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RESUMO

Bombeiro, AL. Estudos neuroimunolégicos da doenca de Chagas experimental. Analises
histomoleculares da medula espinal de camundongos imunocompetentes e deficientes em IL-
12 e IL-23 infectados com Trypanosoma cruzi da cepa Sylvio X10/4 [tese (Doutorado em
Imunologia)]. S&o Paulo (Brasil): Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo; 2011.

O estabelecimento de uma resposta TH1 com a producdo de IL-12, IFN-gama e de
oxido nitrico € crucial no controle do Trypanosoma cruzi, o qual pode colonizar o SNC de
criancas e pacientes imunossuprimidos. A inflamacdo exacerbada em decorréncia da
persisténcia de um estimulo antigénico gera o acumulo de substancias potencialmente
citotoxicas, como mediadores pro-inflamatorios e radicais livres. A partir da infeccdo de
camundongos imunodeficientes (IL-12p40KO) com T. cruzi Sylvio X10/4, avaliamos 0s
danos causados a medula espinal com enfoque na inflamagdo e neurodegeneracdo. Além da
desmielinizagdo, alta reatividade glial e morte de neurénios no ponto mais tardio da doenca,
constatamos uma baixa producdo de mediadores inflamatdrios nas primeiras semanas apos a
infeccdo, acompanhada pela proliferacdo ascendente do parasita no tecido nervoso.
Acreditamos que um atraso na producdo de IFN-gama seja responsavel pela ativacdo tardia ou
ineficiente dos fagdcitos da medula espinal, favorecendo a disseminacdo descontrolada do

protozoario e subsequentes danos teciduais.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. SNC. Inflamacdo. IL-12. IFN-gama. Neurodegeneracao.
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ABSTRACT

Bombeiro, AL. Neuroimmunological studies of experimental Chagas’ disease.
Histomolecular analysis of the spinal cord of immunocompetent and immunodeficient mice
that have been infected with parasites of Sylvio X10/4 strain of Trypanosoma cruzi. [Ph. D.
thesis (Immunology)]. S&o Paulo (Brazil): Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Séo Paulo; 2011.

The establishment of a TH1 response with IL-12, IFN-gamma and nitric oxide
production is crucial for controlling the proliferation of Trypanosoma cruzi, which may
colonize the CNS of children and immunosuppressed hosts. The exacerbated inflammation
due to the persistence of an antigenic stimulus results on the accumulation of potentially
cytotoxic substances, such as pro-inflammatory mediators and free radicals. By the infection
of immunodeficient mice (IL-12p40KO) with T. cruzi Sylvio X10/4 parasites we evaluated
the spinal cord damages, focusing on the inflammation and neurodegeneration. Besides
demyelization, high glial reactivity and neuron death at the latest stage of the disease, we
noticed low production of inflammatory mediators during the first weeks of the infection,
accompanied by an ascendant parasite proliferation in the nervous tissue. We believe that a
delay on IFN-gamma production is responsible for the late or inefficient phagocyte activation
in the spinal cord, contributing to the uncontrolled protozoan proliferation and subsequent

tissue injury.

Key-words: Trypanosoma cruzi. CNS. Inflammation. IL-12. IFN-gamma. Neurodegeneration.
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| INTRODUCAO GERAL

1 A Doenca de Chagas
1.1 Etiologia, fases, formas e manifestacGes clinicas

Em 1909, Carlos Chagas descreveu uma nova tripanossomiase humana (Chagas,
1909), que anos mais tarde passou a ser conhecida como a doenca de Chagas. Trata-se de uma
doenca reconhecidamente negligenciada (Hotez et al.,, 2007), causada pelo protozoario
hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Segundo dados da Organizacdo Pan Americana de Salde
— OPAS — estima-se que cerca de 7,7 milhGes de pessoas em toda a América Latina sejam
portadoras da doenca, sendo que 20% da populacédo local encontram-se sob risco de infeccéo
(OPAS, 2006, apud RASSI et al., 2010). Tal doenca é transmitida ao homem, bem como a
uma vasta gama de mamiferos domésticos e selvagens, através de insetos hematofagos da
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, sendo que as espécies Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata sdo as mais relacionadas ao contagio humano (WHO,
2002).

