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RESUMO

Embora a doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, tenha sido
descoberta em 1909, continua sendo um sério problema de salde publica em muitos paises.
Estima-se que existem atualmente 8 milhdes de pessoas infectadas no mundo, principalmente
em 21 paises da América Latina, onde a doenca é endémica. O aumento da morbidade em
regides ndo endémicas tem recebido grande atencdo atualmente, principalmente devido a
migracdo de individuos infectados, tornando a doenca de Chagas, um sério problema
epidemioldgico, econdmico e social em ambito global. A doenga de Chagas € caracterizada
por duas fases distintas durante o seu percurso: a fase aguda de curta duragdo observa-se alto
parasitismo e parasitemia, e a fase cronica, na qual cerca de 60% dos individuos acometidos
podem ndo desenvolver sintomas clinicos especificos da doenca, classificados como a forma
clinica indeterminada (IND). Entretanto, 30% dos individuos desenvolvem alteracdes
cardiacas resultante de danos progressivos do miocardio levando a cardiopatia chagasica,
classificados com a forma clinica cardiaca (CARD). O estudo da imunidade inata e adaptativa
é de grande importancia para o entendimento dessa doenca. A interagcdo entre mondcitos e
linfocitos, pode ser um ponto importante que ajude a esclarecer a complexidade que envolve as
manifestacdes clinicas da doenca de Chagas na fase cronica. Embora muitos trabalhos tenham
contribuido para o esclarecimento da fisiopatologia da doenca de Chagas, 0s mecanismos que
expliqguem a evolucdo para a forma cardiaca da doenca e a distingdo das manifestacdes
clinicas ainda ndo foram totalmente estabelecidos. Considerando a importancia da resposta
imune inata e sua associacdo com a imunidade adaptativa no controle e/ou desenvolvimento
da patogénese chagéasica, o presente trabalho visou avaliar a associacdo entre as
subpopulacdes de mondcitos: classicos (CD147CD16Y), intermediarios (CD14*CD16") e néo-
classicos (CD14°CD16") e as diferentes subpopulacoes de linfécitos T CD4* (Thl, Th2, Th17,
Treg), apds estimulo in vitro com antigenos do T. cruzi, nas diferentes formas clinicas da
doenca de Chagas. Diante disso, os resultados demostraram um aumento significativo na
expressdo da molécula co-estimuladora CD80 em mondcitos classicos no grupo CARD e de
CD86 em mondcitos ndo-classicos no grupo IND. Através da analise de regressdo linear foi
observado uma associacédo significativa entre os mondcitos nao-classicos CD86" e linfécitos
Treg em individuos NI, IND e CARD. Observou-se um aumento significativo da frequéncia
de linfocitos Treg IL-107IL-17" no grupo IND quando comparado ao grupo CARD ap6s
estimulo com T.cruzi. Esses resultados sugerem que os mondcitos CD86" direcionam
preferencialmente uma resposta Treg independente do grupo avaliado, apresentando em maior
abundancia em pacientes IND, favorecendo a formacdo de um ambiente mais regulado e
limitando o desenvolvimento da doenca nesses pacientes. Em contrapartida, pacientes CARD
além de direcionarem uma resposta mediada por linfdcitos do tipo Thl, apresentam ativacdo
das células Treg através da interacdo alternativa com CD80 de mondcitos, sugerindo essa
interacdo ser ineficiente em regular a resposta imune, contribuindo para a formacéo de uma
resposta inflamatoria incontida como é observado nesses pacientes.
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ABSTRACT

Although Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, was discovered in
1909, it remains a serious public health problem in many countries. It is estimated that
currently there are 8 million people infected in the world, mainly in 21 countries in Latin
America where the disease is endemic. Increased morbidity in non-endemic regions has
received great attention today, mainly due to the migration of infected individuals, becoming
Chagas disease a serious epidemiological, economic and social problem at a global level.
Chagas disease is characterized by two distinct phases during its course: the acute phase with
short duration shows high parasitism and parasitemia, and the chronic phase, in which about
60% of the affected individuals may not develop specific clinical symptoms of the disease and
are clinically classified as with the indeterminate clinical form (IND). However, 30% of these
individuals develop cardiac alterations resulting from progressive myocardial damage that
may lead to chagasic cardiomyopathy, classified as with the cardiac clinical form (CARD).
The study of innate and adaptive immunity is of great importance for the understanding of this
disease. The interaction between monocytes and lymphocytes may be an important point to
help to clarify the complexity that surrounds the clinical manifestations of the chronic phase
of Chagas disease. Although many studies have contributed to the understanding of the
pathophysiology of Chagas disease, the mechanisms that explain the evolution to the cardiac
form of the disease and the distinction of the clinical manifestations have not yet been fully
established. The present work aimed to evaluate the association between the monocyte
subsets: classical (CD14"CD16°), intermediates (CD14"CD16") and non-classical (CD14
CD16") and the different CD4" T lymphocytes subsets (Thl, Th2, Thl7, Treg), after in vitro
stimulation with T. cruzi antigens, in peripheral blood cells of individuals in the different
clinical forms of Chagas disease. Our results showed a significant increase in the expression
of the co-stimulatory molecule CD80 in classic monocytes in the CARD group and CD86 in
non-classical monocytes in the IND group. Using linear regression analysis a significant
association between non-classical CD86" monocytes and Treg lymphocytes was observed in
non-infected (NI), IND and CARD groups. A significant increase in the frequency of Treg IL-
107IL-17" lymphocytes in the IND group was observed when compared to the CARD group
after stimulation with T.cruzi was observed. These results suggest that CD86" monocytes
preferentially target a Treg response independent of the evaluated group, presenting in greater
abundance in IND patients, favoring the formation of a more regulated environment and
limiting the development of the disease in these patients. In contrast, CARD patients besides
directing a response mediated by Thl lymphocytes, present Treg cell activation through the
alternative interaction with CD80 of the monocytes, suggesting that this interaction is
inefficient in regulating the immune response, contributing to the maintenance of the
persistent inflammatory process as observed in these patients.
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A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € considerada uma
entre as 17 doencas negligenciadas, com aproximadamente 8 milhdes de pessoas infectadas
em todo o mundo (WHO, 2016). O aumento da morbidade em regides ndo endémicas tem
recebido grande atencdo atualmente, principalmente devido a migracdo de individuos
infectados e também pela ressurgéncia da transmissdo em paises endémicos (Andrade et al.,
2014).

Durante a fase cronica da patologia, a maioria dos pacientes ndo desenvolvem
sintomas clinicos especificos da doenga, podendo continuar assintomaticos durante toda a
vida (Gomes et al., 2003). Entretanto, aproximadamente 30% dos individuos desenvolvem a
cardiopatia chagasica cronica, uma cardiopatia dilatada inflamatéria que é a manifestacéo
clinica de maior relevancia em consequéncia da infeccdo pelo T. cruzi, podendo ser fatal
para os individuos acometidos (Prata, 1990; Ribeiro & Rocha, 1998; Ribeiro Frade et al.,
2013; Alvares et al., 2014; Nogueira et al., 2014).

Mesmo ap6s 107 anos da primeira descrigdo do T. cruzi, 0s mecanismos envolvidos no
desenvolvimento das formas graves da doenca ainda sdo pouco compreendidos, podendo
envolver os seguintes fatores: cepa, viruléncia, carga parasitaria, via de infeccédo e a resposta
imune do hospedeiro (Andrade et al., 2002; Barreto-de-Albuquerque et al., 2015; Morrot et
al., 2016). A resposta imune que se segue a infeccdo pelo T. cruzi representa um importante
fator na determinacdo do prognéstico da infeccdo através da mobilizacdo de mudltiplos
mecanismos humorais e celulares da resposta imune inata e adquirida.

O direcionamento da resposta imune, especialmente a associacdo entre a resposta
imune inata/adaptativa, constitui um mecanismo importante para controle da parasitemia
durante a fase aguda da doenca. Contudo, na fase cronica, o desenvolvimento de alteracGes
importantes pode estar relacionado com a intensidade da resposta imune e assim, 0
direcionamento da resposta adaptativa pode influenciar fortemente as les6es e a morbidade
cardio-digestiva. Nesse contexto, a interacdo entre a resposta imune inata/adaptativa
representada por mondcitos e linfcitos, pode ser um ponto importante que ajude a
esclarecer a complexidade que envolve as manifestagdes clinicas da doenga de Chagas na
fase cronica.

Embora muitos trabalhos tenham contribuido para o esclarecimento da fisiopatologia
da doenca de Chagas, os mecanismos que expliqguem a evolucdo cardiaca da doenca e a
distingdo das manifestagdes clinicas ainda ndo foram totalmente estabelecidos. Considerando
a importancia da resposta imune inata e sua associacdo com a imunidade adaptativa no

controle e/ou desenvolvimento da patogénese chagasica, o presente trabalho traz um maior
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entendimento sobre a imunopatologia da doenca contribuindo para o entendimento do

estabelecimento das diferentes formas clinicas da doenca de Chagas.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo entre as subpopulac@es de mondcitos e as diferentes subpopulagdes de
linfécitos T CD4* (Th1, Th2, Thl7, Treg), ap6s estimulo in vitro com antigenos do T. cruzi,

nas diferentes formas clinicas da doenca de Chagas.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as subpopulacdes de mondcitos em pacientes com a forma clinica
indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas apés estimulacdo in vitro com
antigenos do T. cruzi, por citometria de fluxo, utilizando os seguintes marcadores:
CD14 e CD16;

e Avaliar a expressdo de moléculas de reconhecimento antigénico e ativacdo e a
expressao das citocinas intracitoplasmaticas IL-12 e IL-10 nas subpopulacdes de
monocitos em pacientes com a forma clinica indeterminada e cardiaca da doenca de

Chagas ap06s estimulagéo in vitro com antigenos do T. cruzi;

e Caracterizar as subpopulacgdes de linfocitos Thl, Th2, Thl7 e Treg, em pacientes com
a forma clinica indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas ap6s estimulacdo in

vitro com antigenos do T. cruzi, por citometria de fluxo;

e Avaliar a expressdo de citocinas IFN-y, IL-4, 1L-17, e IL-10 nas subpopulac¢bes de
linfocitos T CD4" Th1l, Th2, Th17 e Treg, respectivamente, em pacientes com a forma
clinica indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas apds estimulacdo in vitro com

antigenos do T. cruzi;

e Auvaliar a expressdo de moléculas de ativacdo em linfocitos totais em pacientes com a
forma clinica indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas apds estimulag&o in vitro

com antigenos do T. cruzi;

e Verificar uma possivel associacdo das subpopulagdes de mondcitos com as de

linfocitos através de analises de regresséo e correlacao.
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A descoberta da doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase
Americana, por Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas em 1909, foi considerada uma das
maiores e bem sucedidas conquistas em toda a historia da medicina tropical (Coura & Borges-
Pereira, 2010; Dias et al., 2016). Carlos Chagas descobriu o agente etiologico, sendo um
protozoario flagelado pertencente a espécie Trypanossoma cruzi, 0s hospedeiros
intermediérios e definitivos, a transmissdo vetorial e o0s principais sinais clinicos
desencadeados pela infeccdo (Chagas, 1909). Entretanto, mesmo 107 anos ap6s sua
descoberta, a doenca de Chagas continua sendo um sério problema de saude publica e
econdémico em muitos paises da América Latina (WHO, 2016).

