobrenadante descartado. Finalmente, as células
foram ressuspensas em 150uL de tampéao Cell Staining Buffer e transferidas para os
tubos de leitura. Todos os anticorpos foram obtidos da BD Biosciences Pharmingen,

e utilizados na diluicdo 1:100uL em tampéao Cell Staining Buffer.

As suspensdes foram submetidas a leitura no citbmetro de fluxo BD
FACS-Canto (BD Biosciences) que utiliza os detectores e canais de células
adequados para leitura de cada fluorocromo As analises dos resultados foram

executadas usando o programa FACSDiva (BD).
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Anticorpos monoclonais utilizados na analise fenotipica dos esplendcitos:

Anticorpo Clone Concentracéo
Anti-CD3 - APC/FITC 1F4 0,2mg/mL;0,5mg/mL
Anti-CD4 - PE/PECy7 OX-38/0X-35 0,2mg/mL
Anti-CD8 - PercP OX-8 0,2mg/mL
Anti-CD11a - FITC WT.1 0,5mg/mL
Anti-CD11bc - PECy7 0OX-42 0,2mg/mL
Anti-CD28 - PE JJ319 0,2mg/mL
Anti-CD45RA - PE 0OX-33 0,2mg/mL
Anti-CD80 - PE 3H5 0,2mg/mL
Anti-CD86 - FITC 24F 0,5mg/mL
Anti-CD161 - FITC 10/78 0,5mg/mL
Anti-RT1B - PercP OX-6 0,2mg/mL
Anti-Macrophage subset - PE HIS36 0,2mg/mL

Marcadores celulares analisados:

Descricéo Marcadores Celulares
Marcador de superficie celular da populagéo de linfocitos T CD3
Marcadores de superficie celular de subpopulagées de CD4 e CD8
linfocitos T
Marcadores de superficie celular para moléculas CD80 e CD86

coestimulatérias em APCs

Marcador de superficie celular para molécula coestimulatéria CD28

em células T

Marcadores de superficie celular da populacdo de células NK CD161
Molécula de adesado ao endotélio, familia das integrinas CD11a (LFA-1)
Marcador de superficie celular de macréfagos Macrophage subset
Marcador de superficie celular da populagéo de linfocitos B CD45RA
Marcador de ativacdo celular RT1B (MHC II)

Marcador de superficie celular de APCs CD11bc
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Figura 7 - Estratégia de aquisi¢cdo da populacéo linfocitaria de acordo com as caracteristicas
de tamanho e expressdo de CD3 (A). Em (B), grafico em dot plot representativo das
subpopulacgdes de linfécitos CD3*CD4" e CD3'CD8". Figuras (C) e (D): graficos em dot plot
das subpopulacbes de linfocitos, subdivididas em relacdo a expressdo de CD1la e CD28,

respectivamente.
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Figura 8 - Selecdo da populacéo celular de acordo com as caracteristicas de tamanho e
granulosidade (A). Em (B), grafico em dot plot representativo das populacdes de células
esplénicas, expressando CD161" (NK) e CD3'CD161" (NKT). Em (C), grafico em dot plot
representativo da expressédo da molécula CD45RA.
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4.10 Deteccao do processo de apoptose por citometri  a de fluxo - Marcagéo
com anexina-V e iodeto de propideo

A apoptose é um processo fisiologico que desempenha um papel
fundamental no controle de diversos processos vitais (BERGANTINI et al., 2005;

BRAS et al., 2005).

A exteriorizacdo da molécula de fosfatidilserina na membrana
plasmatica € um dos eventos iniciais que ocorre durante o processo de apoptose. As
células viaveis mantém os fosfolipidios assimetricamente distribuidos na membrana
plasmatica, com a molécula de fosfatidilserina voltada para o citoplasma. A anexina-
V conjugada a fluoresceina (FITC), ao se ligar a fosfatidilserina exposta na superficie
celular permite a identificacdo das células apoptéticas. O iodeto de propideo (PI), por
sua vez, é um corante vital que é incorporado entre bases nucleicas em células que
perderam a integridade da membrana celular, detectando assim células em

processo de morte por apoptose tardia (GATTI et al., 1998).

A andlise da condicao celular (viavel ou em processo de apoptose) foi
realizada em grupo celular selecionado a partir das seguintes caracteristicas: (i)
tamanho (tamanho e granulosidade), (i) integridade da membrana plasmatica
(coloracdo por iodeto de propidio) e (iii) redistribuicdo da fosfatidilserina da

membrana plasmatica (marcacao pela anexina-V conjugada com FITC).

Para a caracterizacdo dos diferentes estagios de apoptose, as células
esplénicas obtidas foram lavadas com tampao de ligacdo da anexina-V diluido 1:10
em agua purificada (Annexin Binding Buffer - BD Bioscences Pharmigen) e entdo
centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado.

Adicionou-se as suspensdes celulares, 100uL do tampéo de ligacdo e 1uL de cada
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marcador: anexina-V (FITC) e de iodeto de propidio (Pl). As amostras foram
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente e posteriormente foram
adicionados a todos os tubos 400uL do mesmo tampdao, e acondicionados a 4T e

ao abrigo da luz até o momento da analise no citbmetro de fluxo.

Paralelamente, foi avaliado o perfil apoptético dos grupos
experimentais, apos incubacdo das células obtidas por um periodo de 4 horas,
utilizando como estimulo antigenos de T. cruzi. As culturas foram realizadas em
placas de 96 pocos, com fundo redondo, e como controle positivo foi utilizado
Estaurosporina 1mM (Sigma-Aldrich). Para avaliacdo dos estagios de apoptose, as

células em estudo foram submetidas ao mesmo protocolo descrito anteriormente.

As amostras foram analisadas utilizando o equipamento BD FACS-
Canto (BD Biosciences). A analise dos dados obtidos foi realizada no software
FACSDiva (BD), possibilitando a classificacdo das células em: viaveis (Anexina-V-
FITC e Pl negativo), apoptose inicial (anexina-V-FITC positivo e Pl negativo) e

apoptose avancada (Anexina-V-FITC e PI positivo).
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Figura 9 - Estratégia da selecdo da populacdo células esplénicas, para caracterizacdo dos
estagios de apoptose (A). Em (B), grafico em dot plot representativo dos estagios de

apoptose, utilizando-se Anexin-V (FITC) e PI.
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4.11 Detecgdo das citocinas intracelulares IL-4, IL -10, IFN-y, TNF-a, e
gquimiocina MCP-1

Aliquotas de 100pL, contendo 2x10° células/poco, da suspensdo de
células esplénicas isoladas e obtidas como descrito no item 4.8, foram distribuidas
em placa de 96 pocos, com fundo redondo. Alguns pocos foram estimulados com
5ug/mL de forbol miristato acetato (PMA/Sigma-Aldrich) e 1ug/mL de ionomicina
(Sigma-Aldrich), sendo que outra parte dos pocos nao recebeu estimulo. As células
esplénicas foram incubadas por 4 horas, a 37C, em atmosfera imida com tenséo
constante de CO, (5%). Apds este periodo, adicionou-se Brefeldina A (Sigma-
Aldrich) na concentragcdo de 10ug/mL, a todas as cavidades, sendo a placa
novamente incubada, nas mesmas condi¢cdes de temperatura e tensdo de CO,, por
mais 2 horas. A brefeldina A foi utilizada para melhorar a analise das citocinas
intracelulares em funcdo do seu efeito inibitério na secrecdo de proteinas, o que
permite o acumulo destas citocinas no complexo de Golgi e consequentemente um
aumento do sinal, que podera ser detectado pelo citbmetro de fluxo. ApGs o término
da incubacdo, as placas foram submetidas a centrifugacdo a 1800 rpm por 6
minutos, o0 sobrenadante foi descartado e as suspensdes de células, tanto
estimuladas quanto ndo estimuladas, foram ressuspensas em Stain Buffer BSA
(gelado) e transferidas das cavidades da placa para os respectivos tubos cénicos.
Os tubos foram centrifugados a 1800 rpm por 3 minutos, o sobrenadante
descartado, e a seguir, as células ressuspensas em Stain Buffer BSA (gelado).
Adicionou-se as suspensdes celulares 100uL de Fcblock diluidos em tampéo Cell
Staining Buffer, e procedeu-se incubacdo de 20 minutos a 4°C. Terminada esta

incubacdo, as ceélulas foram lavadas com Stain Buffer BSA, sendo os tubos
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centrifugados a 1800 rpm durante 3 minutos e o sobrenadante descartado. A seguir,
iniciou-se a marcacdo das moléculas de superficie CD3, CD4 e CD8, visto que a
producao de citocinas foi analisada nestas subpopulacdes de linfocitos. Para isto, as
células foram marcadas com anticorpos monoclonais conjugados: anti-CD3 (FITC),
anti-CD4 (PE-Cy7) e anti-CD8 (PercP) diluidos em tampao de Cell Staining Buffer,
seguindo incubacéo de 30 minutos, a 4°C, ao abrigo da luz. Em seguida, adicionou-
se 500uL de tampao Stain Buffer BSA, sendo os tubos centrifugados novamente a
1800 rpm durante 3 minutos e o0 sobrenadante descartado. Posteriormente, as
células foram ressuspensas em 250pL de solucdo CytoFix/CitoPerm (BD Bioscences
Pharmingen), a fim de proporcionar a fixacdo e permeabilizacdo das células. Apos
incubacdo de 20 minutos a 4C, e ao abrigo da luz, as células foram lavadas com
tampao Perm Wash (BD Biosciences Pharmingen). O sobrenadante foi aspirado, e
as ceélulas ressuspendidas em tampdo Perm Wash, contendo o0s anticorpos
monoclonais citocina/quimiocina-especificos, todos conjugados com PE (diluicdo

1:100).

Seguiu-se nova incubagéo a 4C, e ao abrigo da luz, por um periodo de
30 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com tampao Perm Wash e
centrifugadas a 1800 rpm durante 3 minutos. O sobrenadante foi aspirado, o pellet
ressuspendido e a todos os tubos foram adicionados 150uL de formaldeido 1% em

PBS (1x).

ApoOs a transferéncia do volume para tubos apropriados, a leitura foi
realizada em citbmetro de fluxo BD FACS-Canto (BD Biosciences). A analise dos
resultados foi executada usando o programa FACSDiva (BD). Todos os anticorpos

monoclonais foram obtidos da BD Biosciences Pharmingen.
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Figura 10 - Em (A), estratégia de aquisicdo da populacdo linfocitaria de acordo com as
caracteristicas de tamanho, granulosidade e expressdo de CD3; grafico em dot plot
linfocitos CD3'CD4* e CD3'CD8'. Em (B),
histogramas representativos das subpopulaces de linfécitos, subdivididas em relacdo a
expressao de IL-4, IL-10, IFN-y, TNF-a e MCP-1.

representativo das subpopulagcbes de
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4.12 Andlise da proliferacdo de timocitos através d e ensaio com MTT

A proliferacao celular foi avaliada pelo ensaio do MTT, que se baseia
na capacidade das células viaveis reduzirem o MTT (3-(4-5 dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), um sal de coloragcdo amarela e solivel em agua, a
formazan (cristais de coloracdo arroxeada e insoluvel em agua), pela agcédo de
enzimas. A reducdo do MTT a formazan € diretamente proporcional a atividade

mitocondrial e viabilidade celular.