O T. cruzi é altamente pleomorfico, exibindo formas distintas no hospedeiro humano e
no inseto vetor. Durante seu ciclo de vida, as formas sanguicolas tripomastigotas, ingeridas
pelo vetor, transformam-se em epimastigotas e replicam-se por fissdo binaria no estbmago do
inseto. Em seguida, migram para a porcdo distal do intestino onde se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos, a forma infectante do protozoario. Durante o repasto alimentar
noturno, o triatomineo defeca sobre a pele do hospedeiro, depositando os tripomastigotas
metaciclicos que, por sua vez, sdo carreados para dentro do organismo quando o individuo
coca o local da ferida deixada pelo inseto. Os parasitas invadem as células do hospedeiro e, no
citoplasma, se diferenciam em amastigotas, a forma proliferativa. Apo6s a replicacdo dos
amastigotas por fissdo binaria, ocorre a transformacao deles em tripomastigotas. Sucede-se a
lise celular e os parasitas se disseminam pelo tecido, podendo ganhar a corrente sanguinea e
infectar novos tecidos ou mesmo serem ingeridos por outro inseto, fechando o ciclo (Chagas,
1909; Rassi et al., 2010). Além dos mecanismos vetoriais, sdo conhecidos outros meios de
transmissdo da doenca de Chagas, dentre os quais a transfusdo sanguinea, a transmissao
congénita, a transmissao por transplante de 6rgéos infectados e, mais raramente, a transmissao
por ingestdo oral de alimentos contaminados com T. cruzi ou por acidentes de laboratorio
(Rassi et al., 2010).
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No homem, os tripomastigotas sdo capazes de invadir diferentes células, sendo que
geralmente apresentam um tropismo particular pelas células da musculatura cardiaca,
esquelética e lisa (Junqueira et al., 2010). Em termos de patogenia, a doenca de Chagas €
dividida em duas fases: a aguda, que perdura de quatro a oito semanas; e a fase crénica, a qual
persiste ao longo de toda a vida do paciente. A fase aguda, quando sintomatica, caracteriza-se
pela presenca de um grande nimero de parasitas na corrente sanguinea (parasitemia) e em
diversos tecidos (parasitismo tissular), infiltrados inflamatdrios, ativacdo excessiva do sistema
imune com altos niveis de citocinas, ativacdo intensa das células T e B, hepato, espleno e
linfomegalia, febre prolongada, edemas subcutianeos e, em casos de transmissdo vetorial,
chagoma de inoculagéo, quando da entrada do T. cruzi pela pele, ou sinal de Romafia, via
mucosa ocular (Junqueira et al., 2010; Rassi et al., 2010). Cerca de 10% dos pacientes que
desenvolvem sintomas durante a fase aguda da doenca morrem em consequéncia de
miocardite severa ou meningoencefalite, ou ambas (Rassi et al., 2010). Com o
estabelecimento de uma resposta imune adaptativa efetiva e subsequente controle do parasita
circulante e do parasitismo, cerca de 90% das manifestacdes clinicas apresentadas nessa fase

sdo eliminadas, mesmo sem o tratamento com drogas antiparasitarias.

Cerca de 60-70% dos pacientes que entram na fase crénica da doenga nunca
apresentam quaisquer sinais clinicos aparentes da infeccdo, configurando, assim, a forma
indeterminada cronica da doenga. Os outros 30-40% dos pacientes restantes desenvolvem a
forma determinada da doenca, a qual pode ser cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva. Em
linhas gerais, a forma cardiaca da doenca é caracterizada por miocardite intensa, resultante em
cardiomegalia, arritmias e faléncia cardiaca (Junqueira et al., 2010), decorrentes da presenca
de infiltrados inflamatérios linfomonocitarios que promovem destruicdo e fibrose do tecido
cardiaco e dilatacdo das cAmaras (Brener e Andrade, 1987; Tanowitz et al., 1992; Kirchhoff,
1996). J& na forma digestiva, € comum a ocorréncia de megaesdfago e megacolon,
observando-se a presenca de infiltrados linfocitarios focais e denervacéo entérica (Junqueira
et al., 2010; Lescure et al., 2010). A combinacdo de ambas as formas resulta na forma

cardiodigestiva da doenca.