A doenca de Chagas € considerada uma entre as 17 doencas negligenciadas e estima-se
que atualmente existem 8 milhGes de pessoas infectadas no mundo, principalmente nos 21
paises da América Latina, onde a doenca é endémica, com aproximadamente 12.000 6bitos
por ano e mais de 65 milhdes de individuos em risco de infec¢do (WHO, 2016).

Alguns paises da América do Sul, como Brasil, Uruguai e Chile, em iniciativa
conjunta, conseguiram combater a transmissdo vetorial e sanguinea da doenca, principalmente
através do uso de inseticidas e triagem de bolsas de sangue (Rocha et al., 2007; Silveira &
Dias, 2011; Sangenis et al.,2015). Entretanto, apesar desses esforcos e devido ao crescimento
da migracédo de individuos infectados de areas endémicas para regiGes ndo endémicas, como
América do Norte, Europa, Asia e Oceania, a doenca tornou-se um sério problema
epidemiolégico, econdmico e social em ambito global (Schmunis & Yadon, 2010; Coura &
Borges-Pereira, 2010; Coura et al., 2014, Dias, 2016; WHO 2016).

A principal forma de transmissdo da doenca é atraves de insetos pertencentes a familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae (Deane et al., 1984; Cardoso et al., 2016). A
transmissdo da doenca para 0 homem inicia-se quando insetos vetores hemat6fagos, durante
ou apds o repasto sanguineo, transmitem a forma infectante do T. cruzi presentes em suas
fezes e/ou urina. No interior do corpo do hospedeiro vertebrado, a forma tripomastigota
metaciclica invade diferentes tipos celulares, como células do tecido muscular, epitelial,
nervoso, fibroblastos e as células do sistema mononuclear fagocitario (Ferreira et al., 2012),
aonde se transformam nas formas amastigotas e iniciam-se intensa divisdo binaria simples.
Posteriormente, essas formas amastigotas se transformam em tripomastigotas sanguineos,
ocorrendo o rompimento da célula e liberagdo dessas formas evolutivas na corrente sanguinea.
Assim, o protozoario pode invadir novas células ou pode ser transferido para o inseto vetor
durante o repasto sanguineo. Nos triatomineos, os tripomastigotas sanguineos se encaminham

para 0 estbmago onde se transformam em epimastigotas ou esferomastigotas. As
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epimastigotas se dirigem para o intestino médio do vetor, onde se multiplicam por fisséo
bindria simples e se deslocam para a por¢do final do intestino onde se modificam em
tripomastigotas metaciclicos, forma infectante para o hospedeiro vertebrado, sendo assim
liberadas junto as fezes e/ou urina do inseto vetor. As formas esferomatigotas podem-se
modificar, ainda, em epimastigota longas, que ndo possuem capacidade de se multiplicar ndo
causando infecgdo, ou epimastigotas curtas que possuem a capacidade de multiplicacdo e
infeccdo (Neves, 2010; Stahl et al., 2014).

Além da transmissdo vetorial, o parasito pode ser transmitido ao homem por
transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos, acidentes laboratoriais, congénita e atraves da
ingestdo de alimentos contaminados com as formas tripomastigotas (Prata, 1990; Brener &
Gazzinelli., 1997; Andrade et al., 2014). Essas formas de transmissdo sdo responsaveis pela
introducdo e manutencao da doenca de Chagas em regiGes ndo-endémicas, como nos paises
europeus, Japdo, Australia e América do Norte, assim como contribuem para a persisténcia da
doenca em paises endémicos da América Latina (Teixeira et al., 2011; Domingues et al.,
2015). A infeccdo oral atualmente representa a rota de transmissdo de maior prevaléncia no
Brasil (Andrade et al., 2014; Dario et al., 2016). O Ministério da Saude contabilizou 1.570
casos de doenca de Chagas aguda no territorio nacional entre o periodo de 2000 e 2013 e
aproximadamente 70% dos casos referia-se a transmissdo oral (Ministério da Salde, 2016).

A doenca de Chagas € caracterizada por duas fases distintas durante o seu percurso: a
fase aguda, estagio inicial da doenca, inicia-se de 6 a 10 dias apos a infec¢do. Nessa fase, a
maioria dos pacientes acometidos apresentam sintomas clinicos inespecificos da doenca
(Prata, 1990; Frade et al., 2013) como febre, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia (Ribeiro
et al., 2012; Andrade et al., 2014; Steverding, 2014; Malik et al., 2015). Entretanto, em
pacientes infectados pelo T. cruzi através da transmissdo vetorial, € possivel observar sinais
classicos da doenca como o chagoma de inoculacdo, sendo definido por um edema no local da
infeccdo pelo triatomineo, ou sinal de Romafia, caracterizado por um edema bipalbebral
unilateral na conjuntiva ocular (Neves, 2010; Ribeiro et al., 2012; Steverding, 2014). Essa
fase também ¢é caracterizada por um aumento da parasitemia devido a intensa multiplicagdo
do parasito no interior das células do hospedeiro (Ribeiro & Rocha, 1998; De Aradljo et al.,
2012; Ayo et al.,, 2013). Nessa fase, a doenca pode ser detectada através de exame
parasitologico realizado pelo isolamento em cultura ou da visualizagdo microscépica do
parasito em sangue periférico dos pacientes.

Apos a fase aguda, ocorre diminuicdo da parasitemia em decorréncia da resposta

imune do hospedeiro e a infeccdo evolui para a fase cronica, com diferentes manifestacdes
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clinicas (Ayo et al., 2013; Steverding, 2014). Cerca de 60% dos individuos infectados
apresentam a forma clinica indeterminada (IND), caracterizada pela positividade nos testes
sorologicos e auséncia de manifestagdes clinicas (Mathews, 1973; Ribeiro & Rocha, 1998;
Macédo, 1999; Ribeiro et al., 2012; Ayo et al., 2013; Nogueira et al., 2014). Os pacientes
com a forma clinica IND podem ndo desenvolver manifestacfes clinicas graves e
permanecerem assintomaticos durante toda a vida (Gomes et al., 2003). Entretanto, ao longo
do tempo, individuos assintoméaticos podem desenvolver alteracbes e evoluirem para uma
forma clinica sintomatica (Malik et al., 2015).

Aproximadamente 30% dos individuos infectados desenvolvem a forma cardiaca
(CARD), resultante de danos progressivos do miocardio levando a cardiomiopatia chagasica
cronica (CCC) (Prata, 1990; Ribeiro & Rocha, 1998; Moncayo & Silveira, 2009; Tanowitz et
al., 2009; Ayo et al., 2013; Frade et al., 2013; Abel et al., 2014; Nogueira et al., 2014;
Magalhaes et al., 2015). A CCC é caracterizada por uma miocardite com a formacdo de um
infiltrado de células mononucleares, destruicdo de fibras cardiacas no foco inflamatério e
comprometimento dos plexos nervosos, levando a formagdo de um remodelamento tecidual e
fibrose no tecido cardiaco, cardiomegalia e insuficiéncia cardiaca congestiva, que pode causar
morte subita do paciente (Ribeiro & Rocha, 1998; Andrade, 2000; Guedes et al., 2009; Malik
et al., 2015). A faléncia cardiaca causada pela CCC possui 0 pior prognéstico e apresenta
menos de 50% da taxa de sobrevivéncia quando comparadas as cardiopatias de diferentes
etiologias (Frade et al., 2013; Nunes et al., 2013; Nogueira et al., 2014), sendo considerada a
mais fibrosante dentre as miocardites conhecidas (Bogliolo, 1976), com mais de 10.000
mortes por ano (Dutra et al., 2015).

A forma clinica digestiva da doenca de Chagas (DIG) atinge aproximadamente 10%
dos individuos infectados (Ayo et al., 2013). Suas manifestacfes clinicas sao expressas como
disfagia na presenca de esofagopatia e constipacdo intestinal na presenca de doenca do célon
(Meneghelli, 1999). Essa forma sintomatica da doenca de Chagas € caracterizada por
disturbios gastrointestinais através da denervagdo parassimpatica de ganglios intramurais que
pode se agravar levando ao surgimento do megacélon e megaeséfago (Stanaway & Roth,
2015; WHO, 2016). No Brasil, a regido centro-oeste possui alta frequéncia de individuos que
apresentam a forma clinica DIG da doenca (Rezende, 1984). A forma clinica cardiodigestiva
(CDG), também conhecida como mista, é caracterizada pelas manifestagcbes clinicas
compativeis com as formas CARD e DIG simultaneamente (Barreto, 1979; Rezende &
Moreira, 2004; Ayo et al., 2013) sendo raramente encontrada (Vago et al., 2000).
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Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doenca de
Chagas séo ainda pouco compreendidos, portanto a analise de particularidades na patogénese
das diferentes formas clinicas sugere que multiplos fatores possam estar envolvidos no seu
estabelecimento. Dentre esses fatores estdo a variabilidade de cepa do T. cruzi, a presenca de
fatores de viruléncia, a carga parasitaria inoculada, a via de infecgdo e a resposta imune do
hospedeiro (Andrade et al., 2002; Barreto-de-Albuquerque et al., 2015; Morrot et al., 2016).

O estudo da resposta imune € crucial para determinar a evolucdo da doenca (Savino et
al., 2007; Chaves et al., 2016) mobilizando multiplos mecanismos humorais e celulares da
resposta imune inata e adquirida. Inicialmente, a rapida eliminacdo do parasito é a funcéo
primaria da resposta imune inata. As células Natural Killer (NK) reconhecem moléculas
presentes na superficie celular do protozoario, sendo as mais abundantes as moléculas tipo
mucinas ligadas por ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Essa interacdo desencadeia a
ativacdo das células NK que iniciam a secrecdo de interferon gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral (TNF-a), sendo criticos para ativagdo dos fagécitos (Andrade et al., 2014).