As células do timo foram maceradas e centrifugadas a 1800 rpm por 6
minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em RPMI-1640
contendo 10% de SBF. Uma aliquota de 100pL desta suspensdo, contendo 2x10°
células, foi distribuida em placa de 96 pocgos, sendo adicionados 100upL
concanavalina A (ConA: 4 mg/mL) nos pocgos estimulados. A placa foi levada a
estufa contendo 5% de CO,, durante 48 horas a 37°C. Ao final deste periodo de
incubacéo, a placa foi retirada e adicionados 50uL de MTT a cada poc¢o (5 mg/mL
diluidos em RPMI incolor). Ap6s 4 horas, adicionou-se 50uL de isopropanol aos
pocos, sendo a placa mantida em temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente,

a absorbancia (A) foi determinada utilizando leitor de microplacas, filtro de 570nm.
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4.13 Andlise da proliferacdo de esplendcitos atravé s de ensaio com CFSE

Para realizagdo dos ensaios de proliferacdo celular, os esplendcitos
isolados, na concentracdo de 2x10° células, foram ressuspensos em PBS (1x) pré-
aquecido (37C) e incubados com 5uM de CFSE (Molecular Probes, Invitrogen),
durante 10 minutos no escuro a 37<C. Em seguida, a marcacgao foi interrompida pela
adicdo de meio RPMI suplementado com 5% de SBF (gelado). Apés 1 minuto, os
tubos contendo as suspensdes celulares foram submetidos a centrifugagdo a 1800
rpm por 6 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em
meio RPMI, contendo 5% de SBF. Aliquotas desta suspensédo celular foram entao
distribuidas em placas de 96 pocos, com fundo redondo, e incubadas, ao abrigo da
luz, na presenca de antigenos de T.cruzi, em estufa de CO, (5%), durante 5 dias a

37°C.

Apés o término da incubagcdo, as placas foram submetidas a
centrifugacéo a 1800 rpm por 6 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em PBS (1x). Adicionou-se as suspensdes celulares, 100uL de
Fcblock diluidos em tampao Cell Staining Buffer, e procedeu-se incubacédo de 20
minutos a 4°C. Terminada esta incubacdo, as células foram lavadas com PBS (1x) e
a placa centrifugada a 1800 rpm durante 3 minutos e o sobrenadante descartado. A
seguir, iniciou-se a marcacao das moléculas de superficie CD3: as células foram
marcadas com anticorpos monoclonais conjugados anti-CD3 (APC), diluidos em
tampao de Cell Staining Buffer (diluicdo 1:100uL), seguindo incubacdo de 30
minutos, a 4°C, ao abrigo da luz. Em seguida, adicionou-se PBS (1x), sendo
realizada outra centrifugacdo a 1800 rpm durante 3 minutos e o sobrenadante

descartado. Posteriormente, as células foram ressuspensas em tampéao Cell Staining
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Buffer e transferidas para os tubos de leitura. A leitura foi realizada no citbmetro de
fluxo BD FACS-Canto (BD Biosciences) e as analises dos resultados executadas
utilizando-se o programa FACSDiva (BD). A avaliacdo da proliferacdo antigeno-
especifica de linfécitos T (CD3") é baseada na diluicdo do fluorocromo CFSE
(células CD3*CFSE""), onde a populacdo com menor fluorescéncia é selecionada.
Durante a divisdo celular, O CFSE sofre acdo de estereases e emite uma
fluorescéncia detectada pelo citbmetro no canal FITC. As células marcadas com
este fluorocromo ao se dividirem distribuem esse marcador para as células filhas, ou
seja, células que passaram por varios ciclos de divisdo celular perdem sua
fluorescéncia progressivamente, fato que pode ser observado por citometria de fluxo

(RIBEIRO, 2010).

4.14 Andlise estatistica

Os dados dos experimentos foram analisados estatisticamente pelo
programa computacional GraphPad Prism verséao 5.00 (GraphPad Software USA). A
comparacao entre os grupos foi realizada atraves de analise de variancia: One Way
ANOVA e post-test Bonferroni e também através do teste ndo paramétrico Mann-

Whitney. Considerando estatisticamente significante p < 0,05.
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5. Resultados

5.1 Parasitemia

A contagem de parasitas sanguineos foi realizada no 7° e 14° dias
apos a infeccdo. O pico parasitémico ocorreu no 7° dia, sofrendo queda no 14° dia
apos o indculo. Durante o pico da parasitemia, o grupo tratado com prolactina (IP)
demonstrou maior resisténcia a infeccdo, apresentando diminuigdo significativa no
namero de parasitas quando comparado ao grupo sem tratamento (1). Ja no 14°dia,
nao houve diferenca significativa entre a parasitemia do grupo tratado e do grupo

nao tratado.
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Figura 11 - Evolucdo da parasitemia em ratos Wistar infectados com 100.000 formas
tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de T.cruzi, durante os 7° e 14° dias ap6és a infeccéo,
nos seguintes grupos: Infectado (1) e Infectado tratado com Prolactina (IP). Para todos os
grupos de animais em cada dia de experimento n = 5; resultados apresentados em Mediana,
valores minimo e méaximo. Os grupos que nado compartiham a mesma letra sado
significativamente diferentes, p < 0,05 (Mann-Whitney test).
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5.2 Analise do percentual de macrofagos peritoneais e expressdo de RT1B

A analise do percentual de macrofagos, obtidos a partir do lavado
peritoneal, foi determinada através da técnica de citometria de fluxo, utilizando-se
anticorpos monoclonais especificos para estas células (macrophage subset BD
Biosciences Pharmigen). Adicionalmente, avaliamos a ativacdo de macrofagos,

através da analise de receptores de macrofagos (RT1B-MHC Classe ).

Nos 7° e 14° dias apos a infeccdo, os grupos infectados (I e IP)
apresentaram aumento significativo no percentual de macréfagos, quando
comparados aos grupos controles, sem infeccdo (C e CP). Além disso, no 7° dia
apos a infeccdo, o percentual de macrofagos no grupo infectado submetido ao
tratamento com PRL foi significativamente maior, quando comparado ao grupo

infectado sem tratamento.
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Figura 12 - Representagdo gréafica dos niveis de expressdo do antigeno de superficie
celular ED2-like (marcador de macrofagos teciduais) em células obtidas a partir do lavado
peritoneal de ratos Wistar, durante os 7° e 14°dia s de experimentos, nos seguintes grupos:
Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (I) e Infectado tratado com
Prolactina (IP). Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5; resultados
apresentados em média e erro padrdo da média.

Os grupos que nao compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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Com relacdo a expressdo da molécula RT1B em macréfagos, nao
foram observadas alteracGes significativas entre 0os grupos de animais tratados e
nao tratados com prolactina. Este perfil foi observado tanto nos animais infectados,
como nos animais néo infectados. No 14°dia apés a infeccdo os animais infectados
(I e IP) apresentaram um aumento significativo na expressdo de RT1B em

macrofagos quando comparados aos animais dos grupos controles, ndo infectados

(CeCP).
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Figura 13 - Representacdo gréafica dos niveis de expressao do antigeno RT1B (MHC classe
I, I-A equivalent) em macréfagos obtidos a partir do lavado peritoneal de ratos Wistar,
durante 7° e 14°dias de experimentos, nos seguinte s grupos: Controle (C), Controle tratado
com Prolactina (CP), Infectado (I) e Infectado tratado com Prolactina (IP). Para cada grupo
de animais em cada dia de experimento n = 5; resultados apresentados em média e erro
padrdo da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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5.3 Quantificacdo de Oxido Nitrico produzido por cé lulas obtidas a partir do

lavado da cavidade peritoneal

Culturas de células nao estimuladas com LPS:

No 7° dia ap6s o inoculo, o grupo infectado e tratado com prolactina
(IP) apresentou concentracdes de nitrito estatisticamente mais elevadas, quando
comparado aos animais dos demais grupos, incluindo o infectado e néo tratado com
prolactina.

Culturas de células estimuladas com LPS:

Durante o 7° dia de experimento, o grupo infectado e também
submetido ao tratamento com prolactina (IP) apresentou um aumento significante na
producdo de nitrito, quando comparado ao grupo infectado e ndo submetido ao
tratamento (1).

Ja no 14° dia de experimento, 0s niveis de nitrito foram maiores nos
animais infectados em relacdo aos grupos controles, no entanto nenhuma alteracéo
significativa foi observada entre o grupo infectado tratado com PRL e o grupo

infectado e ndo tratado.
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Figura 14 - Concentracfes de Nitrito (uM) em culturas de células peritoneais estimuladas
ou ndo com LPS (10ug/mL), coletadas de ratos Wistar durante 7° e 14° dias de
experimentos, nos seguintes grupos: Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP),
Infectado (I) e Infectado tratado com Prolactina (IP). Para cada grupo de animais em cada

dia de experimento n = 5; resultados apresentados em média e erro padrdo da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sédo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison posttests).
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5.4 Analise do percentual de células apresentadoras de antigenos (CD11 b/c )

e expressdo de CD80 e CD86

Nas células obtidas a partir do baco dos animais, durante o 14° dia de
experimento, o grupo infectado e tratado com prolactina (IP) apresentou um
percentual de células apresentadoras de antigenos (APCs) maior, quando
comparado aos grupos controles nao infectados (C e CP). Porém, ndo foram
observadas alteragfes significativas no percentual de APCs, entre o grupo infectado

e tratado (IP) e o grupo infectado e néo tratado ().

Ja nas amostras de células obtidas a partir do lavado peritoneal, os
resultados obtidos demonstraram que, no 14° dia de experimento, 0s animais
submetidos a terapia com prolactina (IP) apresentaram um aumento significativo na
porcentagem de APCs, quando comparados aos animais infectados e néo tratados
(). Entre os animais dos grupos controles, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significantes.

Em relacdo a andlise da expressdao de moléculas coestimulatérias em
APCs coletadas do lavado peritoneal, os resultados obtidos demonstraram que, no
14° dia de experimento, houve um aumento significativo na expressdo de CD80 e
CD86 nas células dos animais infectados e submetidos ao tratamento com prolactina
(IP), quando comparado aos animais dos demais grupos, inclusive o grupo infectado

e nao tratado.

Nas células do baco, ndo houve diferencas relevantes na expressao de
moléculas coestimulatérias. O tratamento com prolactina ndo alterou os percentuais
de CD80 e CD86 nos animais infectados, quando comparados com 0 grupo

infectado e nao tratado.
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Figura 15 - Representacdo grafica dos niveis de expressdo do marcador CD1lb/c em
células do baco (A) e do lavado peritoneal (B) de ratos Wistar, durante 7° e 14° dias de
experimentos, nos seguintes grupos: Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP),
Infectado (I) e Infectado tratado com Prolactina (IP). Para cada grupo de animais em cada
dia de experimento n = 5; resultados apresentados em média e erro padréo da média.

Os grupos que nao compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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Figura 16 - Representacdo grafica dos niveis de expressdo das moléculas CD80 e CD86
em células CD11b/c* do baco (A, B) e do lavado peritoneal (C, D) de ratos Wistar, durante
7° e 14° dias de experimentos, nos seguintes grupos: Controle (C), Controle tratado com
Prolactina (CP), Infectado (I) e Infectado tratado com Prolactina (IP). Para cada grupo de
animais em cada dia de experimento n = 5; resultados apresentados em média e erro
padrdo da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sé@o significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison posttests).
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5.5 Andlise do percentual de células NK (CD161 ) e NKT (CD3"CD161%)

Durante o 14° apds a infeccdo, a administracao de prolactina resultou
em elevacdo no percentual de células NK, nos animais infectados e tratados (IP).
Entre os animais controles, sem infeccéo (C e CP), nenhuma diferenca significativa

foi verificada.