Os quadros clinicos apresentados pelos pacientes na fase aguda ou crénica da doenca
de Chagas sdo altamente variaveis e dependentes de fatores relacionados tanto ao hospedeiro
quanto ao parasita (Andrade, 1990; Higuchi et al., 1993; Vago, Macedo et al., 1996). De
maneira similar, a patogenicidade observada em camundongos infectados com T. cruzi é
altamente dependente da cepa (Andrade, 1990; Andrade et al., 1999; Vago et al., 2000), do
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indculo (Marinho et al., 1999) e de fatores genéticos intrinsecos a linhagem de camundongo
utilizada (Trischmann et al., 1978; Marinho et al., 2004), que podem operar em forma
independente do sistema imune, ou refletir a acdo de diversos componentes do sistema
imunoldgico (Hontebeyrie-Joskowicz e Minoprio, 1991; Brener e Gazzinelli, 1997,
Michailowsky et al., 2001).

1.2 Reativacao da doenca de Chagas no sistema nervoso central

As primeiras evidéncias do comprometimento do sistema nervoso central (SNC)
durante a infeccdo pelo T. cruzi datam da descoberta da doenca, quando Carlos Chagas
reportou, em criangas, condicOes intelectuais precérias, agitacao e perturbacbes funcionais do
sistema nervoso (Chagas, 1909). Poucos anos depois, Chagas relatou a incidéncia de
meningoencefalite em pacientes jovens que desenvolviam a fase aguda da doenca (Chagas,
1911).

Embora possa ocorrer um quadro de meningoencefalite durante a fase aguda da
doenca de Chagas e tripomastigotas possam ser encontrados no fluido cerebroespinhal na
auséncia de anormalidades neuroldgicas (Hoff et al., 1978b), ndo existem, até 0 momento,
evidéncias consistentes do desenvolvimento de uma forma neurol6gica cronica da doenga em
individuos imunocompetentes. Entretanto, pode haver a reativacdo da doenca no SNC de
individuos chagasicos crénicos imunodeprimidos, em decorréncia da co-infeccao pelo HIV ou
do uso de drogas imunossupressoras (Oddo et al., 1992; Rocha et al., 1994; Rassi et al.,
2010). Nesse contexto, estudos relataram em tais individuos o aumento da parasitemia e da
replicacdo do parasita intracelular, a presenca do T. cruzi no fluido cérebro-espinal, a
ocorréncia de meningoencefalite, hipertensdo intracranial, dores de cabeca, febre, status
mental alterado, déficits neurolégicos focais, chagoma cerebral com amastigotas, lesdes
cerebrais focais e difusas, dentre outros (Leiguarda et al., 1990; Rosemberg et al., 1992;
Jardim e Takayanagui, 1994; Marchiori et al., 2007; Cordova et al., 2008; Diazgranados et al.,
2009; Rassi et al., 2010). Além disso, autdpsias de pacientes revelaram o desenvolvimento de
encefalite multifocal com nédulos gliais ou microgliais, granulomas, necrose e hemorragia
(Pittella, 1993; Rocha et al., 1994). Raramente sdo observados neurénios infectados, sendo 0s
astrocitos e as microglias (macrofagos residentes do SNC) as células mais frequentemente
parasitadas (Pittella, 1991; Rocha et al., 1994).
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E importante ressaltar que embora um ndmero crescente de estudos tenha relatado a
ocorréncia da infeccdo pelo T. cruzi no SNC de individuos imunodeprimidos, a reativacdo da
doenca de Chagas no SNC ainda €, em muitos casos, erroneamente diagnosticada como
toxoplasmose cerebral (Lescure et al., 2010; Rachid et al., 2010), o que vem a agravar 0 risco

de morte desses pacientes.