Os mondcitos/macréfagos sdo células do sistema imune inato que na presenca do
parasito reconhecem os padrGes moleculares associados ao patégeno (PAMPS) através de
receptores especificos do tipo Toll (TLR), principalmente TLR-2 (Almeida & Gazzinelli,
2001; Junqueira et al., 2010; Gravina et al., 2013) e TLR4, o que desencadeia a fagocitose do
T. cruzi e a internalizacdo do microrganismo no fagolisossomo (Andrade et al., 2014). O
receptor TLR-9, presente na membrana dos endossomos também possuem um papel
importante durante a infeccdo pelo T. cruzi (Akira & Takeda, 2004; Bartholomeu et al.,
2008). Durante a fagocitose os tripomastigotas desencadeiam a ativacdo do NADPH-oxidade
associada a membrana do macrofago/mondcito, resultando na producdo continua do anion
superoxido Oz". Esse anion pode ser convertido em peroxido de hidrogénio, assim como
outras espécies reativas de oxigénio podem ser geradas como consequéncia de reacdes
citotdxicas imuno mediadas, resultando em dano mitocondrial e oxidagdo do DNA, proteinas
e lipidios, levando a morte do parasito (Cardoso et al., 2016). A presenca de citocinas pro-
inflamatorias IFN-y e TNF-o produzidas pelas células NK e linfécitos podem estimular
macrofagos/mondcitos infectados a produzirem alta concentracdo de oxido nitrico (NO)
através da atividade enzimatica da oxido nitrico sintetase (iNOS) pela oxidacdo de L-arginina
em L-citrulina e NO, sendo crucial para potencializar a capacidade de lise do protozoario
(Alvarez et al., 2014; Cardoso et al., 2016).

Os monocitos formam uma populacdo celular heterogenia apresentando distintas

subpopulacBes (Thaler et al., 2016). Mondcitos provenientes de humanos podem ser
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caracterizados de acordo com a expressdo das moléculas de superficie CD14 (Cros et al.,
2010; Ziegler-Heitbrock et al., 2016), um co-receptor de TLR-4 que medeia eventos de
transducéo de sinal induzidos por LPS e CD16 (Cros et al., 2010; Ziegler-Heitbrock et al.,
2016), um receptor com afinidade pela porcdo Fc de anticorpos, em trés diferentes
subpopulacdes:  mondcitos  classicos  (CD147*CD167), mondcitos  ndo-classicos
(CD14“"CD16**) e mondcitos intermediarios (CD14*CD16") (Wildgruber at al., 2016; Gaur
et al., 2016; Thaler et al., 2016; Ziegler-Heitbrock et al., 2016; Maga et al., 2016). Os
monacitos classicos possuem alta capacidade de fagocitose (Thaler et al., 2016) possuindo um
carater pré-inflamatorio, diferente dos mondcitos ndo-classicos, que apresentam um perfil
resolutivo da inflamacdo, a partir da producdo de citocinas anti-inflamatérias. Todavia, 0
papel dessas subpopulagdes inda ndo é compreendido na doenga de Chagas, assim como a
associacdo dessas subpopulacdes de mondcitos no direcionamento da resposta imune
adaptativa mediada por linfécitos.

A atuacdo dos mondcitos/macrofagos na ativagdo dos linfécitos e a produgdo de
citocinas também é um dos mecanismos pelo qual o sistema imune inato influencia o
desenvolvimento subsequente da resposta imune adaptativa (Andrade et al., 2014). Os
macrofagos reconhecem e processam o T. cruzi para apresentarem fragmentos de peptideos
através do complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) para o linfécito T CD4"
via receptor de células T (TCR). Essa apresentacdo ativa a expressao de moléculas co-
estimuladoras nos monadcitos, como B7-1 (CD80) / B7-2 (CD86) e CD40 a interagirem com
os receptores CD28 e CD40L, respectivamente, presente na superficie celular dos linfécitos T
CD4". Essa interagdo, assim como a associacdo de outras moléculas co-estimuladoras e a
liberacdo de citocinas desencadeia a ativacdo dos linfocitos T CD4" e pode estar relacionada
com o direcionamento das suas diferentes subpopulacdes, resultando em células efetoras dos
tipos Thl, Th2, Th17 ou Treg que diferem em suas fun¢des, padrdo de citocinas secretadas e
expressdo especifica de fatores de transcricdo (Teixeira et al., 2011).

Os ligantes CD28 e CTLA-4 (CD152) presentes nos linfocitos sdo cruciais para
determinar a ativacdo e a regulacéo dessas células. CD28 direciona a ativacdo dos linfocitos
guando ligado a molécula co-estimuladora CD80/86 de mondcitos, enquanto a CTLA-4
ligado as mesmas moléculas direciona a inibigdo da resposta celular linfocitaria (Hathcock et
al., 1994; Linsley et al., 1994).

A subpopulacdo de linfécitos T helper Thl possui um papel crucial na resposta imune
adaptativa contra a infecdo pelo T. cruzi por sua capacidade de recrutar e ativar outras células

do sistema inume como macrofagos, mastocitos, neutréfilos, basofilos, eosinofilos, linfocitos
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T CD8" e linfocitos B. Essas células medeiam a resposta imune celular através da producéo
de citocinas pro-inflamatorias como IL-2, IFN-y e TNF-a sendo cruciais para direcionar uma
acdo efetora mais eficiente pelos macréfagos (Teixeira et al., 2011).

Os linfocitos Th2 estdo envolvidos em reagdes imune humoral contra infeccbes
parasitarias, principalmente por helmintos, direcionando a producdo de anticorpos IgE por
eosinofilos e mastocitos (Teixeira et al., 2011). Essa subpopulagdo de linfocitos secreta,
preferencialmente, citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 e fator transformante do
crescimento beta (TGF-B), auxiliando no controle das respostas inflamatdrias (Bonney et al.,
2015).

As células Th17 tém sido amplamente estudadas em diferentes patologias, como nas
doencas autoimune (Teixeira et al., 2011), incluindo artrite reumatoide e esclerose mdaltipla
(Rakebrandt et al., 2016), podendo estar associada com func¢des anti ou pré-inflamatoria
(Bonney et al., 2015) através da liberacdo de citocinas, incluindo IL-17 e IL-22 (Teixeira et
al., 2011). Ainda ndo é consensual a funcdo da IL-17 na fase cronica da doenca de Chagas.
Contudo, alguns autores afirmam que ela pode ter uma fungdo importante para controlar o
desenvolvimento da cardiopatia Chagéasica por sua capacidade de regular as funcdes pro-
inflamatdrias dos linfocitos Thl (Guedes et al., 2012; Magalhaes et al., 2013; Bonney et al.,
2015).

As células T reguladoras (Treg) sdao uma populacdo celular de linfocitos
CD4*CD25""FOXP3* que possuem capacidade de controlar a resposta imune (Baecher-
Allan et al., 2002; de Aradjo et al., 2011; Mengel et al., 2016) através do contato celular e/ou
producdo de citocinas (Sojka et al., 2008). De Arauljo e colaboradores (2012) observaram que
a presenca de células Treg em pacientes com a forma IND pode ser o diferencial para o
melhor prognostico clinico desses pacientes em relacdo aos pacientes com cardiopatia
chagasica.

Muitos estudos demonstram que os pacientes com as diferentes formas clinicas da
doenca de Chagas possuem diferentes tipos de respostas mediadas por linfocitos T CD4".
Estes estudos sugerem que pacientes com cardiopatia chagasica produzem de forma
exacerbada citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y e TNF-a, que leva a formagdo de uma
resposta do tipo Thl com pouca producgéo de citocinas anti-inflamatdrias, levando a perda da
regulacdo da resposta imune e contribuindo para a manutengédo da patologia (Gomes et al.,
2003; Cunha Neto et al., 2009; Rodrigues et al., 2012; Frade et al., 2013; Basso, 2013;
Chaves et al., 2016). Por outro lado, pacientes com a forma clinica IND apesar de terem uma

resposta inflamatoria Thl importante para controlar a replicacdo do parasito, produzem
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predominantemente citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e IL-17, possuindo um equilibrio
entre a producéo de citocinas inflamatdrias e moduladoras que controlam os danos teciduais e
desencadeando assim, uma reposta mediada por linfocitos T mais modulada (Gomes et al.,
2003; de Araujo et al., 2012; Melo et al., 2012; Magalhaes et al., 2013; Andrade et al., 2014;
Malik et al., 2015; Dutra et al., 2015; Chaves et al., 2016). Assim, a ativacdo do sistema
imune é importante no controle da replica¢do do parasito e na reducdo da carga parasitaria na
fase aguda. Porém, pode contribuir para o desenvolvimento de lesdes teciduais e no
aparecimento das diferentes manifestacdes clinicas observadas nos pacientes durante a fase
crénica (Gomes et al., 2005; Sathler-Avelar et al., 2009).

Mediadores inflamatérios produzidos pelos monécitos podem ser importantes na
modulacdo da resposta imune na doenca de Chagas, e podem determinar o progndstico da
infeccdo. Dentre esses mediadores, destacam-se a IL-12 que direciona uma resposta Thl
(Brener & Gazzinelli, 1997), IL-4 que desencadeia uma resposta Th2, TGF-B que direciona
uma resposta Treg e a producdo de IL-6 desencadeia uma resposta Th1l7 (Afzali et al., 2007;
Teixeira et al., 2011). A producdo dessas citocinas € essencial para que ocorra a expressdo dos
fatores de transcricdo que caracterizam as diferentes subpopulacdes de linfocitos T helper
Thl, Th2, Thl7 e Treg: “T-box expressed in T cells” (T-bet), “GATA-binding protein-3”
(GATA-3), “retinoid-related orphan receptor yt” (RORy-T) e “forkhead box P3” (FOXP3)
(Afzali et al., 2007, Nogueira et al., 2014), respectivamente (Figura 1).

Figura 1. Associacdo dos mediadores liberados pelos mondcitos/macréfagos no direcionamento dos
diferentes tipos de respostas mediadas por linfocitos T CD4* (Thl, Th2, Thl7 ou Treg). Os diferentes
tracejados das linhas estdo diretamente relacionados com o desenvolvimento das subpopulagdes de linfécitos T
CD4*.
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Souza e colaboradores (2004) demostraram que mondcitos derivados de pacientes com
a forma IND apresentam caracteristicas moduladoras, com baixa expressédo de HLA-DR e alta
expressdo de 1L-10. Por outro lado, mondcitos de pacientes CARD parecem comprometidos
com a intensa resposta inflamatdria devido a alta expressdo de TNF-a. Outros trabalhos
observaram que os linfocitos dos pacientes assintomaticos apresentavam maior expressdo de
CLTA-4, sugerindo a formacdo de um ambiente modulado quando comparado com o0s
pacientes CARD (Souza et al., 2007). Gomes e colaboradores (2005) demostraram que
pacientes com cardiopatia chagasica possuiam altos niveis de IFN-y em relacdo a pacientes
IND e NI, com baixa expressdo de IL-10, o que poderia estar envolvido no desenvolvimento
da forma cardiaca grave. Este estudo também demonstrou que a secre¢do de IFN-y em
pacientes CARD ¢é realizada por linfécitos T CD4", enquanto a producdo de IL-10 em
pacientes assintomaticos é realizada por mondcitos. Esses dados sugerem que essa populacéo
de fagocitos pode estar envolvida na regulacdo da resposta imune na doenca de Chagas
através da secrecdo de IL-10 que pode atuar regulando a expressdo de 1L-12 e IFN-y.