De acordo com os resultados apresentados, no 7°dia de experimento,
o grupo infectado submetido ao tratamento com PRL (IP) apresentou um elevado
percentual de células NKT em relacdo aos grupos controles (C e CP). Além disso,
houve diferenca estatisticamente relevante entre os percentuais de células NKT do

grupo infectado e tratado (IP) e o grupo infectado ndo suplementado com prolactina

).
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Figura 17 - Andlise do percentual de células NK (A) e NKT (B), obtidas a partir do baco de
ratos Wistar, durante 7° e 14° dias de experimentos, nos seguintes grupos: Controle (C),
Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (I) e Infectado tratado com Prolactina (IP).
Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5; resultados apresentados em
média e erro padréo da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes, p < 0,05
(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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5.6 Andlise do percentual de Linfocitos B (CD45RA )

As porcentagens de linfocitos B foram determinadas através da
marcacao realizada em citometria de fluxo, utilizando-se anticorpos monoclonais
para a molécula CD45RA. Conforme observado na figura a seguir, o grupo infectado
tratado com PRL (IP) apresentou um aumento consideravel na expressdo de
CD45RA, quando comparado ao grupo infectado sem tratamento (1), durante o 14°

dia apoés a infeccao.
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Figura 18 - Representacao grafica dos niveis de expressédo da molécula CD45RA (marcador
de linfocito B) em células obtidas a partir do bago de ratos Wistar, durante 7° e 14°dias de
experimentos, nos seguintes grupos: Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP),
Infectado (I) e Infectado tratado com Prolactina (IP). Para cada grupo de animais em cada
dia de experimento n = 5; resultados apresentados em média e erro padrdo da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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5.7 Andlise fenotipica de subpopulacées de linfocit os T CD4" e T CD8"

ApoOs a andlise dos resultados, observou-se que, durante o 14° dia de
experimento, o grupo infectado submetido ao tratamento com prolactina (IP)
apresentou um percentual de linfécitos T CD4" estatisticamente maior, em relacgéo
aos percentuais apresentados pelos demais grupos, incluindo o infectado e néo

tratado.

J& os percentuais de células TCD8" foram significativamente maiores
nos grupos infectados (I e IP), quando comparados aos percentuais dos grupos
controles, sem infeccédo (C e CP), durante o 14° dia de experimento. No entanto, a
administracdo de prolactina nos animais infectados ndo causou nenhuma alteracéo
significativa no percentual de células T CD8*, quando comparados aos animais

infectados e ndo tratados.
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Figura 19 - Andlise das subpopulacées de linfécitos T CD3"'CD4" (A) e T CD3'CD8" (B) no
baco de ratos Wistar, durante 7° e 14°dias de expe rimentos, nos seguintes grupos: Controle
(C), Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (l) e Infectado tratado com Prolactina
(IP). Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5; resultados
apresentados em média e erro padrdo da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sédo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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5.8 Analise da expressao de moléculas CD1l1la e CD28 nas subpopula¢cdes de

linfocitos T CD4 * e CD8*

Como pode ser observado nas figuras a seguir, no 14° dia de
experimento, a infeccdo por si provocou um aumento na expressao da molécula
CD11a, tanto em linfécitos T CD4", como em linfocitos T CD8", quando comparados
aos grupos controles sem infeccdo, demonstrando potencial capacidade migratoria

destas células durante a fase aguda da doenca.

Ja no grupo infectado e suplementado com prolactina (IP), ndo foram
observadas diferencas relevantes na expresséo de CD11a nos linfocitos T CD4 e T

CD8", quando comparado aos animais infectados ndo submetidos ao tratamento (1).



Resultados 75

[Jc |1
20 - BcPEIP

o
—

% CD4"CD11a"
(=Y
o

()]
I

ba,b

10 a
a a
7 1

Dias de experimentos

4

B
20 -
b
L b
+Ct5 15 -
—
—
o
+O 10 A
oo
o
@)
L 5
I a
a
7 14

Dias de experimentos

Figura 20 - Avaliacdo do percentual de linfécitos TCD4'CD11a* (A) e TCD8'CD11a’ (B) em
células esplénicas de ratos Wistar, durante 7° e 14° dias de experimentos, nos seguintes
grupos: Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (I) e Infectado tratado
com Prolactina (IP). Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5;

resultados apresentados em média e erro padrao da média.

Os grupos que nao compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison posttests).
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Além da molécula CD1la, a expressdo de CD28, outro marcador
caracteristico de ativacao celular, também foi avaliada. E assim como ocorreu com 0
CD11a, os percentuais de linfécitos T CD4'CD28" e T CD8'CD28", foram maiores

nos grupos infectados (I e IP), quando comparados ao grupos controles (C e CP).

A analise comparativa entre os grupos infectados tratados e né&o
tratados demonstrou que a administracdo de prolactina nos animais nao causou

nenhuma alteracao significativa na expressao da molécula CD28.
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Figura 21 - Avaliacdo do percentual de linfécitos TCD4°CD28" (A) e TCD8'CD28" (B) em
células esplénicas de ratos Wistar, durante 7° e 14° dias de experimentos, nos seguintes
grupos: Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (1) e Infectado tratado
com Prolactina (IP). Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5;
resultados apresentados em média e erro padrdo da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison posttests).
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5.9 Linfoproliferacéo de timocitos

Sem Con-A:

Nos grupos controles (sem infec¢éo), nao foram observadas alteracdes
significativas. No grupo infectado e tratado com prolactina (IP), o nivel de
proliferacéo de timécitos foi estatisticamente mais elevado do que no grupo infectado

nao suplementado com PRL (1), durante os todos os dias de experimento.
Com Con-A:

Os grupos controles (sem infeccdo), ndo apresentaram diferencas

significativas na resposta proliferativa.

No 14° dia de experimento, as células estimuladas do grupo infectado e
submetido ao tratamento com prolactina (IP) apresentaram maior indice de
proliferacdo quando comparadas as células do grupo infectado ndo submetido ao

tratamento (1).
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Figura 22 - Proliferacdo de timdcitos coletados de ratos Wistar, durante os 7° e 14°dias de
experimentos, nos seguintes grupos: Controle (C), Controle tratado com 40ug de Prolactina
(CP), Infectado (I) e Infectado tratado com 40ug de Prolactina (IP). Para cada grupo de
animais em cada dia de experimento n = 5; resultados apresentados em média e erro
padrao da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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5.10 Avaliacéo da proliferacéo celular utilizando e  nsaio de CFSE

Para a analise da proliferacdo celular, os esplendcitos foram
previamente marcados com CFSE, uma molécula capaz de associar-se a proteinas
do citoplasma celular e ser distribuida as células filhas de forma similar, o que
possibilita a deteccdo do aumento da proliferacdo, em funcdo da queda da

fluorescéncia nestas células.

No 7° dia de experimento, foi possivel observar um percentual
significativamente maior de linfécitos proliferando (CFSE™") nos animais do grupo
infectado e tratado com prolactina (IP), quando comparados ao grupo infectado sem

tratamento (1).

Os grupos controles (sem infeccdo), ndo apresentaram diferencas

significativas na resposta proliferativa de linfécitos.
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Figura 23 - Proliferacdo de esplendcitos coletados de ratos Wistar, durante os 7° e 14°dias
de experimentos, nos seguintes grupos: Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP),
Infectado (l) e Infectado tratado Prolactina (IP). As células foram marcadas com CFSE e
colocadas em cultura por 5 dias em contato com antigenos de T.cruzi. Apos este periodo,
os esplendcitos foram marcados com anticorpos monoclonais anti-CD3 conjugados a
fluorocromos (APC) e a proliferacdo determinada em citdbmetro de fluxo, através da queda
na fluorescéncia do CFSE. Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5;
resultados apresentados em média e erro padrdo da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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5.11 Analise do processo de apoptose

Foram avaliados através da citometria de fluxo, os percentuais de
células esplénicas, positivas apenas para anexina-V (estagio recente do processo de
apoptose) e positivas tanto para anexina-V e como para Pl (estagio tardio de
apoptose), em animais infectados por T. cruzi e animais do grupo controle,

submetidos ou ndo ao tratamento com prolactina.

Nos 7° e 14° dias de experimentos, a andlise dos dados demonstrou
gue em animais infectados, a administracdo de prolactina resultou em reducdo no
percentual de células em apoptose inicial e também tardia, em relacdo ao grupo de

animais infectados, sem tratamento (I).

Através da utilizacdo dos marcadores anexina-V e PI, foi possivel
identificar também, o percentual de células viaveis, ou seja, anexina-V e PI
negativas. Durante os 7° e 14° dias ap6s a infeccdo, os animais infectados e
tratados com prolactina (IP) apresentaram elevados percentuais de células viaveis,

quando comparados aos animais infectados e nao tratados (1).
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Figura 24 - Marcacdo de células esplénicas de ratos Wistar, utilizando-se anexina V e
iodeto de propideo, durante 7° e 14°dias de experi mentos, nos seguintes grupos: Controle
(C), Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (l) e Infectado tratado com Prolactina
(IP). As células foram marcadas com anexina-V-FITC para caracterizacdo do estagio
recente de apoptose (A) e também com anexina-V-FITC associada ao iodeto de propideo
para caracterizacdo do estagio tardio de apoptose (B). Em (C), células viaveis.

Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5; resultados apresentados em
média e erro padréo da média.

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes, p < 0,05
(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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Adicionalmente, foi realizada a avaliacdo do perfil apoptético dos
esplendcitos, apos incubacdo em estufa, a 37°C (5% de COy), por 4 horas, utilizando

como estimulo antigenos de T. cruzi.

Sem estimulo: No 7° de experimento, as células esplénicas dos
animais nao infectados e tratados com prolactina (CP) apresentaram reducdo no
percentual de células em apoptose inicial, em relacdo as células dos animais do
grupo controle sem infeccdo e sem tratamento (C). Entre os animais infectados, o
grupo tratado (IP) apresentou reducdo significativa nos percentuais de apoptose

inicial e tardia, quando comparados aos animais infectados e néo tratados (I).

Com extrato parasitario: No 7° dia de experimento, o grupo de animais
infectados e tratados com prolactina (IP), apresentou um percentual de apoptose
inicial menor, quando comparado ao grupo infectado sem tratamento. Na avaliacao
das células esplénicas em estagio tardio de apoptose, nenhuma alteracéo

significativa foi observada.
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Figura 25 - Marcacdo de células esplénicas, estimuladas ou ndo com extrato parasitario
(25pg/mL), utilizando-se anexina V e iodeto de propideo, durante os 7° e 14° dias de
experimentos, nos seguintes grupos: Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP),
Infectado (I) e Infectado tratado com Prolactina (IP), Estaurosporina (controle positivo).

As células foram marcadas com anexina V-FITC para caracterizacao do estagio recente de
apoptose (A e B) e também com anexina V-FITC associada ao iodeto de propideo para
caracterizacao do estégio tardio de apoptose (C e D). Para cada grupo de animais em cada
dia de experimento n = 5. Os grupos que ndo compartiham a mesma letra sdo

significativamente diferentes, p < 0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison
posttests).
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De acordo com a figura a seguir, no 14° dia de experimento, as células
esplénicas ndo estimuladas, provenientes de animais infectados e tratados (IP),
apresentaram um aumento no percentual de células viaveis, quando comparados
aos animais do grupo infectado e nado tratado com prolactina (I). Em relacdo as
células estimuladas com extrato parasitario, nenhuma alteracdo significativa foi

observada entre o grupo infectado tratado e o infectado nao tratado.