2 A Resposta Imune na Doenca de Chagas

Na infeccdo humana ou experimental pelo Trypanosoma cruzi, o estabelecimento de
uma resposta imune especifica, coincidente com o fim da fase aguda, imp&e uma limitacao
severa a replicacdo e disseminacdo do parasita. Para que tal processo ocorra, € fundamental a
combinacdo de mecanismos efetores desenvolvidos por ambas as respostas imunes inata e
adaptativa. Logo que invade o tecido do hospedeiro, o parasita é reconhecido por macréfagos,
ceélulas dendriticas e outras populagdes residentes, as quais produzem citocinas (TNF-a., IL-
12) e quimiocinas (RANTES) pro-inflamatérias (Lescure et al., 2010). Receptores da
imunidade inata, tais como os receptores do tipo Toll (TLRs) e do tipo Nod (NLRs) s&o
extremamente importantes para o reconhecimento do T. cruzi (Tarleton, 2007; Junqueira et
al., 2010). As células NK, sob estimulo local de citocinas pro-inflamatérias (IL-12), liberam
IFN-y (Cardillo et al., 1996; Sardinha et al., 2006; Lescure et al., 2010), o qual induz a
producdo de moléculas efetoras pelos fagocitos, dentre elas as espécies reativas de nitrogénio
(RNS) e de oxigénio (ROS) e as GTPases. Ao passo que as RNS e as ROS causam danos ao
DNA cinetoplastico e nuclear do parasita (Cabrera et al., 2011), as GTPases aceleram a
formacéo dos fagolisossomos (Santiago et al., 2005), diminuindo, assim, a susceptibilidade ao
T. cruzi. Concomitantemente, as células dendriticas migram aos 6rgdos linfoides secundarios,
onde estabelecem uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa. Assim, nos linfonodos e
baco, as células dendriticas secretam IL-12 e apresentam, via moléculas do MHC, os
antigenos do parasita as celulas T, estimulando a diferenciagdo e expansdo clonal dos
linfocitos T CD4" (T auxiliares 1, TH1) e T CD8" (T citotoxicos). Subsequentemente, 0s
linfocitos efetores sdo recrutados para o tecido infectado, onde reconhecem as células que
apresentam peptideos do parasita via moléculas do MHC-I (aos T CD8") ou do MHC-I1I (aos
T CD4") e, entdo, secretam niveis elevados de IFN-y (Tarleton et al., 1994; Sardinha et al.,
2006) e outras citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, as quais potencializam o
recrutamento de células monocitéarias. Além do mais, os linfocitos T CD8" destroem as
células que contém formas amastigotas do parasita. Nas células residentes e recrutadas, o
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IFN-y[1] e 0 TNFa produzidos localmente reforcam diferentes mecanismos efetores frente ao
T. cruzi, dentre eles a expressdo da sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS), que determina a
producdo de oxido nitrico (Golden e Tarleton, 1991; Gazzinelli et al., 1992; Aliberti et al.,
1999), o qual, como indicado acima, é um metabolito essencial no controle de algumas cepas
do parasita (Petray et al., 1994; Vespa et al., 1994; Holscher et al., 1998; Saeftel et al., 2001,
Cummings e Tarleton, 2004). Com relacdo a resposta humoral, os linfécitos B sdo induzidos
pelos linfécitos T CD4" a passarem por uma expansdo clonal, diferenciacio celular em
plasmacitos (células secretoras de anticorpos) e a mudanga isotipica de anticorpos (IgG2a em
camundongos e IgG1l em humanos), sendo esse Ultimo processo dependente de IFN-y.
Durante a infeccdo pelo T. cruzi, os anticorpos tém papel fundamental no processo de

remocao de tripomastigotas do sangue e dos tecidos pelos fagocitos (Rodriguez et al., 1981).

3 O comprometimento do sistema nervoso central de camundongos deficientes em IL-12 e
IL23, infectados com T. cruzi da cepa SylvioX10/4

A IL-12 é uma citocina heterodimérica formada por duas cadeias, a 1L-12p35 e a IL-
12p40, sendo que a subunidade IL-12p40 também é comum a IL-23, na qual forma um
heterodimero com a cadeia 1L-23p19. O receptor para IL-12 também é formado por duas
cadeias, a IL-12RB1 e a IL-12RB2, sendo que a cadeia IL-12RPB1 também faz parte da
estrutura do receptor para IL-23, em conjunto a subunidade IL-23R. Ambas a IL-12 e a IL-23
sdo produzidas por células apresentadoras de antigeno (APCs) ativadas. (Oppmann et al.,
2000; Bastos et al., 2004).