Pacientes com doenca de Chagas mostraram alta resposta proliferativa contra o T.
cruzi quando comparados com pacientes NI e ap6s a deplecdo de células aderentes, sendo em
sua maioria macrofagos, a resposta proliferativa contra o protozoario era aumentada nos
individuos NI, IND e CARD, sugerindo um efeito supressivo exercido pelos mondcitos
(Gomes et al. 2013). Ap6s a deplecdo de mondcitos, foi observado uma diminuicao
significativa nos niveis de IL-2 e IFN-y, assim como uma reduc¢do nos niveis da citocina anti-
inflamatdria IL-10 de pacientes IND e CARD, demonstrando ser 0os mondcitos importante
fonte de IL-10. Dessa forma, os mediadores produzidos pelos mondcitos podem ser
importantes para diferenciar a resposta imune entre as diferentes formas clinicas da doenca de
Chagas, podendo assim influenciar na evolucédo das diferentes formas clinicas da patologia.

Atualmente, muito se conhece sobre a atuacdo dos mondcitos e dos linfocitos nas
diferentes formas clinicas da fase crénica da doenca de Chagas. Contudo, a associagdo entre a
resposta imune inata e a geragdo da resposta adaptativa induzida pelo T. cruzi tem sido pouco
explorada. Apesar do grande numero de estudos relacionados a resposta imune celular
mediada por linfécitos (Sathler-Avelar et al., 2009; Kayama & Takeda, 2010; Junqgueira et al.,
2010; Aoki et al., 2012; Gomes et al., 2012; Rodrigues et al., 2012), pouco se sabe a respeito
do perfil dos mediadores e das células da resposta imune inata no direcionamento da resposta

imune adaptativa durante a fase crénica doenca de Chagas.

29



4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Aspectos éticos

O presente estudo atende aos aspectos fundamentais da resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude que dispe sobre as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos. Todos os individuos incluidos no estudo assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Pesquisa René Rachou (CPgRR) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (N° 15/2011)
(Anexo A).

4.2 Caracterizacao da populacao de estudo

Todos os individuos incluidos neste estudo foram recrutados no Ambulatorio de
doencas infecto parasitarias do CPqRR, sob a coordenacdo da Dra. Silvana Maria Eloi Santos.
Foram realizados em todos os pacientes exame clinico completo conforme rotina do servico,
além de exames complementares, dependendo das caracteristicas e indica¢cdes da cada caso,
incluindo radiografia toracica, eletrocardiograma convencional, eséfagograma com pesquisa
de retencdo (técnica de Neuheuser) e enema opaco de enchimento, sem preparo (sendo os dois
ultimos solicitados apenas para definicdo da forma indeterminada ou esclarecimento de
constipacgéo intestinal).

O cuidado clinico foi oferecido independentemente da aceitagdo ou ndo em participar
do estudo. Os pacientes que preencherem os critérios de inclusdo foram divididos nos

seguintes grupos:

Grupo de individuos ndo infectados (NI1): Constituido por individuos que apresentarem
um minimo de dois resultados soroldgicos negativos para a doenca de Chagas, além de
auséncia de indicios clinicos da doenca e auséncia de alteracGes cardiacas.

Grupo de pacientes que apresentam a forma clinica indeterminada (IND): Constituido
por pacientes que apresentam positividade soroldgica e/ ou parasitoldgica para doenca de
Chagas; auséncia de sintomas e/ ou sinais da moléstia; eletrocardiograma (ECG)
convencional normal; estudos radioldgicos do coragdo, es6fago e célon normais.

Grupo de pacientes que apresentam a forma clinica cardiaca (CARD): Constituido por
pacientes que apresentam positividade soroldgica e/ ou parasitologica para doenga de
Chagas, ECG com alteracOes avangadas, extra-sistoles ventriculares frequentes, aumento

do diametro do ventriculo esquerdo em diastole e uma silhueta cardiaca aumentada.
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Os individuos néo infectados foram selecionados pelos pesquisadores, pertencendo ao

convivio pessoal dos mesmos, cuja procedéncia demogréfica era conhecida, considerando os

critérios de exclusdo mencionados a seguir.

4.2.1 Critérios de inclusao

Apos avaliacdo clinica, eletrocardiografica e laboratorial, os pacientes chagasicos

foram selecionados de acordo com o0s seguintes critérios:

Diagnostico soroldgico para a doenca de Chagas, caracterizado pela presenga de pelo
menos duas reacdes sorologicas positivas dentre as trés técnicas empregadas (enzyme-
linked immunosorbent assay - ELISA, hemaglutinacdo e reacdo de imunofluorescéncia
indireta);

Idade compreendida entre 30 e 75 anos;

Niveis de tensdo arterial dentro de faixa na normalidade (sistélica <130 mmHg e
diastolica <90 mmHg).

Presenca de alteracdes eletrocardiograficas compativeis com associacdo do blogueio
completo do ramo direito e hemibloqueio anterior esquerdo;

Auséncia de evidéncias clinicas e complementares de acometimento cardiaco nao
relacionado a doenca de Chagas;

Auséncia de condic@es clinicas que possam alterar a funcdo cardiocirculatoria;

Conclusédo dos exames propostos;

Consentimento voluntario de participagdo na pesquisa.

4.2.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos deste estudo todos os pacientes que ndo preencheram os critérios de

inclusdo definidos acima e 0s que apresentaram:

Impossibilidade ou auséncia de disponibilidade para a realizacdo dos exames propostos;
Hipertensdo arterial sistémica (HAS), definida operacionalmente como: pressao arterial
medida durante o exame fisico 160/95 mmHg, em mais de uma oportunidade ou pressdo
arterial medida durante o exame fisico entre 140-159/90-94 mmHg, em mais de uma
oportunidade, associado a: 1) histéria de hipertensdo arterial sistémica, ou; 2) quarta bulha
ao exame fisico, ou 3) provavel sobrecarga ventricular esquerda ao ECG pelo critério de
Romhilt-Estes, ou 4) evidéncias de dilatacdo adrtica a radiografia de torax;
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e Evidéncias clinicas ou laboratoriais de hipotiroidismo ou hipertireoidismo nao induzido
por medicamento;

e Diabetes mellitus ou tolerancia reduzida a glicose, conforme anamnese, dosagem de
glicemia em jejum e, se necessario, prova de tolerancia oral a glicose;

e Episodio prévio sugestivo de doenga reumatica aguda;

e Doenca pulmonar obstrutiva crénica, evidenciada pela historia clinica, exame fisico, ECG
e alteracOes radioldgicas sugestivas;

e Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420g de etanol (média
diaria acima de 60g de etanol);

e Evidéncias clinicas, eletrocardiograficas e/ou ergométricas de cardiopatia isquémica;

e Oultras cardiopatias;

e Gravidez, definida por critérios laboratoriais;

e Qualquer outra doenca sistémica significativa cronica ou aguda que possa interferir nos
resultados dos métodos propostos.

e Anemia significativa, definida arbitrariamente com hemoglobina menor que 10g/dL;

e Distarbios hidroeletroliticos, especificamente, niveis séricos anormais de potéssio e sodio;

e Insuficiéncia renal, definida pelo aumento dos niveis de creatinina e uréia plasmaticas,

associadas ou nao as manifestacOes classicas de uremia.

4.3 Preparacao dos antigenos derivados da forma tripomastigota (TRIPO) do T. cruzi

As formas tripomastigotas foram obtidas de cultura de células LLC mantidas em
meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os parasitos da
cepa CL Brener foram lavados 3 vezes em solucdo salina (PBS 0,15M pH=7,4) por
centrifugacdo e a massa Umida congelada e degelada trés vezes. Completando-se a ruptura
total dos parasitos por homogeneizagdo em tubos Potter Elvejen, 5 vezes por 60 segundos
cada, com 30 segundos de intervalo em banho de gelo. Subsequentemente, as suspensdes
foram centrifugadas a 50.000g durante 60 minutos a 4°C com PBS. O fluido sobrenadante

limpido foi coletado, dialisado por 48 horas a 4°C, esterilizado por filtracdo em filtro

Millipore 0.45um e mantido em pequenas aliquotas de 1mL a -709C até o uso. A contencao
de antigenos proteicos foi dosada atraves do equipamento NanoDrop (Thermo Scientific) e a

concentracéo final utilizada foi de 20pg/mL.

33



4.4 Andlise de marcadores de superficie e intracitoplasmaticos por reacdes de

imunofluorescéncia através da citometria de fluxo

Amostras de sangue periférico dos pacientes que participaram do estudo foram
coletadas em tubo Vacuntainer estéril contendo heparina. Foi adicionado em tubos de
polipropileno de 14mL (Falcon, E.U.A) aliquotas de 1mL de sangue periférico dos individuos
e foi incubado apenas na presenca de meio RPMI (Gibco), recebendo a denominacdo de
cultura sem estimulo (controle) ou na presenca de antigenos sollveis tripomastigotas do T.
cruzi, com uma concentracdo final de 20ug/mL, recebendo a denominacdo de cultura com
estimulo (Tripo). Os tubos foram posteriormente incubados por 18 horas em estufa de CO>
com 5% de umidade a 37°C (Forma Scientific - EUA). Previamente, foram adicionadas aos
tubos 20uL de Brefeldina A (Sigma, EUA) na concentracdo de 1mg/mL e em seguida as
culturas incubadas por mais quatro horas em estufa nas mesmas condices ja citadas. A
Brefeldina € essencial para a retengdo das moléculas no interior celular, uma vez que essa
substancia interfere no transporte intracelular quando rompe o aparelho de Golgi.
Posteriormente foi adicionado aos tubos de cultura 200pL de EDTA (Sigma, EUA) na
concentracdo final de 2mM. Os tubos contendo as amostras foram incubados por 15 minutos
em estufa de CO> com 5% de umidade a 37°C. O EDTA bloqueia o processo de ativagdo
posterior das células e garante a obten¢do de resultados padronizados e comparaveis. Apos 0
periodo de incubacdo, foram adicionadas aos tubos 3mL de PBS-W (PBS pH 7.4, contendo
0.5% BSA e 0.1% de azida sodica) e as amostras foram centrifugadas a 400g por 10 minutos a
18°C. O sobrenadante foi aspirado deixando um volume final de 2,5mL. Posteriormente foram
adicionados 200uL deste sangue em tubos de poliestireno de 5mL (Falcon, EUA)
devidamente identificados e com anticorpos de superficie correspondentes e foram incubados
por 30 minutos ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. P6s o periodo de incubacdo, as
amostras foram lisadas e fixadas em 2mL de solucdo de lise (50.000USP/L de heparina,
2,85¢/L de citrato de sddio, 30mL/L de dietilenoglicol e 54mL/L de formaldeido) por 10
minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Foi adicionado 1mL de de PBS-W para a
interrupcdo da lise e os tubos foram centrifugados a 4009, por 10 minutos & 18°C. O conteudo
foi vertido, as células foram lavadas novamente com 2mL de PBS-W e centrifugadas a 400g,
por 10 minutos a 18°C. Posteriormente, ap0s verter os tubos, foram acrescentados 2,5mL de
PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sodica e 0,5% de saponina)

seguido por uma incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz.
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Para a deteccdo dos marcadores intracelulares foi adicionado apos a incubacao
anticorpo anti-citocinas e anti-fatores de transcricdo aos respectivos tubos por 1 hora na
auséncia de luz. Apo6s a incubagdo, as células foram lavadas com 1mL de PBS-W e
centrifugadas a 400g, por 10 minutos a 18°C. No final, foram adicionados 200uL de solucéo
fixadora (10g/l de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sédio, 6,67g/L de cloreto de sodio,
pH 7,2 - reagentes SIGMA, E.U.A). As amostras contendo a suspensao celular foram
utilizadas para aquisicdo de dados em citdmetro de fluxo (FACS LDRFortessa - BD, E.U.A).
Foram analisados 60.000 eventos dentro da populacdo de linfocitos pelos pardmetros de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). As moléculas de superficie analisadas, assim como 0s
marcadores intracelulares estdo descritos na tabela do Anexo B. Os anticorpos foram
conjugados com FITC, PE, PERCP (ou PE-Cy5 ou PERCP-Cy5.5), APC, APCCy7, PE-Cy7,
BVv421.