Resultados 87

Células Viaveis
A Sem estimulo ]c @1

100 1 HcrPHEIP

80 - ™

ho

60 -

40 1

Anexina V PI’

20 1

7 14

Dias de experimentos

B Células Viaveis

Com estimulo
100 -

804 4 ab

Ho

60 -

40

Anexina V "PI’

20 -

7 14

Dias de experimentos

Figura 26 - Marcacdo de células esplénicas, ndo estimuladas (A) ou estimuladas (B) com
extrato parasitario (25ug/mL), utilizando-se anexina V e iodeto de propideo, durante os 7° e
14° dias de experimentos, nos seguintes grupos: Controle (C), Controle tratado com
Prolactina (CP), Infectado (l) e Infectado tratado com Prolactina (IP). Gréficos A e B: analise
do percentual de células viaveis (anexina V FITCPI'). Para cada grupo de animais em cada
dia de experimento n = 5. Os grupos que ndo compartiham a mesma letra sdo
significativamente diferentes, p < 0,05 (One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison
posttests).
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5.12 Deteccéao intracelular das citocinas IL-4, IL-1 0O, IFN-y e TNF-a

Os resultados descritos abaixo se referem a producéo de citocinas IL-4,
IL-10, IFN-y e TNF-a, obtidas a partir de linfocitos esplénicos dos animais infectados
por T. cruzi e dos animais néo infectados (controles). As células foram estimuladas

previamente in vitro com PMA e ionomicina.

Tanto no 7° como no 14°dia de experimento, ndo fo ram observadas
alterac6es significativas nos percentuais de células T CD4’IL-4" entre os diferentes

grupos.

No 7°de experimento, a andlise das células T CD4 " produtoras de IL-
10 revelou que os animais do grupo controle tratado com prolactina (CP),
apresentaram uma reducdo na producao de IL-4, quando comparados aos animais
nao infectados e sem tratamento (C). Porém, nenhuma alteracdo foi observada entre

0s grupos: infectado tratado (IP) e infectado néo tratado ().

No 14° dia apos a infeccao, foi observado um aumento na producéo de
IFN-y por células T CD4", nos animais infectados e tratados com prolactina (IP),
guando comparados aos animais infectados e nao tratados (I). Em contrapartida, a
analise dos dados demonstrou uma reducao significativa na producdo de TNF-q,
durante o 14° dia de experimento, nos animais do grupo infectado e tratado (IP),

quando comparado ao grupo infectado e ndo submetido ao tratamento ().
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Figura 27 - Analise da producgdo de citocinas IL-4, IL-10, IFN-y e TNF-a por linfécitos T
CD4" esplénicos de ratos Wistar durante os 7° e 14°dias de experimentos, nos seguintes
grupos: Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (1) e Infectado tratado
com Prolactina (IP). Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5. Os
grupos que nao compartiiham a mesma letra sdo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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No 14°dia apds o in6culo, os animais dos grupos infectados (I e IP)
apresentaram maiores percentuais de células T CD8+IL-4+, em relacdo aos animais
nao infectados dos grupos controles (C e CP). No entanto, o tratamento dos animais
com PRL né&o ocasionou nenhuma alteracdo entre o grupo tratado e o grupo néo

submetido ao tratamento.

Um aumento na producéo de IL-10 por células T CD8" foi observado no
14° dia de experimento, entre os animais dos grupos infectados (I e IP), quando
comparados aos animais controles (C e CP). Mas, o tratamento dos animais
infectados com prolactina ndo resultou em nenhuma alteracdo significativa, em

relacdo ao grupo infectado que néo foi suplementado com PRL.

No 14° dia de experimento, os percentuais de células T CD8+IFN-y +
nos grupos infectados (I e IP) foram estatisticamente maiores, quando comparados
com os grupos controles (C e CP). Mas, ao contrario do que ocorreu com a
producdo de IFN-y por linfécitos T CD4", os resultados obtidos demonstraram uma
reducdo no percentual de células T CD8" produtoras de IFN-y, nos animais do grupo
infectado e tratado com prolactina (IP), quando se comparou com 0 grupo infectado
e ndo tratado (I), também durante o 14° dia de experimento. Entre 0s grupos

controles n&o foram observadas diferencas significativas.

Ja a avaliagdo dos linfocitos T CD8'TNF-a*, durante o 14° dia de
experimento, demonstrou que o percentual destas células nos animais do grupo
infectado e tratado (IP) foi significativamente maior, quando comparado ao
percentual do grupo controle sem infec¢cado (C). No entanto, ainda nestes animais
infectados e tratados, houve uma reducdo relevante no percentual de células T

CD8'TNF-a*, quando comparados aos animais infectados e sem tratamento (1).
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Figura 28 - Analise da producdo de citocinas IL-4, IL-10, IFN-y e TNF-a por linfécitos T

CD8" esplénicos de ratos Wistar, durante os 7° e 14°dias de experimentos, nos seguintes

grupos: Controle (C), Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (I) e Infectado tratado

com Prolactina (IP). Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5. Os

grupos que nao compartiiham a mesma letra sdo significativamente diferentes, p < 0,05

(One-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison posttests).
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5.13 Producédo de MCP-1 por células do baco

No 7° dia de experimento, a producdo da quimiocina MCP-1 por
linfocitos T CD4", foi estatisticamente maior nos animais infectados submetidos a
terapia com prolactina (IP), quando comparados aos demais grupos. Entretanto, no
14° dia apo6s infeccdo, o grupo infectado e tratado apresentou uma reducao
significativa no percentual de células T CD4"MCP-1", em relac&o ao grupo infectado,

sem tratamento (1), atingindo niveis semelhantes aos grupos controle, sem infeccao.
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Figura 29 - Andlise da producdo da quimiocina MCP-1 por linfécitos T CD4" esplénicos de
ratos Wistar, durante os 7° e 14°dias de experimen tos, nos seguintes grupos: Controle (C),
Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (1) e Infectado tratado com Prolactina (IP).
Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5. Os grupos que nédo
compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes, p < 0,05 (One-way ANOVA e

Bonferroni’'s multiple comparison posttests).



Resultados 93

No 7° dia apés a infeccdo, o tratamento dos animais infectados com
prolactina resultou em um aumento no percentual de linfécitos TCD8" produtores de

MCP-1.

No 14° dia de experimento, os grupos infectados (I e IP) apresentaram
elevados percentuais de células T CD8"MCP-1", quando comparados aos grupos
controles (C e CP). Porém a administracdo de prolactina ndo ocasionou nenhuma
diferenca significativa no grupo infectado tratado, em relacéo ao grupo infectado néo

submetido ao tratamento.
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Figura 30 - Andlise da produgdo da quimiocina MCP-1 por linfécitos T CD8" esplénicos de
ratos Wistar, durante os 7° e 14°dias de experimen tos, nos seguintes grupos: Controle (C),
Controle tratado com Prolactina (CP), Infectado (1) e Infectado tratado com Prolactina (IP).
Para cada grupo de animais em cada dia de experimento n = 5. Os grupos que nédo
compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes, p < 0,05 (One-way ANOVA e

Bonferroni’'s multiple comparison posttests).
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6. Discussao

As acdes da PRL sobre o sistema reprodutivo e sobre a lactacdo dos
mamiferos jA estdo bem estabelecidas e elucidadas. No entanto, recentemente,
muitas pesquisas tém demonstrado os efeitos deste horménio sobre outros tecidos e
células, diferentes daqueles envolvidos na reproducdo (YU-LEE, 2002; CARRENO
et al., 2005; CLAPP et al., 2012; PARK et al., 2012). A influéncia da PRL sobre o
sistema imune é alvo de diversos estudos clinicos e experimentais, 0s quais
sugerem que o horménio apresenta propriedades estimulatérias sobre as células de
defesa, tais como as células T, B, NK, dendriticas, macréfagos e neutréfilos (YU-

LEE, 1997; MATERA et al., 2001).

Portanto, em razdo da existéncia de evidéncias que demonstraram a
participacdo da PRL na manutencdo da homeostasia do sistema imune, o objetivo
central do trabalho foi avaliar os efeitos da administragcdo deste hormonio sobre os
parametros imunoldgicos do hospedeiro durante a fase aguda da doencga de Chagas
experimental. Os dados obtidos demonstraram que a prolactina é capaz de

influenciar a evolugdo da doenca experimental e aumentar a resisténcia do

hospedeiro frente ao parasita.

Os mecanismos envolvidos no curso da infeccdo natural ou
experimental por T. cruzi, bem como o desenvolvimento de diferentes formas
clinicas e diferentes graus de gravidade da doenca de Chagas ainda sdo pouco
compreendidos. Acredita-se que as manifestagdes clinicas estejam relacionadas a
complexa relacao parasito/hospedeiro, podendo sofrer influéncias de fatores ligados

ao protozoario, como viruléncia da cepa e tropismo, e também por caracteristicas do
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hospedeiro, como dimorfismo sexual, idade e perfil da resposta imune (ANDRADE et

al., 1985; CARDILLO et al., 1993; PRADO et al., 1999; FERREIRA, BORGES, 2002).

Diante do fato da PRL apresentar caracteristicas imunomoduladoras, a
resposta imune do hospedeiro pode ser diretamente afetada pela acdo deste
horménio, em casos de doencas infecciosas. Alguns autores descreveram o efeito
protetor da PRL em uma variedade de infec¢cdes geralmente graves, tais como
aquelas causadas por Salmonella typhimurium (DI CARLO et al, 1993) e
Toxoplasma gondii (BENEDETTO et al. 1995). Estudos de Corréa-de-Santana et al.
(2009), demonstraram que a producédo da PRL esta reduzida durante a infec¢ao por
Trypanosoma cruzi, ao contrario dos glicocorticéides, cujos niveis se encontram
elevados. Os autores afirmaram ainda, que provavelmente a imunossupressao
induzida pelo protozoario na fase aguda da doenca, esta relacionada com as
alteracdes endocrinas, envolvendo o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e seus
respectivos hormoénios. Ja PEARSON (2007), sugere que devido as suas
propriedades pro-inflamatérias, a PRL pode exercer importante papel no

desenvolvimento de cardiomiopatias, durante a doenga de Chagas.

Os resultados apresentados pela nossa pesquisa sdo complementares
a estes estudos anteriores, pois indicaram que o tratamento com PRL foi capaz de
influenciar a evolucdo da infeccdo experimental durante a fase a aguda, conforme
demonstrado pela reducgdo significativa nos niveis parasitémicos durante o 7° dia
apos a infeccdo (Fig.5). Sabe-se que a parasitemia sanguinea € um importante
parametro para o estudo da doenca de Chagas, pois permite a diferenciacao entre
as fases aguda e crbnica da infeccdo, necessaria para o estabelecimento da
correlacdo anatomopatologica e monitoramento do processo de cura dos pacientes

(SOGAYAR et al., 1993). Sendo assim, o estudo da fase aguda da infeccdo € de
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grande importancia, considerando que muitas lesdes tardias séo influenciadas pelo

curso da doenca durante esta fase (MONCAYO, YANINE, 2006).

A atividade de macréfagos € considerada relevante para a resisténcia
do hospedeiro frente a infec¢do por T. cruzi durante a fase aguda da doencga, pois
além de limitar a replicacdo intracelular do parasito através da sua acgao citotoxica,
0s macrofagos estéo envolvidos no processo de apresentacdo dos antigenos, sendo
também capazes de regular a atividade de outras células do sistema imune (SILVA

et al., 1995; SACKS, SHER, 2002).

A influéncia dos macroéfagos sobre o direcionamento da resposta imune
pode ser mediada por varios mecanismos que envolvem principalmente, a producao
de citocinas proé-inflamatérias e de moléculas microbicidas, como o Oxido nitrico
(NO). Em infec¢Bes causadas por microrganismos intracelulares, como T. cruzi, 0
NO produzido pelos macréfagos ativados € um importante mediador biolégico que
atua diretamente sobre a resposta imune inata e exerce efeitos favoraveis ao
hospedeiro, devido a sua acédo microbicida (VESPA et al., 1994; COSTA et al., 2006;

SAVINO et al., 2007).