Como se sabe, a IL-12 é uma citocina fundamental na diferenciacdo das células T
CD4" naive para o fen6tipo funcional TH1, estimulando a producéo de IFN-y pelas células T
CD4" assim como pelas células natural killer (NK). Uma vasta gama de estudos tem
demonstrado a importancia dessa citocina no controle da infeccdo pelo T. cruzi.
Camundongos geneticamente deficientes em IL-12 ou tratados com anticorpos nomoclonais
neutralizantes de IL-12 apresentaram altos niveis de parasitemia, alta taxa de mortalidade
(Abrahamsohn e Coffman, 1996; Aliberti et al., 1996; Michailowsky et al., 1998; Silva et al.,
1998; Michailowsky et al., 2001) e elevado parasitismo cardiaco (Michailowsky et al., 2001).
Por outro lado, a administracdo de IL-12 recombinante aos camundongos infectados foi capaz
de lhes prolongar a sobrevida e de promover uma reducdo do niveis de parasitemia (Aliberti et
al., 1996).
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A IL-23 também é uma citocina pré-inflamatéria, a qual atua na manutencdo das
células TH17 (Bettelli et al., 2006), uma subpopulagdo de linfécitos T CD4". Estudos
emergentes tém sugerido a participacdo das células TH17, produtoras da citocina pro-
inflamatdria IL-17, em processos inflamatorios e doencas autoimunes (Damsker et al., 2010).
Uma vez que receptor da IL-23 é capaz de desencadear uma série de sinais intracelulares,
culminantes na fosforilagdo dos transdutores de sinal e ativadores da transcrigdo (STAT) 1, 3,
4 e 5, ndo é de se surpreender que na auséncia da I1L-23, a produc¢do de IFN-y, a qual depende
da fosforilagcdo de STAT4, seja prejudicada (Oppmann et al., 2000; Tan et al., 2009). Como
exemplo, um estudo realizado com camundongos deficientes em IL-12p40 (IL-12p40KO0)
reporta um déficit na eliminacdo do Toxoplasma gondii por esses animais, associado a queda
na producdo de IFN-y (Lieberman et al., 2004). Interessantemente, a administracdo de IL-23
prolonga, porém ndo permite a sobrevivéncia dos animais IL-12p40KO infectados com T.
gondii, sugerindo que a IL-23 compense parcialmente a falta da IL-12 (Lieberman et al.,
2004). Até a presente data, o papel da IL-23 e da IL-17 na doenca de Chagas permanece
pouco compreendido. Estudos recentes demonstram que a IL-17 é necessaria para a protecao
do hospedeiro durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi (Da Matta Guedes et al., 2010;
Miyazaki et al., 2010). De acordo com os dados de Da Matta Guedes e colaboradores (Da
Matta Guedes et al.,, 2010), a administracdo de anticorpos neutralizantes de IL-17 a
camundongos infectados com T. cruzi resulta em queda na sobrevida desses animais,
acompanhada por intensa miocardite. Além disso, esses autores constataram que o bloqueio
da IL-17 proporciona um aumento na produgdo de TNF-a, IL-12 e INF-y, responsaveis pelo
grande influxo de células ao coracdo. Miyazaki e colaboradores (Miyazaki et al.,
2010)também demonstraram aumento na taxa de mortalidade de camundongos deficientes em
IL-17A infectados com T. cruzi, acompanhada por parasitemia elevada e faléncia maltipla dos
Orgdos. Entretanto, contrariamente ao estudo de Da Matta Guedes e colaboradores (Da Matta
Guedes et al., 2010), Miyazaki et al. (Miyazaki et al., 2010) ndo constaram inflamacao
exacerbada no coragdo e nem producéo elevada de TNF-a e IFN-y na auséncia de IL-17A,
sugerindo que os danos causados pela infeccdo sejam decorrentes de ativacdo atenuada do

sistema imune dos camundongos imunodeficientes.