4.5 Aquisicéo e estratégia de analise dos dados

O citdbmetro de fluxo (FACS LDRFortessa - BD, E.U.A) utilizado neste trabalho é
equipado com quatro lasers — azul, vermelho, violeta e ultravioleta (UV) que permite deteccéo
de 10 parametros simultaneamente: tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), fluorescéncia do
tipo 1 (FL1), fluorescéncia do tipo 2 (FL2), fluorescéncia do tipo 3 (FL3) e fluorescéncia do
tipo 4 (FL4), fluorescéncia do tipo 5 (FL5), fluorescéncia do tipo 6 (FL6), fluorescéncia do
tipo 7 (FL7) e fluorescéncia do tipo 8 (FL8), sendo que a ultima fluorescéncia ndo foi
utilizada no presente estudo. FL1, FL2, FL3, FL4, FL5, FL6, FL7 correspondem aos sinais
luminosos emitidos pela excitacdo de FITC, PE, PerCP, APC, APCCy7, PE-Cy7 e BV421,
simultaneamente. A identificacdo de populacbes celulares de interesse, bem como a
determinacdo do valor percentual destas populagdes e subpopulagdes, foram feitas através do

software FlowJo. Foram coletados 60.000 eventos dentro da populacéo de linfécitos.

4.5.1 Estratégias de analise para a caracterizacao das subpopulagdes monocitos

Para caracterizar o perfil fenotipico dos mondcitos do sangue periférico e suas
subpopulacdes, inicialmente foi criado um grafico de granulosidade celular (Side Scatter -
SSC) versus densidade de fluorescéncia-1 (FL1-A, HLA-DR FITC), sendo selecionado por
uma janela — “gate” a populagdo de mondcitos total (Figura 2A). Apos a selegdo da populacéo

de interesse, foi criado um novo grafico de densidade de fluorescéncia-3 (FL3-A, CD14
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PerCP) versus densidade de fluorescéncia-5 (FL5-A, CD16 APCCy7), ocorrendo a
delimitacdo das trés subpopulages de mondcitos: mondcitos classicos (CD14'CD16Y),
mondcitos intermediarios (CD14"CD16") e mondcitos nao-classicos (CD14'CD16") (Figura
2B).
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Figura 2. Andlise do perfil fenotipico dos mondcitos do sangue periférico e suas subpopulacfes, por
citometria de fluxo. (A) Representa o perfil da populacdo de mondcitos totais, selecionados no gate
“Mondcitos” em grafico de granulosidade (SSC) versus densidade de fluorescéncia-1 (FL1-A, HLA-DR FITC).
(B) representa perfil das subpopulagbes de mondcitos: mondcitos classicos (CD14*CD16%), mondcitos
intermediarios (CD14*CD16*) e mondcitos ndo-classicos (CD14'CD16%), em grafico de densidade de
fluorescéncia-3 (FL3-A, CD14 PerCP) versus densidade de fluorescéncia-5 (FL5-A, CD16 APCCy7).

A préxima estratégia correspondeu a avaliacdo do perfil fenotipico-funcional das
subpopulacdes de mondcitos. Moléculas expressas constitutivamente (TLR-2, TLR-4, TLR-9,
CD80 e CD86) nessas subpopulacdes celulares foram analisadas quanto a intensidade média
de fluorescéncia (IMF) em gréafico de histograma (Figura 3A). A mesma estratégia de analise

foi realizada para as moléculas expressas por essas células (IL-10 e 1L-12) (Figura 3B).
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Figura 3. Analise do perfil fenotipico-funcional das subpopula¢des de mondcitos do sangue periférico por
citometria de fluxo. (A) Representa o perfil de andlise da expressdo de TLR-4 pelas subpopulagdes de
mondcitos do sangue periférico, por intensidade média de fluorescéncia (IMF). (B) representa o perfil de andlise
da expressdo de IL-12 pelas subpopulagdes de monécitos do sangue periférico, pela frequéncia de células que

expressam.

4.5.2 Estratégias de andlise para a caracterizacao dos linfdcitos e suas subpopulagdes Thl,

Th2, Treg e Thl7

A caracterizacdo dos linfocitos totais foi obtida através do grafico de tamanho celular
(forward scatter - FSC) versus granulosidade celular (Side Scatter - SSC) e com a criacdo de
um “gate” na populagdo de linfécitos (Figura 4A). Posteriormente, foi criado um novo gréafico
de granulosidade celular (Side Scatter - SSC) versus densidade de fluorescéncia-7 (FL7-A,
CD4 BV421) na qual foi criado um “gate” na populac@o de linfocitos auxiliares (linfocitos T
CD4") (Figura 4B).
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Figura 4. Analise do perfil fenotipico dos linfocitos T do sangue periférico por citometria de fluxo. (A)
Representa o perfil da populacdo de linfocitos totais, selecionados no gate “Linfécitos” em grafico de
granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC). (B) Representa o perfil da populacdo de linfocitos TCD4* através
do gréfico de granulosidade (SSC) versus densidade de fluorescéncia-7 (FL7-A, CD4 BV421)

A proxima estratégia foi utilizada para a identificacdo das subpopulagdes de linfdcitos
de interesse: apds selecionar o “gate” na populagdo de linfécitos T CD4" foi criado um grafico
de densidade de fluorescéncia-1 (FL1-A, Thet FITC) versus densidade de fluorescéncia-2
(FL2-A, IFN-y PE) que caracteriza a subpopulacéo Th1l (Figura 5A), um grafico de densidade
de fluorescéncia-1 (FL1-A, GATA3 FITC) versus densidade de fluorescéncia-2 (FL2-A, IL-4
PE) que caracteriza a subpopulacdo Th2 (Figura 5B), um gréafico de densidade de
fluorescéncia-5 (FL5-A, CD25 APCCy7) versus densidade de fluorescéncia-6 (FL6-A,
FOXP3 PECy7) que caracteriza a subpopulacdo Treg (Figura 5C) e um grafico de densidade
de fluorescéncia-2 (FL2-A, RORyT PE) versus densidade de fluorescéncia-1 (FL1-A, IL-17A
FITC) que caracteriza a subpopulacdo Th17 (Figura 5D). Nos linfécitos TCD4" reguladores
também foi avaliado a expressdo das citocinas IL-10 e IL-17.

Foram avaliados nos linfdcitos totais a frequéncia de CD25, CD28 e CD152 pela

frequéncia de células produtoras em grafico de histograma.
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Figura 5. Anélise do perfil fenotipico das subpopulag¢des de linfécitos T CD4* por citometria de fluxo. (A)
Representa a subpopulacdo Thl através do grafico de densidade de fluorescéncia-1 (FL1-A, Thet FITC) versus
densidade de fluorescéncia-2 (FL2-A, IFN-y PE). (B) Representa a subpopulacdo Th2 pela expressao do fator de
transcricdo GATA3 através do grafico de um gréfico de densidade de fluorescéncia-1 (FL1-A, GATA3 FITC)
versus densidade de fluorescéncia-2 (FL2-A, IL-4 PE). (C) Representa a subpopulagdo Treg pela expressdo do
fator de transcricdo FOXP3 através do grafico de um grafico de densidade de fluorescéncia-5 (FL5-A, CD25
APCCy7) versus densidade de fluorescéncia-6 (FL6-A, FOXP3 PECy7). (D) Representa a subpopulacdo Th17
pela expressio do fator de transcrigdo RORYT através do grafico de densidade de fluorescéncia-2 (FL2-A,
RORyT PE) versus densidade de fluorescéncia-1 (FL1-A, IL-17A FITC).

4.6 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 5.0 (San

Diego, CA). Os dados apresentaram distribuicdo ndo parametrica.
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Para verificar diferencas estatisticas entre as culturas controles e as culturas
estimuladas foi realizada analise pareada empregando o teste de Wilcoxon, seguido de Rank.
Diferencas entre as formas clinicas nos grupos controle e Tripo foram determinadas com o
teste de Kruskal-Wallis. O intervalo de confianca definido foi 95% e as diferencas estatisticas
significativas foram consideradas quando p<0,05.

A associacdo entre as subpopulages de mondcitos e de linfécitos foi determinada a
partir da regressdo linear, considerando o coeficiente de determinacdo (R?) para a qualidade
do ajuste e o teste F para medir a variancia entre os pares (p<0.05).

A correlacdo entre as varidveis dependentes foi avaliada considerando o coeficiente de
Spearman (p). Apenas correlacdes fortes (p>0.63) e estatisticamente significativas (p<0.05)

foram representadas.
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5 RESULTADOS
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O estudo da resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro induzida contra o T. cruzi
é de grande importancia para determinar a evolucdo da doenca de Chagas (Savino et al.,
2007; Chaves et al., 2016). A ativacdo da imunidade inata e consequentemente da imunidade
adaptativa s8o mecanismos intrinsecos que determinam tal evolucdo. Dessa forma, para
compreender a associacdo entre as subpopulaces de mondécitos e as diferentes
subpopulagdes de linfocitos T CD4* (Thl, Th2, Thl7, Treg), os resultados do presente
estudo serdo apresentados em quatro partes.