Em 1988, Chen e Johnson descreveram que a administracéo in vivo de
PRL em camundongos resultou no aumentou da produc¢do de reativos intermediarios
do oxigénio (ROI) por macréfagos peritoneais (CHEN, JOHNSON, 1988). E no
mesmo ano, Bernton e colaboradores (1988) relataram que, durante infecgcbes
bacterianas causadas por Listeria ou Mycobacteria, a inibicdo da secrecao de PRL,
através da administragdo de bromocriptina, causou a reducdo da ativacdo de
macréfagos em camundongos. Os estudos de Kumar et al. (1997), também
utilizando camundongos, analisaram os efeitos diretos da PRL sobre a producédo de

NO, e os resultados obtidos demonstraram que o tratamento in vitro de macrofagos
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peritoneais com o hormoénio, foi capaz de aumentar a ativacdo destas células, bem

como elevar os niveis de NO no sobrenadante das culturas.

Em nossos experimentos, os resultados indicaram que durante a fase
inicial da infeccdo, os animais submetidos ao tratamento com PRL apresentaram um
aumento no numero de macrofagos peritoneais, em relagcdo aos animais infectados
e nao tratados (Fig.6). Adicionalmente, este grupo tratado, que demonstrou maior
resisténcia a infeccdo por T. cruzi, em razdo da reducdo da parasitemia, também
apresentou elevados niveis de NO, quando comparados aos demais grupos, tanto

nas culturas estimuladas com LPS, como nas néo estimuladas (Fig.8).

E importante ressaltar que os macrofagos, além de serem células
produtoras de PRL, também expressam altos niveis de PRLR, e estes fatores
podem de uma forma geral, explicar a grande susceptibilidade dos macréfagos a
acao da prolactina (GALA, SHEVACH, 1993; GINGRAS, MARGOLIN, 2000). A via
de sinalizacdo JAK/STAT €, provavelmente, o principal mecanismo de acgéo ja
descrito, pelo qual a PRL exerce sua influéncia sobre os macréfagos. Rui et al.
(1992) e Lebrun et al. (1994) afirmaram que a fosforilacdo de proteinas celulares
especificas, como as Janus Kinases (JAKs) e o proprio PRLR, é o primeiro evento
bioguimico desencadeado na via de sinalizagcdo da PRL, apds a ligacdo com seu
receptor (TRIPATHI, SODHI, 2008). Este passo é seguido da criagdo de sitios de
recrutamento de proteinas sinalizadoras, como as STATs, que se deslocam até o
nacleo da célula e regulam a expressdo de genes-alvo (RAWLINGS et al., 2004).
Além disso, Kumar et al. (1997) demonstraram que a Proteina Kinase C (PKC) e o
Ca?* também est&o envolvidos na ativacdo de macréfagos e na producéo de NO por
essas células. Por fim, trabalhos de Tripathi e Sodhi (2007; 2008) confirmaram o

envolvimento do Ca®* e de proteinas tirosina quinases e MAP quinases na producéo
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de NO por macréfagos tratados com PRL, concluindo que, provavelmente, varias
vias de sinalizacdo estdo relacionadas com a sintese de NO por macrofagos

estimulados com este horménio (SODHI, TRIPATHI, 2008a).

A exposicado das ceélulas a estimulos inflamatorios e componentes
derivados de patdgenos, como o LPS, aumenta a expressado das moléculas MHC II.
Em contrapartida, na auséncia de sinais inflamatorios ou processo infeccioso, as
células apresentadoras de antigenos expressam numero reduzido dessas moléculas
(GUERMONPREZ et al., 2002). Nossos resultados confirmaram este fato, visto que,
no 14° dia de experimento, os animais infectados por T. cruzi apresentaram um
aumento no percentual de macrofagos expressando RT1B (MHC Il) quando
comparados aos animais controles ndo infectados. No entanto, o tratamento dos
animais com prolactina ndo resultou em alteracdes significativas na expressao de

RT1B em macrofagos, em relagéo aos animais infectados e nao tratados (Fig.7).

As células NK constituem uma populacdo de linfocitos, cujos
receptores sao distintos dos receptores dos linfécitos T e B, e desempenham a sua
principal funcdo na imunidade natural, devido a sua toxicidade celular (ABBAS,
2005). De uma forma geral, estas células sdo conhecidas por estarem envolvidas na
destruicdo de células infectadas por virus e células tumorais, porém, alguns autores
afirmam que o recrutamento de células NK durante a fase inicial da infeccdo por T.
cruzi e a sua participacdo na ativacao da resposta imune inata, sdo importantes na
defesa do hospedeiro contra a multiplicagcdo do parasita (BRENER, GAZZINELLI,
1997; VITELLI-AVELAR et al., 2006). Durante o inicio da infec¢do, antes mesmo da
ativacdo da resposta imune celular adaptativa, as células NK sdo os principais

responsaveis pela sintese de IFN-y, citocina que atua sobre os macréfagos,
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estimulando a producdo de IL-12, TNF-a e NO (GAZZINELLI et al.,, 1993;

CAMARGO et al., 1997).

Os resultados obtidos pelos nossos experimentos demonstraram acao
estimuladora da PRL sobre as células NK, pois os animais infectados e submetidos
ao tratamento apresentaram elevado percentual destas células, quando comparados
com o grupo infectado e néo tratado, durante o 14° dia de experimento (Fig.11A).
Estudos anteriores ja haviam relatado a influéncia e o envolvimento da PRL sobre as
células NK, tanto em humanos, como em roedores, e demonstraram que o hormdnio
foi capaz de aumentar a resposta proliferativa e a acédo citotoxica destas ceélulas
contra tumores (CESANO et al., 1994; CHAMBERS et al., 1995; OBERHOLTZER et

al., 1996; MATERA et al., 1996; MATERA et al., 1999; MATERA, MORI, 2000)

O mimetismo funcional e a cooperacdo com a IL-2 podem ser os
principais fatores que expliguem os efeitos da PRL sobre as células NK. Sabe-se
que a IL-2 é o principal fator de crescimento e ativacdo das células NK, e cujo
receptor (IL-2R) é membro da superfamilia de receptores de citocina classe |
(hematopoietina), a qual também pertence o receptor da PRL (PRLR) e, além disso,
tanto o IL-2R, como o PRLR, estdo amplamente expressos e distribuidos nas células
NK (DINARELLO, MIER, 1987; BAZAN, 1990; O'NEAL, YU-LEE, 1993; MATERA et
al., 2002). Pelo fato de ambos receptores possuirem caracteristicas e localizacao
semelhantes, a IL-2 e a PRL podem compartihar os mesmos alvos e
desempenharem func¢des parecidas (MATERA et al.,, 1999). Assim como a IL-2, a
PRL também atua sobre a fosforilacdo dos fatores de transcricdo STAT-5b e IRF-1,
considerados mediadores essenciais na proliferacéo e ativacao das células NK (YU-

LEE, 1997; CLEVENGER et al., 1998; DUNCAN et al., 1996; IMADA et al., 1998).
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As células NKT compreendem uma pequena subpopulacdo de
linfécitos T, que além de expressarem o receptor de célula T (TCR), também
expressam marcadores encontrados nas células NK, como CD161 (em ratos)
(ABBAS, 2005). As células NKT participam da regulacéo da resposta imune inata e
adaptativa (DUTHIE et al., 2005), e ao contrario dos linfécitos T convencionais, as
células NKT reconhecem antigenos lipidicos que estao ligados a moléculas similares

a MHC classe I, conhecidas como CD1 (BENDELAC et al., 1995).

Estas células sdo capazes de proporcionar um efeito protetor contra
infeccbes, pois, logo apds serem estimuladas, passam a produzir citocinas pro-
inflamatorias, como o IFN-y, que agem na eliminagcdo do patdégeno e também
citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-4, que limita os danos patologicos, ja em um
estagio tardio da infeccdo (CARNAUD et al., 1999; EBERL, MACDONALD, 2000;
GODFREY et al., 2000). Estudos de Duthie et al. (2002) demonstraram que
camundongos infectados com T. cruzi e deficientes em células NKT apresentaram
elevados niveis de parasitemia, enquanto Vitelli-Avelar e colaboradores (2005)
revelaram que a presenca dessas células também contribui para a prevencao do

dano tecidual induzido pela infecgao.

Conforme j& discutido anteriormente, no 7° dia apds a infeccdo, os
animais infectados e tratados com prolactina apresentaram parasitemia reduzida,
quando comparados aos animais ndo tratados. Este grupo com maior resisténcia a
infeccdo apresentou também um elevado percentual de células NKT, quando
comparados aos demais grupos (Fig.11B), confirmando o estudo de Duthie e
colaboradores (2002). Os autores relataram o envolvimento das células NKT com a

infeccdo causada por T. cruzi e demonstraram que estas células estédo relacionadas
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com a limitacdo da parasitemia durante a fase aguda da doenca, sendo a sua

auséncia capaz de tornar 0s animais mais susceptiveis a infeccao.

O papel das células apresentadoras de antigenos (APCs) durante a
infecc@o por T. cruzi é essencial, tendo em vista que estas células sdo capazes de
ativar os mecanismos da resposta imune adaptativa na fase inicial da doenca
(FROSCH et al., 1997; BANCHEREAU, STEINMAN, 1998; GUERMONPREZ et al.,
2002). De uma forma geral, as APCs estdo localizadas na maioria dos orgaos e
tecidos, e atuam capturando e processando os antigenos invasores (TAN, O'NEILL,
2005). Apos a captura, estas células migram para os linfonodos e para o bacgo, onde
irdo ativar as células T naive e torna-las células T efetoras antigeno-especificas.
Durante este processo de migracdo, as APCs perdem a habilidade de capturar e
processar antigenos e aumentam a expressao de moléculas coestimulatorias, como
a CD80 e CD86. A ativacdo das células T sem a participacdo efetiva destas
moléculas resulta em uma resposta linfoproliferativa reduzida, bem como em uma

diminuicdo na producgao de citocinas (RANDOLPH et al., 2008).

Estudos de Miyahira et al. (2003) demonstraram a importancia das
moléculas coestimulatérias durante a infec¢cdo causada por T. cruzi. De acordo com
o trabalho, o bloqueio simultdneo das moléculas CD80 e CD86, através de
anticorpos monoclonais especificos, resultou na exacerbagdo da infec¢cdo, com o

aumento da parasitemia e da mortalidade dos animais infectados.

Em nossos experimentos, foram avaliados os percentuais de células
apresentadoras de antigenos (CD11b/c"), presentes no bago e no lavado peritoneal
dos animais, e dentre estas células CD11 b/c”, foi entdo analisada a expressdo das
moléculas coestimulatorias CD80 e CD86. Diante dos resultados obtidos, foi

possivel observar qgue nas amostras de lavado peritoneal provenientes dos animais



Discussao 102

infectados e tratados com PRL, o percentual de APCs e a expressao de moléculas
coestimulatorias foi maior, quando comparados com o0 grupo infectado sem

tratamento (Fig.9B e Fig.10C, 10D).