O fato da doenga de Chagas evoluir na maior parte dos individuos sem quaisquer
manifestacdes clinicas de injurias do SNC nos indica que, ora a coloniza¢do do SNC pelo T.
cruzi € muito escassa, resultado de um baixo tropismo do protozoario pelo tecido nervoso, ou

que 0s mecanismos de resisténcia local ao parasita no SNC sdo altamente eficientes.
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Apoiando a ultima possibilidade, temos observado que camundongos IL-12p40KO, quando
infectados pelo T. cruzi da cepa Sylvio X10/4, apresentam sinais clinicos de danos do SNC,
evidenciados por paralisia progressiva ascendente, da cauda aos membros anteriores. Destaca-
se 0 fato dos animais IL-12p40-KO, assim como 0s animais imunocompetentes, ndo
apresentam parasitemias patentes no decurso da infeccdo pelo parasita Sylvio X10/4 (Marinho
et al., 2009), um clone de T. cruzi isolado por Miles (Miles, 1974) a partir de um inseto
Rhodnius prolixus, utilizado no xenodiagndstico de um paciente com infeccao aguda, oriundo
da regido norte do Brasil (Silveira et al., 1979). Diferentemente dos animais 1L-12p40KO,
camundongos IFN-yKO sdo extremamente susceptiveis a infeccdo por parasitas do clone
Sylvio X10/4 de T. cruzi e morrem antes mesmo de apresentarem quaisquer sinais de danos
neuroldgicos, com altos niveis de parasitemia e parasitismo cardiaco (Marinho et al., 2007).
Contudo, 0 mesmo néo se observa quanto aos camundongos deficientes em iINOS quando
infectados por parasitas da cepa Sylvio X10/4. Assim, esses animais apresentam
comportamento similar aquele dos camundongos imunocompetentes, isto é, alta sobrevida
acompanhada de niveis baixos ou até mesmo inexistentes de parasitemia e de parasitismo
cardiaco (Marinho et al., 2007).
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VI CONSIDERACOES FINAIS

Ha mais de um século, Carlos Chagas deu inicio a uma série de estudos pioneiros na
histéria da medicina tropical brasileira, com a descoberta de uma nova tripanossomiase
americana. Em pouco tempo, Chagas descreveu a etiologia, a epidemiologia, 0s sintomas e 0s
sinais clinicos e, até mesmo, o impacto social dessa hova moléstia. Mesmo muitos anos ap6s a
descoberta e a descricdo da doenca de Chagas, acompanhados dos grandes progressos
alcancados ao longo das Ultimas décadas, varios aspectos da doenca ainda permanecem
obscuros, principalmente no que se refere a patogénese e aos eventos imunoldgicos
desencadeados durante a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi. Neste sentido, a forma nervosa da
doenca de Chagas, cujos danos ao hospedeiro humano podem ser irreversiveis, também
permanece muito pouco explorada sob varios aspectos clinicos e experimentais.

Considerando tais fatos, iniciamos estudos neuroimunoldgicos da doenca de Chagas
experimental, a partir de analises histomoleculares da medula espinal de camundongos
imunocompetentes e imunodeficientes (IL-12p40KO0) infectados com parasitas da cepa Sylvio
X10/4 de T. cruzi. Assim sendo, trabalhamos na caracterizacdo do processo patogénico no
ponto mais tardio da infeccéo, no qual destacamos a elevada presenca do parasita no tecido do
animal deficiente, acompanhada por um processo inflamatério proeminente, pela producéao
exacerbada de substincias potencialmente citotoxicas e morte neuronal. Outro ponto
importante a ser destacado é o estudo da cinética de infeccdo e de inflamacdo na medula
espinal, no qual sugerimos que a producdo local tardia de IFN-y pelos animais 1L-12p40KO
seja o principal fator responsavel pela ineficiéncia do controle da disseminacédo do parasita.

Levando-se em conta que ainda h& poucos estudos relacionados a forma nervosa da
doenca de Chagas, acreditamos que o presente trabalho possa oferecer novas perspectivas
guanto ao entendimento de como as desordens neuroldgicas sdo desencadeadas durante a
infeccdo pelo T. cruzi. Contudo, cabe ressaltar que é indispensavel a realizagdo de novos
estudos com metodologias cada vez mais avancadas afim de se aumentar o grau de

conhecimento sobre essa forma da doenca.
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