A primeira parte constitui-se da caracterizacdo das subpopulacBes de mondcitos
(mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos) em culturas sem estimulo (controle) e
em culturas na presenca de antigenos sollveis tripomastigotas do T. cruzi (Tripo) em
individuos ndo infectados (NI), pacientes com a forma clinica indeterminada (IND) e
cardiaca (CARD). Foi avaliado a frequéncia da expressao das citocinas IL-12 e IL-10 por
intensidade média de fluorescéncia, a expressdo das moléculas de reconhecimento TLR-2,
TLR-4 e TLR-9 e de co-estimulagdo CD80 e CD86 em cada subpopulacdo de mondcitos.

A segunda parte do trabalho caracterizou as subpopulacéo de linfocitos T CD4" (Th1,
Th2, Th17 e Treg) através da expresséo dos fatores de transcricdo Thet, GATA3, RORyT e
FOXPS3, respectivamente, em cultura controle e Tripo, em individuos NI, IND e CARD.
Também foi avaliada a expresséo das citocinas IFN-y, IL-4, IL-17 e IL-10, pelos linfocitos
Thl, Th2, Th17 e Treg respectivamente, assim como a co-expressdo de IL-107IL-17" pelas
células T reguladoras. Avaliou-se também a expressdo das moléculas de ativacdo CD25,
CD28 e CTLA-4 nos linfécitos T CD4* totais em individuos NI, IND e CARD.

A terceira parte do trabalho possuiu como objetivo associar as subpopulacdo de
mondcitos CD80" ou CD86" com as subpopulacdo de linfécitos Thl, Th2, Thl7 e Treg
através da analise de regressao linear em individuos NI, IND e CARD.

A quarta e ultima parte do presente estudo constitui-se na analise de correlacdo entre
os linfécitos Thl, Th2, Thl7 e Treg e as citocinas expressas IFN-y, IL-4, IL-17 e a co-
expressao de IL-10*IL-17*, respectivamente, com as subpopulagdes de monécitos IL-12* e
IL-10* em individuos NI, IND e CARD.
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5.1. Avaliacao do perfil fenotipico e funcional das subpopulaces de monacitos

5.1.1 Avaliacéo das subpopulacGes de mondcitos

Os resultados obtidos demonstram que individuos ndo infectados possuem maior
frequéncia de mondcitos classicos (CD14"CD16°) quando comparados ao grupo IND e CARD
em cultura controle e apds estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo). Além disso,
observa-se diminuicdo significativa na frequéncia dessa subpopulacdo apds estimulo nos trés
grupos avaliados (Figura 6A). Observamos também a diminuicdo na frequéncia de monadcitos
intermediarios (CD14"CD16") (Figura 6B) e mondcitos ndo-classicos (CD14°'CD16") (Figura
6C) apds estimulo em individuos IND. Os resultados demonstraram que todos oS grupos
estudados apresentam maior propor¢do de mondcitos classicos quando comparados com

monacitos intermediarios e ndo-classicos (Figura 6D).
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Figura 6. Andlise da frequéncia das subpopulac¢bes de mondcitos nas diferentes formas clinicas da doenca
de Chagas. Frequéncia de mondcitos classicos (A), intermediarios (B) e ndo classicos (C) foi avaliada em
cultura sem estimulo (controle) e apds estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo), assim como a
proporcdo de mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos (D) ap6s estimulo in vitro em individuos ndo
infectados (NI, n=6) e em pacientes que apresentam as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca
(CARD, n=9) da doenca de Chagas. Os graficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos estdo representadas por linhas e asteriscos (*). O octothorpe (#) indica a
diferenca estatistica significativa entre a cultura controle e Tripo.

5.1.2 Avaliagao da expressao das moléculas de reconhecimento TLR-2, TLR-4, TLR-9 e co-

estimulagdo CD80 e CD86 nas subpopulacbes de mondcitos

Os resultados demonstraram um aumento significativo da expressdo de TLR-2 em
monocitos classicos (Figura 7A) e intermediarios (Figura 7B) do grupo NI apos estimulo in
vitro com Tripo quando comparados a cultura controle. Entretanto, ndo observamos alteraces

significativas quanto a expressdo de TLR-2 nos mondcitos dos demais grupos avaliados.
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Figura 7. Andlise da expressdo de TLR-2 em mondcitos classicos (A), intermediarios (B) e ndo-classicos

(C). A expressdo de TLR-2 foi avaliada por intensidade média de fluorescéncia (IMF) em cultura controle e ap6s

estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo) em individuos ndo infectados (NI, n=6) e em pacientes com as
formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca (CARD, n=9) da doenca de Chagas. Os gréficos destacam
a mediana e o intervalo interquartil. As diferencas significativas (p<0,05) estdo representadas pelo octothorpe (#)

guando comparados controle e Tripo em um mesmo grupo. O circulo preenchido em preto representa os valores

outliers.

N&o foram observadas alteracGes significativas na expressao de TLR-4 nas diferentes

subpopulacdes de mondcitos dos grupos avaliados em cultura controle e Tripo (Figura 8).
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Figura 8. Andlise da expressdo de TLR-4 em mondcitos classicos (A), intermediarios (B) e n&o-cléssicos
(C). A expressdo de TLR-4 foi avaliada por intensidade média de fluorescéncia (IMF) em cultura controle e apds
estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo) em individuos ndo infectados (NI, n=6) e em pacientes com as
formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca (CARD, n=9) da doenca de Chagas. Os gréaficos destacam
a mediana e o intervalo interquartil. N&o foi possivel observar diferenca na expressdo dessa molécula nos grupos

avaliados. O circulo preenchido em preto representa os valores outliers.

Em relacdo a expressdo de TLR-9, houve apenas um aumento significativo na
expressao dessa molécula em mondcitos intermediarios no grupo NI quando comparados ao
grupo CARD em cultura controle (Figura 9B). Quando observados 0os mondcitos classicos
(Figura 9A) e ndo-classicos (Figura 9C) ndo foram observadas alteragdes significativas quanto

a expressdo de TRL-9 nos grupos estudados.
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Figura 9. Andlise da expressdo de TLR-9 em mondcitos classicos (A), intermediarios (B) e ndo-classicos
(C). A expressdo de TLR-9 foi avaliada por intensidade média de fluorescéncia (IMF) em cultura controle e apds
estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo) em individuos ndo infectados (NI, n=6) e em pacientes com as
formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca (CARD, n=9) da doenca de Chagas. Os gréaficos destacam
a mediana e o intervalo interquartil. As diferencas significativas (p<0,05) entre 0s grupos esto representadas por

linhas e asteriscos (*).

Demonstramos ainda um aumento significativo na expressdo de CD80 em mondcitos
classicos no grupo CARD quando comparado a NI apos estimulo in vitro (Figura 10A). Em
relacdo aos monaocitos intermediarios (Figura 10B) e ndo-classicos (Figura 10C) nao

observamos alteracdes significativas quanto a expressdao de CD80 nos grupos estudados.
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Figura 10. Analise da expressdo da molécula co-estimuladora CD80 em mondcitos classicos (A),
intermediarios (B) e ndo-classicos (C). A expressdo de CD80 foi avaliada por intensidade média de
fluorescéncia (IMF) em cultura controle e apds estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo) em individuos
ndo infectados (NI, n=6) e em pacientes com as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca (CARD,
n=9) da doenca de Chagas. Os graficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferencas
significativas (p<0,05) entre 0s grupos estdo representadas por linhas e asteriscos (*). O circulo preenchido em

preto representa os valores outliers.

Observou-se um aumento significativo na expressdéo de CD86 em mondcitos
intermediarios no grupo NI ap6s estimulo Tripo em relacdo a cultura controle (Figura 11B).
Nossos resultados mostram que mondcitos intermediarios (Figura 11B) e nado-classicos
(Figura 11C) do grupo IND também aumentaram significativamente a expressdo de CD86 em
relacdo ao grupo NI nas culturas controle. Porém, apenas os mondcitos ndo-classicos

mostraram 0 mesmo aumento ap6s estimulo com Tripo (Figura 11C).
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Figura 11. Analise da expressdo da molécula co-estimuladora CD86 em mondcitos classicos (A),
intermediarios (B) e ndo-classicos (C). A expressdo de CD86 foi avaliada por intensidade média de
fluorescéncia (IMF) em cultura controle e apds estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo) em individuos
ndo infectados (NI, n=6) e em pacientes com as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca (CARD,
n=9) da doenca de Chagas. Os graficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos estdo representadas por linhas e asteriscos (*). O octothorpe (#) indica a
diferenca estatistica significativa entre a cultura controle e Tripo. O circulo preenchido em preto representa 0s

valores outliers.

5.1.3 Avaliacéo da expressao das citocinas IL-12 e IL-10 nas subpopula¢fes de mondcitos

Os resultados obtidos demonstraram um aumento significativo na expressao de 1L-12
em mondcitos intermediarios (Figura 12B) e ndo cléssicos (Figura 12C) no grupo IND quando
comparado a individuos NI apenas na cultura controle. Apds o estimulo com Tripo,
observamos uma reducdo significativa da expressdo de I1L-12 em ambas subpopula¢bes no
grupo IND (Figuras 12B e 12C). Todavia, ndo foram observadas diferencas significativas na

expressao de IL-12 para os mondcitos classicos em nenhum dos grupos avaliados (Figura

12A).
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Figura 12. Analise da expressdo de IL-12 em monocitos classicos (A), intermediarios (B) e ndo classicos
(C). Os resultados foram demonstrados através do percentual de células IL-12* em cultura sem estimulo
(controle) e ap6s estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo) em individuos ndo infectados (NI, n=6) e em
pacientes com as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca (CARD, n=9) da doenca de Chagas. Os
gréaficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos
estdo representadas por linhas e asteriscos (*). O octothorpe (#) indica a diferenca estatistica significativa entre a

cultura controle e Tripo. O circulo preenchido em preto representa os valores outliers.