A principio, uma das hipoteses que poderia explicar a agdo moduladora
da PRL sobre as APCs seria sua interacdo funcional com o GM-CSF, um dos
principais fatores estimuladores de células dendriticas, que atua sobre a proliferacao
e maturacao desta populacéo celular (KIERTSCHER, ROTH, 1996; BELLONE et al.,
1997). Ap6s a andlise de alteracbes na morfologia e variacdes na expressao de
moléculas MHC Il e coestimulatorias, Matera e colaboradores (2000) demonstraram
que a PRL agiu em sinergismo com o GM-SCF, estimulando a diferenciacdo de
monaocitos em células dendriticas, in vitro. De acordo com os autores, a PRL sozinha
nao causou nenhum efeito na expressdo destes marcadores, mas, agindo em
conjunto com o GM-CSF, o horménio foi capaz de elevar a expressao tanto de
CD80, como de CD86, assim como ocorreu em nossos experimentos, Nos animais

infectados e tratados com PRL.

A importancia dos linfécitos B, no mecanismo de resisténcia a infeccéo
por T. cruzi, foi mostrada no trabalho de Cardillo e colaboradores (2007), ao
infectarem animais geneticamente deficientes de células B, onde constataram que
estes animais apresentavam maior susceptibilidade a infeccdo causada pelo
protozoario, com reducdo do numero de linfécitos T de memdria. Estudos de
Pascutti et al. (2003) também demonstraram que a resisténcia de ratos adultos a
infeccdo aguda por T. cruzi ocorre em razdo da adequada producdo de anticorpos.
Segundo Kumar e Tarleton (1998), o direcionamento da imunidade humoral é
essencial no controle da infeccéo e a deplegdo de células B resulta no aumento da

parasitemia, tornando os animais infectados menos resistentes a doenca. No
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entanto, vale ressaltar que a hipergamaglobulinemia, uma caracteristica marcante
da fase aguda da doenca de Chagas, é causada pela ativacéo policlonal exacerbada
de células B. Esta resposta policlonal é inespecifica, 0 que prejudica a ativacao das
respostas antigeno-especificas (D'IMPERIO LIMA et al.,, 1986; GRAUERT et al.,

1993; REINA-SAN-MARTIN et al., 2000; MINOPRIO, 2002).

Devido ao seu efeito estimulatério sobre as células do sistema imune, a
PRL vem sendo associada a diversas doencas auto-imunes caracterizadas pela
ativacdo anormal de células B, como o lupus eritematoso sistémico (SHELLY et al.,
2012). Ledesma-Soto et al. (2012), demonstraram que as células B, principalmente
aguelas em estagio inicial de desenvolvimento, apresentam o receptor da PRL
expresso em sua membrana plasmatica, o que possibilita a atuacdo do horménio na

proliferacdo e maturacéo desta populacéo celular.

Em nosso trabalho, a caracterizacdo das subpopulacdes de células B
durante a fase aguda da infec¢do por T. cruzi foi realizada através da marcacéo da
molécula CD45RA. Os resultados obtidos de certa forma confirmaram o efeito
estimulatério da PRL sobre as células B, visto que um aumento no percentual de
células CD45RA" foi observado nos animais infectados e submetidos ao tratamento,

quando comparados aos animais nao tratados (Fig.12).

A medida que a infeccdo por T. cruzi progride, os mecanismos de
defesa do hospedeiro passam a ser ativados, tendo como principal objetivo, o
controle da replicacdo intracelular do parasita (D'IMPERIO LIMA et al.,, 1985;
MINOPRIO et al., 1989; BRENER, GAZINELLI, 1997). A resposta imune adaptativa
€ comandada por linfécitos T CD4+ que promovem e direcionam 0S mecanismos de
defesa efetores, como producédo de interleucinas, ativacdo de fagdécitos, proliferacao

de linfocitos B e T CD8+ (TARLETON, 1995). As células T CD8+ sdo importantes no
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controle do parasitismo, pois, quando ativadas, desenvolvem uma atividade
citotoxica e especifica que resulta na morte das células do hospedeiro que se
encontram infectadas por T. cruzi (MARTIN, TARLETON, 2004). Ferraz et al. (2009)
demonstraram que camundongos knockout deficientes em linfécitos T CD4™ e T
CD8" sdo mais susceptiveis a infecgdo por T. cruzi, apresentando elevados niveis
de parasitemia e altas taxas de mortalidade. Os autores investigaram a influéncia
dos linfocitos T CD4" na atividade anti-T. cruzi de duas drogas, o benzonidazol e o
posoconazol e concluiram que a agéo tripanossomicida destas substancias depende
da presenca destas células. De acordo com o trabalho, os linfocitos T CD4" s&o
importantes, pois estdo diretamente envolvidos nos mecanismos de ativacdo da
resposta imune adaptativa mediada por células, a principal responsavel pelo controle

do parasita na fase inicial da doenca.

Em nossos experimentos, as analises fenotipicas dos linfécitos T
durante a fase aguda da infeccdo por T. cruzi, revelaram um aumento significativo
no percentual de células T CD3*CD4" nos animais do grupo infectado e tratado com
PRL, quando comparados aos animais infectados nao tratados (Fig.13A). Em
relacéo aos linfocitos T CD8", os percentuais desta subpopulagdo foram maiores nos
grupos infectados, quando comparados aos grupos controles, sem infeccdo. No
entanto, o tratamento com PRL ndo causou nenhuma alteragédo significativa nos
animais infectados, quando comparados aos animais ndo submetidos ao tratamento

(Fig.13B).

Sabe-se que, além da interacdo entre o receptor e 0 complexo
antigeno-MHC, a completa ativacdo dos linfécitos T depende também da interacao
entre as moléculas coestimulatorias (YANG, WILSON, 1996). A ligacdo do CD28

com as moléculas CD80 e CD86, expressas nas células apresentadoras de
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antigenos, € essencial para o desenvolvimento de uma resposta imune efetora. Sem
este segundo sinal, as células T sédo eliminadas por apoptose ou entram em estado
de anergia. Desta forma, a CD28 desempenha um importante papel na diferenciacéo
de células B e na producdo de anticorpos e citocinas, além de auxiliar no
recrutamento de células para sitios de inflamacéo através da inducdo da producao

de quimiocinas (BOUR-JORDAN, BLUESTON, 2002).

Miyahira et al. (2003), demonstraram a importancia da molécula CD28
na resisténcia a infec¢do por T. cruzi. Segundo os autores, animais deficientes da
molécula CD28 apresentaram maior suscetibilidade a infeccdo por este parasita,
como evidenciado pelos altos indices de parasitemia e mortalidade. Estudos de
Martins et al. (2004) confirmaram a importancia do co-receptor CD28, no
estabelecimento de respostas especificas contra T. cruzi, ao verificar que os animais
CD28-/- desenvolviam alta parasitemia sanguinea e tecidual. Adicionalmente, outro
trabalho observou que pacientes chagasicos com complicagfes graves, decorrentes
da forma digestiva, apresentavam uma reducdo na porcentagem de células
CD4'CD28", o que poderia sugerir uma falha nos mecanismos de resisténcia
imunoldgica e de alguma forma contribuir para a progressdo da doenca (LEMOS et

al., 1998).

A participacdo da PRL na ativagdo de linfocitos T ja foi relatada por
alguns autores. Xu et al. (2010) demonstraram a agéo autocrina da PRL sobre a
regulacdo dos mecanismos de crescimento e ativacdo de linfécitos T, sendo capaz
de influenciar a expressao de citocinas e moléculas coestimulatérias. Ja Chavez-
Rueda et al. (2005) relataram que a PRL sozinha é incapaz de iniciar uma resposta
imune mediada por linfcitos, requerendo a presenca de um sinal antigénico ou de

um mitdégeno. Esta afirmacéo é confirmada em nossos resultados, visto que entre os
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grupos controles sem infeccdo, o tratamento com PRL ndo causou nenhuma
alteracdo no perfil da resposta imune dos animais. Porém, nos grupos infectados
com T.cruzi, a PRL causou alteragOes significativas em diversos parametros
imunologicos, incluindo o aumento na porcentagem de células apresentadoras de

antigenos expressando moléculas coestimulatorias (Fig.10C, 10D).

Em nossos experimentos, o0s animais infectados com T. cruzi
apresentaram altos percentuais de células T CD4'CD28" e T CD8'CD28*, em
relacdo aos animais controles ndo infectados. Porém o tratamento com prolactina
nao causou nenhuma alteracéo significativa nos niveis de expressao desta molécula

coestimuladora (Fig.15).

As moléculas de adeséo intercelulares, conhecidas como integrinas e
selectinas, exercem importantes papéis nas interacdes das células T com as APCs e
também na migracdo dos linfocitos ativados para os tecidos periféricos e sitios de
infeccdo. A LFA-1 (CD11aCD18) é um integrina expressa em células T maduras e
tem como ligante especifico a molécula ICAM-1, presente em macréfagos, células
dendriticas e endoteliais (EBNET et al., 1996; ABBAS, 2005). A expressao desta
integrina apresenta-se aumentada apds a ativacdo e exposicao das células T aos
patdgenos, sendo sua participacdo essencial na inducdo das respostas imunes

antigeno-especificas (MARLIN, SPRINGER, 1987; ROTHLEIN et al., 1988).

O trabalho de Montes de Oca e colaboradores (2005) relatou a acdo da
PRL promovendo a adesédo de leucdcitos ao endotélio vascular, através da integrina
LFA-1. Os autores afirmaram que estes efeitos sobre a adesao celular confirmam a

acdo imunoestimulatdria da PRL durante os processos inflamatérios e infeciosos.

Os dados obtidos pelo nosso trabalho demonstraram que o0s

percentuais de células T CD4'CD11a” e T CD8"CD11a’ foram maiores nos animais
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dos grupos infectados por T. cruzi, quando comparados aos animais controles.
Entretanto, o tratamento dos animais com a PRL, na dose pré-estabelecida, nao
resultou em nenhuma diferenca significativa nos percentuais de linfocitos T CD11a’",

em relacdo aos animais néo tratados (Fig. 14).

Embora os mecanismos envolvidos na patogénese da doenca de
Chagas ainda ndo estejam completamente elucidados, estudos em modelos
experimentais ja demonstraram que a infeccdo causada por T. cruzi provoca
alteracbes no sistema imune do hospedeiro, tais como ativacdo policlonal
exacerbada de linfécitos e producdo de autoanticorpos, que quando associadas a
persistente presenca do parasita, podem resultar em lesdes teciduais ja na fase
tardia da doenca. Ademais, a imunossupressao de determinados compartimentos de
células T e a reducao da resposta linfoproliferativa contra antigenos do parasita,
também séo caracteristicas tipicas da infeccdo aguda, que podem estar envolvidas
com as consequéncias danosas presentes na fase crbnica (ABRAHAMSOHN,

COFFMAN, 1995; PINGE-FILHO et al., 1999; BRAZAO et al., 2008).

Varios estudos tém sugerido o envolvimento da PRL na manutencgéo da
integridade celular e seus efeitos sobre a proliferacdo de diversos tipos de células,
tais como, linfocitos T, adipdécitos, células pancreaticas e do epitélio mamario (YU-
LEE et al., 1990; DeVITO et al., 1992; NANBU-WAKAO et al., 2000; DORSHKIND,
HORSEMAN, 2000). De acordo com alguns autores, a PRL desempenha um papel
importante na regulacdo, desenvolvimento e ativacdo dos linfécitos, sendo capaz de
estimular a proliferacéo destas células, aumentando a sobrevivéncia e prevenindo a
apoptose induzida pelos glicocorticoides (LAVOIE, WITORSCH, 1995; BUCKLEY,

2001; YU-LEE, 2002).
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Os resultados observados em nosso trabalho sdo coerentes com tais
afirmacdes, visto que tanto os esplendcitos quanto os timocitos provenientes de
animais infectados e tratados com PRL apresentaram uma elevacéao significativa na
atividade proliferativa, quando comparados aos animais infectados ndo submetidos

ao tratamento (Fig.16 e Fig.17).