A expressdo de IL-10 demonstrou-se significativamente reduzida em mondcitos
intermediarios do grupo CARD (Figura 13B) e ndo-cléassicos dos grupos IND e CARD

(Figura 13C) ap0s estimulo com Tripo em relacdo a cultura controle.
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Figura 13. Analise da expressdo de IL-10 em mondcitos classicos (A), intermediarios (B) e ndo classicos
(C). Os resultados foram demonstrados através do percentual de células IL-10* em cultura sem estimulo
(controle) e ap6s estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo) em individuos ndo infectados (NI, n=6) e em
pacientes com as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca (CARD, n=9) da doenca de Chagas. Os
gréaficos destacam a mediana e o intervalo interquartil As diferencas significativas (p<0,05) estdo representadas

pelo octothorpe (#) quando comparados controle e Tripo em um mesmo grupo.
5.2. Avaliagao do perfil fenotipico e funcional das subpopulac@es de linfécitos T CD4*
5.2.1 Avaliacdo das subpopulacdes de linfécitos T CD4*

Nossos resultados mostram que o grupo NI tem um aumento significativo de linfdcitos
Thl (Figura 14A) e Th2 (Figura 14B) quando comparados aos grupos IND e CARD em
cultura controle. Apds estimulo in vitro com Tripo 0 mesmo aumento foi observado, exceto
em relacdo aos linfécitos Th2, onde o grupo NI apresenta um ndmero maior de linfécitos T
CD4" apenas em relacdo ao CARD (Figura 14B). Observamos também uma maior frequéncia
de linfocitos Th17 em individuos NI quando comparados ao grupo IND em cultura controle e
guando comparados a pacientes IND e CARD em Tripo (Figura 14C). A frequéncia de
linfécitos Treg é significativamente maior nos grupos IND e CARD quando comparado ao NI
(Figura 14D). A analise dos dados demostrou que individuos NI apresentam proporcéo
semelhante entre a frequéncia de linfocitos Thl, Th2 e Th17 e pequena proporcdo de celulas
Treg. Em pacientes IND e CARD foi possivel observar maior propor¢édo de linfocitos Treg em
relacdo aos linfocitos Thl, entretanto individuos IND possuem maior propor¢do de células

Treg, Th2 e Th17 quando comparados a pacientes CARD (Figura 14E).
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Figura 14. Analise da frequéncia das subpopulagdes de linfocitos nas diferentes formas clinicas da doenca
de Chagas. Frequéncia de linfocitos Thl (A), linfécitos Th2 (B) e linfocitos Th17 (C) e linfdcitos Treg (D) foi
avaliada em cultura sem estimulo (controle) e ap6s estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi (Tripo), assim
como a proporcdo de linfécitos Thl, Th2 Thl7e Treg foi avaliada ap6s estimulo in vitro em individuos nao
infectados (NI, n=6) e em pacientes que apresentam as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca
(CARD, n=9) da doenca de Chagas. Os graficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferengas
significativas (p<0,05) entre os grupos estdo representadas por linhas e asteriscos (*). O octothorpe (#) indica a
diferenca estatistica significativa entre a cultura controle e Tripo. O circulo preenchido em preto representa 0s

valores outliers.
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5.2.2 Avaliacao da expressao de IFN-y, 7/L-4, 1L-17 e IL-10 nas subpopulacges de linfocitos T
CD4*

A expressao de citocinas pelos linfocitos T CD4" pode ser um fator importante para a
diferenciacéo e caracterizacdo de cada uma das subpopulagdes Thil, Th2, Th17 e Treg. Dentre
essas citocinas destacam-se IFN-y, 1L-4, IL-17 e IL-10 na diferencia¢do das subpopulagtes
desses linfocitos respectivamente.

Os resultados obtidos demostraram que individuos NI possuem maior frequéncia de
linfocitos Th2 IL-4* quando comparado aos grupos IND e CARD em cultura controle (Figura
15B). Também foi possivel observar maior frequéncia de linfocitos Thl7 IL-17" em
individuos NI quando comparados a pacientes CARD e IND em cultura controle e apds
estimulo in vitro com Tripo, respectivamente (Figura 15C). A frequéncia de linfdcitos Treg
que co-expressam IL-10" e IL-17" esta significativamente aumentada no grupo IND quando
comparados ao grupo CARD apés estimulo Tripo (Figura 15E). Diferencas significativas ndo
foram observadas em linfécitos Th1 IFN-y* (Figura 15A) e em linfocitos Treg IL-10" (Figura
15D).
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Figura 15. Frequéncia das subpopulagdes de linfocitos T CD4* Thl, Th2, Thl7 e Treg que expressam as
citocinas IFN-y, IL-4, IL-17 e IL-10, respectivamente, nas diferentes formas clinicas da doenca de Chagas.
Frequéncia de linfocitos Thl IFN-y* (A), linfécitos Th2 IL-4* (B), linfocitos Th17 IL-17* (C), linfocitos Treg IL-
10* (D) e linfocitos Treg IL-10*IL-17* (E) foi avaliada ap6s estimulo in vitro em individuos ndo infectados (NI,
n=6) e em pacientes que apresentam as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca (CARD, n=9) da
doenga de Chagas. Os graficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferengas significativas
(p<0,05) entre os grupos estdo representadas por linhas e asteriscos (*). O circulo preenchido em preto
representa os valores outliers.

5.2.3 Avaliacdo das moléculas de ativacdo CD25, CD28 e CTLA-4 em linfocitos T
CD4"totais

Em relacdo a expressdo de CD25 em linfécitos T CD4" totais, foi observado maior
expressdo nos grupos IND e CARD quando comparados a individuos NI na cultura controle e
apos estimulo com Tripo (Figura 16A). Além disso, pacientes que apresentam a forma clinica
IND possuem maior frequéncia de linfécitos T CD4*CD28" em Tripo quando comparados a
cultura controle (Figura 16B). Em relacdo a frequéncia de linfocitos T CD4"CTLA-4",

observamos que com estimulo com Tripo aumentou significativamente a frequéncia dessas
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células em IND e CARD comparadas ao controle (Figura 16C). Nessa condicéo, observou-se
também aumento significativo na frequéncia de linfocitos T CD4"CTLA-4" no grupo IND
quando comparados a NI (Figura 16C).
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Figura 16. Frequéncia de linfécitos T CD4* totais que expressam moléculas de ativagdo CD25, CD28 e
CTLA-4 nas diferentes formas clinicas da doen¢a de Chagas. Frequéncia de linfocitos totais CD25* (A),
linfocitos totais CD28* (B) e linfécitos totais CTLA-4* (C) foi avaliada ap6s estimulo in vitro em individuos ndo
infectados (NI, n=6) e em pacientes que apresentam as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e cardiaca
(CARD, n=9) da doenca de Chagas. Os graficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos estdo representadas por linhas e asteriscos (*). O octothorpe (#) indica a
diferenca estatistica significativa entre a cultura controle e Tripo. O circulo preenchido em preto representa 0s
valores outliers.

5.3. Associacdo das subpopulacgdes de mondcitos CD80* e CD86* no direcionamento das
subpopulacédo de linfécitos Thl, Th2, Th17 e Treg

Através da analise de regressdo linear foi observada uma associagéo significativa dos
mondcitos classicos CD80* com os linfocitos Th2 (R?=0,4233, p<0.05) e Th17 (R?=0,5126,
p<0.05) no grupo IND (Figura 17B). Observamos também associacdo significativa de
mondcitos ndo-classicos CD80* com os linfécitos Treg (R?=0,4238, p<0.05) no grupo CARD
(Figura 171).

Nossos resultados demostraram uma associacao significativa dos monacitos classicos
CD86" com os linfocitos Th2 (R?=0,7583, p<0.05) e Treg (R?=0,7124, p<0.05) no grupo NI

(Figura 18A). Também observou-se associacdo significativa de mondcitos nao-classicos
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CD86" com os linfocitos Treg nos grupos NI (R?=0,7257, p<0.05) IND (R?=0,8450, p<0.05) e
CARD (R?=0,5341, p<0.05) (Figura 18G-1).
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Figura 17. Regressao linear das subpopulacfes de mondcitos CD80* e os linfdcitos Thl, Th2, Thl7 e Treg
Os grupos avaliados foram ndo infectado (NI, n=6), indeterminado (IND, n=10) e cardiaco (CARD, n=9).
Regresséo linear entre monocitos classicos CD80* e subpopulagdes de linfécitos T CD4* em individuos NI (A, D
eG),IND (B,EeH)e CARD (C,Fel).
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Figura 18. Regressao linear das subpopulacdes de mondcitos CD86* e os linfécitos Thl, Th2, Th17 e Treg
Os grupos avaliados foram ndo infectado (NI, n=6), indeterminado (IND, n=10) e cardiaco (CARD, n=9).
Regressdo linear entre mondcitos classicos CD86* e subpopulagdes de linfécitos T CD4* em individuos NI (A, D
e G), IND (B,EeH) e CARD (C,Fel).
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5.4. Correlagdo das subpopulacdes de mondcitos e linfocitos Thl, Th2, Thl7 e Treg

através da expressdo de citocinas

Ap0s a andlise de associacdo entre as subpopulacGes de mondcitos e linfocitos, nosso
préximo passo foi verificar a correlacdo existente entre as citocinas IL-12, IL-10 e IL-8
expressas pelas subpopulacdes de mondcitos e a frequéncia de linfécitos Thl, Th2, Thl7 e
Treg e a expressao das citocinas IFN-y, IL-4, IL-17 e a co-expressdo de IL-10 IL-17 pelos
linfdcitos, respectivamente, em individuos NI, IND e CARD.

Através da analise de correlacéo entre as subpopulacdes de monadcitos e os linfocitos
Thl, foi observada uma correlacdo significativa negativa entre linfocitos Thl e mondcitos
classicos IL-12* (p=-0,8857, p<0.05) e positiva entre linfocitos Thl IFN-y* e mondcitos néo-
cléassicos IL-10" (r=0,8117, p<0.05) e linfdcitos Th1l (r=0,8407, p<0.05) no grupo NI (Figura
19A). Os resultados também demostraram correlacdo significativa positiva entre linfocitos
Th1l e mondcitos classicos (r=0,6565, p<0.05), mondcitos ndo-classicos IL-12* (r=0,6770,
p<0.05), mondcitos intermediarios 1L-12" (r=0,7139, p<0.05) e linfocitos Thl IFN-y*
(r=0,8024, p<0.05), respectivamente no grupo IND (Figura 19B). No grupo CARD observou-
se correlacdo significativa negativa entre linfocitos Thl IFN-y* e mondcitos intermediarios
IL-10* (r=-0,7604, p<0.05) (Figura 19C).
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Figura 19. Anélise de correlacdo entre a frequéncia de linfdcitos Th1* e Thl IFN-y* com as subpopulagdes
de mondcitos 1L-12*, IL-10" e IL-8*. Correlagdo entre frequéncia de linfécitos Thl* e Thl IFN-y* com
mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos IL-12*, IL-10* e IL-8* em individuos ndo infectados (NI,
n=6) (A), pacientes que apresentam as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) (B) e cardiaca (CARD, n=9)
(C) da doenca de Chagas. As linhas continuas representam correlagdes positivas (r>0,63) e as linhas tracejadas
representam correlagcbes negativas (r>-0,63). Todas correlagcBes representadas apresentaram diferengas

estatisticas significativas (p<0,05).