A acdo estimuladora da PRL sobre as diferentes células de defesa,
como linfécitos, macrofagos e células dendriticas, pode ser fundamentada no fato
destas células expressarem o receptor da PRL em suas membranas (DE MELLO
COELHO et al., 1998; KOOIIJMAN et al., 2000; CARRENO et al., 2004). A ligagéo da
PRL ao seu receptor resulta na ativacdo da via de sinalizacdo JAK/STAT, que por
sua vez, culmina na transcricdo de genes alvos no ndcleo da célula. No entanto,
outros mecanismos sinalizadores também podem ser ativados apos estimulacéo da
PRL. Estes mecanismos alternativos geralmente envolvem proteinas tirosina
guinases, como por exemplo, a MAPK, a jun-quinase (JNK) e a PKC (CLEVENGER,
KLINE, 2001). Portanto, as acdes da PRL sobre a proliferacdo, apoptose e
diferenciacdo das células dependem da coordenacgéo e das interagBes entre todas
as vias de sinalizacdo ativadas, bem como do seu sinergismo com outras citocinas,

especialmente a IL-2 e o IFN-y.

A apoptose é um processo de morte celular caracterizado pela
clivagem do DNA, condensacédo e fragmentagao nuclear, bem como vesiculacao e
alteragbes na distribuicdo lipidica da membrana plasmética. A inducdo deste
processo envolve a ativagcdo de enzimas citosolicas conhecidas como caspases, que
podem ser efetoras ou executoras; nos linfécitos, a ativagdo de uma caspase e a

posterior apoptose podem ser induzidas por vias distintas, uma das quais esta
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associada a alteracbes na permeabilidade mitocondrial (passiva) e a outra a sinais

originados dos receptores da membrana plasmatica (induzida) (ABBAS, 2005).

Lopes e colaboradores (1995) relataram a importancia do processo de
morte induzida de linfécitos T, principalmente CD4", durante a infec¢do causada por
T. cruzi e sugeriram que a apoptose de células T maduras seria uma caracteristica
marcante da doenca, com participacdo na imunossupressao e persisténcia do
parasita no hospedeiro. Este estudo demonstrou que células T provenientes do baco
de animais infectados apresentaram viabilidade reduzida, apds estimulacéo in vitro e
que, embora ocorram por mecanismos diferentes, tanto os linfocitos T CD4", quanto
T CD8", sofrem apoptose durante a infeccdo experimental. Outros experimentos
também demonstraram o papel da apoptose na patogenia da doenca de Chagas
experimental e inclusive afirmaram que o bloqueio deste processo seria uma
intervencdo com grande potencial terapéutico (NUNES et al., 1998; FREIRE-DE-
LIMA et al., 2000; DOSREIS et al., 2005; SILVA et al., 2007; MONTALVAO et al.,
2010). Além do baco, a morte celular por apoptose também ocorre em outros locais,

como linfonodos e coracdo (ZHANG et al., 1999; de MEIS et al., 2006).

A severa atrofia timica presente na fase aguda da doenca de Chagas é
caracterizada principalmente, pela intensa deple¢édo de timécitos corticais imaturos,
estando diretamente relacionada com altos niveis plasmaticos de glicocorticoides.
Recentemente, Lepletier e colaboradores (2012) consideraram a importancia da PRL
na prevencdo da apoptose destes timdcitos e sugeriram que a homeostase do timo
durante a infeccdo depende do equilibrio entre os niveis de PRL e de

glicocorticoides, bem como de seus respectivos receptores.

Estudos in vitro do grupo de Witorsch relataram a atuacdo da PRL

como um estimulo de sobrevivéncia sobre células do sistema imune (WITORSCH et
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al., 1993; FLETCHER-CHIAPPINI et al., 1993; LAVOIE, WITORSCH, 1995). Nestes
trabalhos, os autores demonstraram que, através de seu efeito anti-apoptotico, a
PRL foi capaz de reverter o processo de morte celular induzido por glicocorticoides
sobre células da linhagem Nb2, provenientes de linfoma. De acordo Krishnan et al.
(2003), animais com elevados niveis plasmaticos de PRL apresentaram diminui¢cao
na exposicao de fosfatidilserina na superficie das células T do baco e do timo, além

da inibicdo da ativacdo da caspase-3 e reducao na fragmentacdo de DNA.

O estimulo da PRL sobre a sobrevivéncia de determinadas
subpopulacdes de linfocitos T provavelmente € resultado da sua capacidade de
aumentar a expressao de genes anti-apoptoticos da familia Bcl, como o blc-2 e o
bcl-x (BUCKLEY, BUCKLEY, 2000; BUCKLEY, 2001; KRISHNAN et al., 2003). Estes
genes e suas proteinas codificadas inibem a apoptose por impedirem a liberacdo do
citocromo c e por inibirem a ativagcdo da caspase-9 (ABBAS, 2005). Estudos de Leff
et al. (1996) demonstraram que a adicdo de PRL em culturas de células Nb2
aumentou a expressdo de bcl-2, elevando os niveis de seu RNAm e de sua

respectiva proteina.

Desta forma, nossos experimentos condizem com os trabalhos citados
acima, visto que as células esplénicas dos animais pertencentes ao grupo infectado
apresentaram elevados percentuais de apoptose (estagio recente ou tardio) e
reduzidos indices de viabilidade, quando comparadas aos animais dos grupos
controles, sem infecgdo. Em contrapartida, os resultados obtidos demonstraram que
a administracdo de PRL nos animais infectados foi capaz de elevar a viabilidade de
esplendcitos, bem como reduzir os percentuais de células apoptéticas, tanto no
estagio recente, como tardio, quando comparados com 0s animais sem tratamento

(Fig.18 e Fig.19).
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A imunidade mediada por células € considerada um dos principais
mecanismos responsaveis pelo controle do parasita durante a fase aguda da doenca
de Chagas. As interacOes iniciais com T. cruzi e o desenvolvimento de um
microambiente rico em citocinas direcionam a ativacdo de macrofagos e linfécitos,
células essenciais na limitacdo da multiplicacdo parasitaria (TRISCHMANN, 1984;

BRENER, GAZZINELLI, 1997; DOSREIS et al., 2007; DUTRA, GOLLOB, 2008).

Em nossos experimentos, a analise de citocinas intracelulares em
culturas de esplendcitos, permitiu a observacdo de uma resposta
caracteristicamente pro-inflamatoria durante a infeccdo por T. cruzi. No 14°dia apoés
o inoculo, os animais infectados apresentaram um significativo aumento na producéo

de IFN-y e TNF-a, quando comparados aos animais controles (Fig.21 e Fig.22).

O IFN-y € um importante mediador da resisténcia a T. cruzi, sendo
capaz de exercer multiplos efeitos sobre a resposta imune do hospedeiro. Além da
enzima iNOs, o IFN-y também aumenta a expressao de moléculas MHC e de genes
de quimiocinas e seus receptores (GAZZINELLI et al., 1992; HOLSCHER et al.,
1998; ALIBERTI et al, 2001). Recentemente, Rodrigues e colaboradores
demonstraram que o IFN-y desempenha um papel crucial e Gnico no controle a
infeccdo aguda causada pela cepa G de T. cruzi (RODRIGUES et al.,, 2012).
Entretanto, vale lembrar que a persisténcia de altos niveis de IFN-y durante a fase
tardia da doenca de Chagas, pode estar relacionada com o surgimento dos sintomas
caracteristicos da fase crbénica, como a cardiomiopatia chagasica (BAHIA-OLIVEIRA
et al.,, 1998; CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; ARANTES et al., 2004; ROCHA-

RODRIGUES et al., 2012) .

Em nossos resultados, os animais infectados e submetidos ao

tratamento com PRL, apresentaram maior producdo de IFN-y por linfocitos T CD4",



Discussao 112

gquando comparados aos animais infectados e nédo tratados (Fig.21). Estes dados
corroboram com trabalhos anteriores que também relataram a acédo estimuladora da
PRL sobre a producéo de IFN-y. Estudos de Cesario et al. (1994), utilizando culturas
de células mononucleares de sangue periférico, demonstraram que em
determinadas concentracfes, a PRL foi capaz de elevar a producéo desta citocina.
Ja Chavez-Rueda e colaboradores (2005) avaliaram o efeito da PRL sobre a
secrecdo de IFN-y por linfocitos T CD4" e verificaram que a adicdo de anticorpos

anti-hPRL nas culturas reduziu a producéo de IFN-y pelas células.

Diferentemente do que ocorreu nos linfocitos T CD4", a producéo de
IFN-y por células T CD8" foi menor no grupo infectado e tratado com PRL, em
relacdo ao grupo infectado sem tratamento, sendo esta reducéo evidenciada no 14°
ap6s o inoculo (Fig.22). E importante sugerir que na fase tardia da doenca, esta
diminuicdo no percentual de linfocitos T CD8" efetores e produtores de citocinas
pode ser uma tendéncia benéfica ao hospedeiro, tendo em vista a predominancia
destas células no infiltrado inflamatério do tecido cardiaco de pacientes chagasicos
cronicos, o que reforgca o envolvimento das mesmas nas lesdes teciduais (TOSTES

JUNIOR et al., 1994).

A evolucao da doenca de Chagas experimental pode ser diretamente
influenciada por fatores imunolégicos e também endécrinos (ROGGERO et al.,
2006). Estudos de Roggero e colaboradores demonstraram que a patogenia e 0s
danos teciduais da doenca podem estar associados a processos inflamatorios
exacerbados, que ocorrem durante a infec¢cdo aguda por T. cruzi (ROGGERO et al.,
2002, 2004). Esta intensa reacao inflamatdria € acompanhada pela ativagdo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, geralmente induzida pelas citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a

(BESEDOVSKY, DEL REY, 1996). Esta ativacdo do eixo HPA é importante, pois
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resulta em um aumento na liberacdo de glicocorticoides que contribuem para o
controle dos efeitos deletérios no hospedeiro, causados pelo excesso de mediadores
inflamatorios. Entretanto, a presenca de disturbios ou um desequilibrio neste sistema
imuno-endoécrino integrado podem levar a um descontrole nos mecanismos
imunologicos e a producdo exagerada de mediadores inflamatérios, resultando em
lesGes teciduais, bem como piora na evolucdo da doenca e morte do hospedeiro

(ROGGERO et al., 2006).

Neste contexto, conclui-se que o papel do TNF-a durante a infeccéo
pode ser bastante complexo, pois a0 mesmo tempo em que esta citocina pro-
inflamatoria exerce uma funcdo favoravel ao hospedeiro, no controle do parasita na
fase aguda, a sua producdo exacerbada contribui para o desenvolvimento dos
processos patologicos da doenca (CASTANOS-VELEZ et al., 1998; SILVA et al.,

1995; TRUYENS et al., 1995; SOUZA et al., 2004; DE ARAUJO et al., 2012).

Nossos resultados confirmaram trabalhos anteriores que relataram o
aumento da producdo de TNF-a durante a infec¢cdo causada por T. cruzi, pois, no
14° dia apds o inoculo, a analise de citocinas intr acelulares em células TCD4" e
TCD8" demonstrou que os niveis de TNF-a estavam aumentados nos animais
infectados, quando comparados aos animais nao infectados dos grupos controles
(PINGE-FILHO et al., 1999; FILIPIN et al., 2010; REZENDE-OLIVEIRA et al., 2012;
SANTELLO et al., 2012). Porém, entre os grupos infectados, tratado e nédo tratado,
nao houve diferengas significativas nos percentuais de TNF-a, ou seja, o tratamento

com PRL néo causou alteracdes na producédo desta citocina (Fig.21 e Fig.22).

Alguns autores sugerram que o padrdo de resisténcia ou
susceptibilidade a infeccdo por T. cruzi pode estar associado ao tipo de citocinas

produzidas pelos linfocitos T ativados (SILVA et al.,, 1992; HOFT et al., 1993;
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MACHADO et al., 2012a,b). Os linfécitos do tipo Thl produzem citocinas, como a IL-
2, IFN-y e TNF-a, que induzem respostas mediadas por células, enquanto as células
do tipo Th2 secretam a IL-4 e IL-10, que s&o essenciais para as respostas humorais
(ABBAS, 2005;). A participacao das citocinas Thl na evolucao da doenca de Chagas
€ responsavel por promover a resisténcia do hospedeiro na fase inicial da infeccao,
tendo como principal acdo a eliminacdo do parasita intracelular (MINOPRIO et al.,
1993; TALVANI et al., 2000). Por sua vez, as citocinas Th2 promoveriam a

susceptibilidade e exacerbacéo da infeccdo (REED et al., 1994) .

A IL-10 inibe a expressao de MHC Il e moléculas co-estimuladoras nos
macrofagos, reduzindo a capacidade destas células em apresentar antigenos (de
WAAL MALEFYT et al., 1991). Estudos demonstraram que animais deficientes em
IL-10 controlaram de forma mais eficiente a infeccéo por T.cruzi, reduzindo os niveis
de parasitemia e aumentando os niveis de NO e citocinas Thl (SILVA et al., 1991;
ABRAHAMSOHN, COFFMAN, 1996; CARDILLO et al., 1996; HUNTER et al., 1997).
Em contrapartida, a supresséo da proliferacdo de células T e a reducdo na sintese
de citocinas pré-inflamatérias causadas pela IL-10, amenizam os danos e lesdes nos
tecidos do hospedeiro (FIORENTINO et al., 1991; ADORINI, 2003). Animais com
deficiéncia nesta citocina sucumbem rapidamente a infec¢do, provavelmente devido
ao efeito exacerbado na ativacdo celular e producédo de citocinas pro-inflamatorias

(HOLSCHER et al., 2000).

Apesar do relato de alguns autores sobre os efeitos da PRL na
producdo de IL-10 (MATALKA, 2003; BRAND et al., 2004; CARRENO et al., 2004;
SODHI, TRIPATHI, 2008b; XU et al.,, 2010; DZITKO et al.,, 2012), nenhuma
alteracdo nos niveis de IL-10 foi verificada no grupo infectado tratado, em relacdo ao

grupo infectado e ndo submetido ao tratamento com PRL (Fig.21 e Fig.22).
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A IL-4 é outra interleucina que apresenta papel fundamental para o
controle do processo inflamatorio tecidual, durante a fase cronica da infeccéo
(SOARES et al., 2001). De acordo com Talvani e colaboradores (2000), os animais
com maior resisténcia a infeccdo por T.cruzi e com predominancia do padréo de
citocinas Thl na fase inicial, apresentam posteriormente, um desvio da resposta
para um padrdo Th2 em estagios tardios da doenca. Adicionalmente, estudos
conduzidos por Soares et al. (2001) revelaram que a auséncia de IL-4, em
camundongos knockout resulta em um processo inflamatério exacerbado no
miocardio, constituido predominantemente por células mononucleares. Ainda, de
acordo com os referidos autores, a IL-4 € capaz de regular a producdo de IFN-y,
contribuindo na prevencdo do dano tecidual, observado no coracdo de animais

infectados por T. cruzi.

A relacédo entre a PRL e a IL-4 j& foram descritas por alguns autores.
De acordo com estudos in vitro de Xu et al. (2010), a sintese de IL-4 apresentou-se
reduzida em células T que ndo expressavam o receptor para PRL (PRLR). J& Gerlo
e colaboradores (2005) afirmaram que a producdo de PRL por linfocitos T depende
da regulacdo de citocinas e neste caso, a IL-4 agiria sobre estas células reduzindo
os niveis de PRL mRNA. Em contrapartida, Dimitrov et al. (2004) ndo observaram

alterac6es na producéo de IL-4 por células CD4", apos a adicdo de PRL.

Em nossos estudos, observou-se que, no 14° apés a infecgcdo, os
percentuais de células T CD8'IL-4" foram maiores nos animais infectados, em
relacdo aos animais controles (Fig.22). Entretanto, o tratamento dos animais com
PRL nao resultou em nenhuma alteracdo significativa na produgcéo de IL-4 por

linfécitos T CD4™ ou CD8” (Fig.21 e Fig.22).
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A migracdo de células aos tecidos durante o processo inflamatoério &
um passo fundamental e envolve o rolamento destas células, adesdo firme ao
endotélio, migracdo transendotelial e seu deslocamento para o tecido (SPRINGER,
1994; ABBAS, 2005; MONTES DE OCA, 2005).

A quimiocina MCP-1 é um potente quimioatraente para mondcitos,
células T e células NK (LOETSCHER et al., 1996). Estudos relataram a participacao
desta quimiocina durante a evolugdo da doenca de Chagas experimental,
aumentando o potencial microbicida dos macrofagos, através da producédo de Oxido
nitrico, sendo importante na limitacdo da replicacdo do parasito (VILLALTA et al.,
1998; BISWAS et al., 2001; COELHO et al., 2002).

Adicionalmente, estudos conduzidos por Paiva et al. (2009) revelaram
gue a auséncia de MCP-1, em camundongos knockout resulta em um aumento da
parasitemia, com consequente morte dos animais quando comparado aos animais
do grupo controle. Tais autores também evidenciaram que o0s macréfagos
peritoneais de animais deficientes em MCP-1 apresentavam reduzida atividade
tripanossomicida.

Dados de Sodhi e Tripathi (2008b) indicam que a prolactina é capaz de
induzir um aumento na producdo de MCP-1 por macrofagos. Corroborando com os
estudos previamente citados, demonstramos em nossos experimentos que a terapia
dos animais com prolactina resultou em aumento dos niveis de MCP-1 (7° dia apés a
infec¢éo), quando comparados aos animais infectados sem tratamento.

No entanto, o recrutamento excessivo de leucocitos, devido a
expressdo de quimiocinas, pode estar implicado na patogénese de diversas doencas

inflamatorias agudas e cronicas (PROUDFOOT, 2002) como, por exemplo, asma
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(WALSH, 2006), esclerose multipla (TSUNODA et al.,, 2004) artrite reumatéide
(DAWSON et al., 2003), e doencas inflamatorias intestinais (MACDERMOTT, 1999).

Indmeros aspectos envolvidos na imunopatogénese da doenca de
Chagas ainda nao foram totalmente esclarecidos. No entanto, o estudo das
guimiocinas nos ultimos anos tem contribuido para o entendimento do seu papel no
estabelecimento e manutencdo da miocardite induzida pela infeccédo por T. cruzi
(AUKRUST et al., 1998; 2001, DOS SANTOS et al., 2001). Neste contexto, Talvani e
colaboradores (2000; 2004) demonstraram que niveis plasmaticos elevados da
quimiocina CCL2/MCP-1, estdo diretamente correlacionados ao dano cardiaco em
pacientes chagasicos cardiopatas.

Teixeira et al. (2002) avaliaram a prevaléncia de quimiocinas indutiveis
por IFN-y, como MCP-1/CCL-2, em lesfes cardiacas de camundongos com 120 dias
de infeccdo por T. cruzi. Resultados similares foram obtidos em outro trabalho
(AUKRUST et al., 1998) utilizando mondcitos do sangue periférico de pacientes com
faléncia cardiaca congestiva, 0s quais produziam altos niveis das quimiocinas MCP-
1 e MIP-qa, indicando uma correlacdo positiva entre os niveis de quimicionas e a
gravidade das lesdes cardiacas. E interessante ressaltar, que em nosso modelo
experimental, niveis acentuados de MCP-1 em células TCD4" e TCD8" foram
observados nos grupos submetidos a terapia de prolactina (Fig.23 e Fig.24). No
entanto, durante a evolugdo da infeccdo experimental, no 14°dia ap0s a infecgao,
observou-se uma a¢do antag6nica da prolactina, com reduzidos niveis de MCP-1

nos animais tratados, quando comparado aos animais do grupo controle (Fig.23).

Tendo em vista os efeitos positivos da PRL sobre a producdo de
determinadas citocinas e quimiocinas, especialmente, as proé-inflamatérias, estudos

de Sodhi e Tripathi (2008a) sugeriram 0s possiveis mecanismos de sinalizacdo
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responsaveis pela acdo imunomodulatoria da PRL sobre os macréfagos. De acordo
com os autores, além da via de sinalizacdo JAK/STAT, outras moléculas
sinalizadoras, como a MAP Kinase p38 e o fator de transcricdo NF-kB, também
poderiam estar envolvidas no direcionamento da producdo de citocinas por
macrofagos, apos o tratamento com PRL. Adicionalmente, os autores ainda
afirmaram que a dose e a concentracdo de PRL podem influenciar na expressao

destes sinalizadores e consequentemente na producéo das citocinas.

Desta forma, o estudo ora realizado comprovou a influéncia da PRL
sobre os diferentes aspectos da resposta imune, sendo capaz de reduzir a carga
parasitaria durante a fase aguda da doenca de Chagas, aumentando a resisténcia
do hospedeiro frente ao parasita. Em virtude dos resultados animadores, é
interessante que estes mesmos parametros sejam analisados também durante a
fase cronica da doenca, tendo em vista 0 estabelecimento de uma correlagcéo entre o
direcionamento da resposta pro-inflamatéria durante o inicio da infeccdo as

consequéncias deste processo na patogenia da doenca.
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Prolactina

Parametros analisados

Parasitemia

NO

Macréfagos peritoneais

Apoptose de esplendcitos

Proliferacéo de esplendcitos e timécitos

Expressdo das moléculas coestimulatérias

em células apresentadoras de antigenos
Células NK e linfécitos B

Linfécitos T CD3 “CD4"

Linfécitos T CD3 “CD8"

Linfocitos T CD4 “IFN-y”

Linfocitos T CD4 “TNF-a*

Linfocitos T CD4 *IL-10" e CD4'IL-4"

Expressdo das moléculas CD11a e CD28

Tabela 1 - Representagdo qualitativa dos resultados

Trypanosoma cruzi

Resultado!  Dias apds a infecg¢ao

—_— — — — — —>

!

Sem alteracéo

!

Sem alteracéo
Sem alteragéo

Sem alteracéo

obtidos no estudo.

70

70

70

7° e 14°

7°e 14°

140

14°

14°

14°

! As setas indicam reducdo ou aumento nos niveis dos parametros avaliados
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7. Consideracdes finais

Os dados obtidos neste trabalho confirmam uma relacdo intima e
coordenada entre o0s sistemas imunoldgico e neuroenddécrino. As evidéncias
sugerem que a PRL possui uma importancia relevante ndo apenas no tocante as
suas acOes fisiologicas, mas também nas interacdes neuro-imuno-enddcrinas,
agindo como uma substancia versatil de acdo pleiotropica capaz de influenciar
diversos parametros da resposta imune durante a fase aguda da doenca de Chagas
experimental. Diante disto, a PRL poderia assumir um papel coadjuvante ao
tratamento medicamentoso convencional, sendo importante considerar neste caso, a

realizacdo de uma analise de risco, avaliando-se fatores de toxicidade e dose.

Os mecanismos de acdo da PRL sobre o sistema imunolégico ainda
nao estdo totalmente compreendidos e elucidados e, portanto, muitas pesquisas

complementares ainda necessitam ser realizadas neste campo.
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