Nossos resultados demostraram uma correlacdo significativa negativa entre linfocitos
Th2 e mondcitos ndo-classicos IL-12* (r=-0,8286,) e positiva com mondcitos classicos I1L-8*
(r=0,8857, p<0.05) e correlacdo significativa positiva entre os linfocitos Th2 IL-4" e
monacitos intermediarios IL-10" (r=0,8986, p<0.05) no grupo NI (Figura 20A) Observou-se
também correlacdo negativa entre os linfécitos Th2 e os mondcitos classicos IL-10% (r=-
0,7547, p<0.05), mondcitos classicos IL-8* (r=-0,6442, p<0.05), mondcitos intermediarios IL-
8" (r=-0,6542, p<0.05), e mondcitos intermediarios IL-10* (r=-0,8137, p<0.05),
respectivamente e uma correlagdo positiva entre linfocitos Th2 IL-4" e mondcitos ndo-
classicos IL-10" (r=0,6626, p<0.05) no grupo IND (Figura 20B). No grupo CARD foi possivel
observar correlagdo positiva entre os linfdcitos Th2 e linfocitos Th2 IL-4" (r=0,8824, p<0.05)
(Figura 20C).
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Figura 20. Andlise de correlacéo entre a frequéncia de linfocitos Th2 e Th2 IL-4* com as subpopulagdes de
mondcitos IL-12*, IL-10* e IL-8*. Correlagdo entre frequéncia de linfécitos Th2* e Th2 IL-4* com mondcitos
classicos, intermediarios e ndo-classicos IL-12*, IL-10* e IL-8* em individuos ndo infectados (NI, n=6) (A),
pacientes que apresentam as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) (B) e cardiaca (CARD, n=9) (C) da
doenca de Chagas. As linhas continuas representam correlagcBes positivas (r>0,63) e as linhas tracejadas
representam correlagcbes negativas (r>-0,63). Todas correlagcBes representadas apresentaram diferengas
estatisticas significativas (p<0,05).

Os resultados demostraram uma correlacdo significativa negativa entre linfocitos
Th17 e mondcitos intermediarios IL-12* (r=-0,8286, p<0.05) e entre os linfocitos Th17 IL-
17" com mondcitos intermediarios 1L-10* (r=-0,8286, p<0.05) (Figura 21A) no grupo NI
(Figura 22A). Também observou-se correlacdo positiva significativa entre linfocitos Th17 e
0s mondcitos classicos I1L-8* (r=-0,7781, p<0.05) e entre os linfécitos Th17 IL-17" e os
monacitos classicos IL-12" (r=-0,7077, p<0.05), mondcitos ndo-classicos IL-12" (r=-0,6831,
p<0.05) e monocitos ndo-classicos 1L-8" (r=-0,8797, p<0.05), respectivamente no grupo
IND (Figura 21B). No grupo CARD foi possivel observar correlagdo positiva e entre
linfocitos Th17 e os mondcitos ndo-classicos IL-8" (r=0,8833, p<0.05) (Figura 21C).
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Figura 21. Analise de correlagdo entre a frequéncia de linfécitos Th17 e Th17 IL-17* com as subpopulages
de monocitos IL-12*, IL-10* e IL-8". Correlacdo entre frequéncia de linfocitos Thl7* e Th2 IL-17* com
mondcitos classicos, intermediarios e ndo-classicos IL-12*, IL-10* e IL-8* em individuos ndo infectados (NI,
n=6) (A), pacientes que apresentam as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) (B) e cardiaca (CARD, n=9)
(C) da doenca de Chagas. As linhas continuas representam correlag¢fes positivas (r>0,63) e as linhas tracejadas
representam correlagcbes negativas (r>-0,63). Todas correlagcBes representadas apresentaram diferengas
estatisticas significativas (p<0,05).

Nossos resultados demostraram correlagcdo significativa negativa entre linfocitos
Treg e mondcitos nao-classicos 1L-12" (r=-0,8286, p<0.05) e positiva com mondécitos
classicos totais (r=0,8857, p<0.05) no grupo NI (Figura 22A). Foi possivel também observar
correlagdo negativa entre os linfocitos Treg IL-107IL-17" e os mondcitos classicos (r=-
0,6707, p<0.05), mondcitos cléassicos IL-12* (r=-0,7840, p<0.05), mondcitos nao-classicos
IL-12* (r=-0,6729, p<0.05), mondcitos nao-classicos IL-8" (r=-0,7276, p<0.05) e mondcitos
intermedidrios 1L-12" (r=-0,6667, p<0.05), respectivamente, no grupo IND (Figura 22B).
Contudo diferencas significativas ndo foram observadas entre os linfocitos Treg e os
monacitos no grupo CARD (Figura 22C).
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Figura 22. Anélise de correlacdo entre a frequéncia de linfocitos Treg e Treg IL-10IL-17* com as
subpopulagdes de mondcitos IL-12*, IL-10* e IL-8". Correlacéo entre frequéncia de linfocitos Treg e Treg IL-
10*IL-17* com mondcitos cléssicos, intermediarios e ndo-classicos IL-12+, IL-10+ e IL-8+ em individuos ndo
infectados (NI, n=6) (A), pacientes que apresentam as formas clinicas indeterminada (IND, n=10) (B) e cardiaca
(CARD, n=9) (C) da doenc¢a de Chagas. As linhas continuas representam correlagdes positivas (r>0,63) e as
linhas tracejadas representam correlagdes negativas (r>-0,63). Todas correlacBes representadas apresentaram

diferencas estatisticas significativas (p<0,05).
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6 DISCUSSAO
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A heterogeneidade das manifestacGes clinicas na doencga de Chagas cronica €, até hoje,
um dos pontos a ser desvendados pela ciéncia. Ainda ndo se sabe a causa de alguns individuos
infectados pelo T. cruzi desenvolvem alteragdes cardiacas e/ou digestivas graves, enquanto
outros ndo manifestam sinais ou sintomas relacionados a patologia. Atualmente sabe-se que a
polaridade encontrada entre as formas clinicas indeterminada e cardiaca possuem como ponto
chave os mecanismos envolvidos na imunorregulacdo (de Aradjo et al., 2012; Dutra et al.,
2015; Chaves et al., 2016). Pacientes com a forma clinica IND apresentam a capacidade de
controlar a replicacdo do parasito atraves da ativacdo de mecanismos inflamatorios, como
linfécitos Th1l e citocinas pro-inflamatdrias desde a fase aguda da infeccdo. Entretanto, esses
pacientes também possuem a capacidade de limitar o desenvolvimento da doenca através da
ativacdo de fatores imunorregulatorios, como a produgdo de citocinas anti-inflamatérias,
possuindo assim uma resposta imune modulada (Basso, 2013; Andrade et al., 2014). Por
outro lado, pacientes com a forma clinica CARD conseguem controlar a multiplicacdo do
parasito, porém ndo desenvolvem mecanismos imunorregulatérios capazes de controlar a acéo
das células efetoras, que continuam na producdo exacerbada de citocinas e outras moléculas
pro-inflamatorias levando ao acometimento tecidual e favorecendo assim a formacao de uma
inflamacédo persistente (Gomes et al., 2003; Cunha Neto et al., 2009; Melo et al., 2012;
Rodrigues et al., 2012; Frade et al., 2013; Malik et al., 2015).

Como a doenga ndo possui um tratamento eficaz durante a fase cronica, muitos
individuos assintomaticos podem progredir para formas mais graves da morbidade, podendo
até levar a morte do paciente (Andrade, 2000; Guedes et al., 2009; Malik et al., 2015). Dessa
forma, o desafio da fisiopatologia na doenca de Chagas é encontrar um biomarcador
imunolégico de evolugdo clinica durante a fase crbnica da patologia que seja capaz de
predizer a progressdo da doenca em pacientes assintomaticos ou que apresentam estagio
inicial de acometimento cardiaco, permitindo assim a identificacdo de pacientes que deverao
ser acompanhados mais intensamente, evitando a evolugao da doenga.

Dentro desse contexto, ha evidéncias convincentes de que os mondcitos e os linfdcitos
através da expressdo e secrecdo de suas moléculas estdo associados as diferentes formas
clinicas da doenca de Chagas (Souza et al., 2004; Gomes et al., 2013, Nogueira et al., 2014;
Dutra et al., 2015). No entanto, os mecanismos que controlam o estabelecimento de redes
entre essas células e moléculas nédo estdo completamente compreendidos.

Dada a importancia dos monacitos e linfocitos T nos processos imunorreguladores e
seu potencial como alvo para o controle da patologia induzida pela inflamacéo, estudamos o

papel dos mondcitos e sua associagdo com as diferentes subpopulagées de linfécitos T CD4*
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(Thl, Th2, Thl7, Treg), apds estimulo in vitro com antigenos da forma tripomastigota do T.
cruzi, nos pacientes com as formas clinicas IND e CARD da doenca de Chagas.

Os resultados obtidos através do presente estudo mostraram menor frequéncia de
monocitos classicos em pacientes IND e CARD quando comparados a individuos NI. Essa
subpopulacdo de mondcitos apresenta alta capacidade fagocitica quando comparado aos
mondcitos intermediarios e ndo-classicos (Thaler et al., 2016) e sua reducdo em pacientes
chagésicos sugere estar relacionada a diminuicdo da parasitemia encontrada na fase cronica da
doenca.

Os receptores tipo-Toll (TLR) sdo cruciais no reconhecimento de estruturas
conservadas em microrganismos, como os PAMPs (Takeda et al., 2003). Na doenca de
Chagas, TLR-2 foi relacionado com a iniciacdo da resposta imune através do reconhecimento
de moléculas de mucinas ligadas por ancora de GPI (Gravina et al., 2013) e TLR-4 com o
reconhecimento da ancora de glicoinositolfosfolipidio (GIPLs), presente na membrada de
parasitos em diferentes formas evolutivas (Rodrigues et al., 2012). Enquanto que 0os motivos
de CpG né&o metilados presentes no genoma de T. cruzi foram identificados pelos receptores
TLR-9 (Bartholomeu et al., 2008; Gravina et al., 2013). Os receptores TLR induzem a
ativacdo de NF-kB e dessa forma, a producado de citocinas pro-inflamatorias (Rodrigues et al.,
2012; Takeda et al., 2003). Assim, os TLRs sdo de grande importancia para o reconhecimento
do parasito e na definicdo do perfil de citocinas produzidas em resposta a0 microrganismo
(Mendes da Silva et al., 2016). Apesar da quantidade de estudos relacionados com o0s
receptores TLRs na doenca de Chagas, a maioria deles sdo em modelos experimentais e
expressos em mondcitos totais. (Oliveira et al., 2004, Schmitz et al, 2009; Poncini et al.,
2010, Gravina et al., 2013).

Os nossos resultados demostraram maior expressdo de TLR-2 em mondcitos classicos
e intermediarios no grupo NI em cultura tripo quando comparado a controle. O aumento da
expressdo desse receptor sugere que esses mondcitos estimulados com antigeno de T. cruzi
aumentaram a capacidade de reconhecimento antigénico, contribuindo com producgédo de
citocinas pro-inflamatdrias, assim como para a ativagdo da imunidade adaptativa. Entretanto,
ndo foram observadas diferencas significativas de TLR-4 nas subpopula¢fes de mondcitos nas
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. De fato, Gomes e colaboradores (2012)
observaram que mondcitos de pacientes com doenca de Chagas apresentavam menor
expressao de receptores TLR-2 e TLR-4 na presenca do T. cruzi, portanto a modulacdo das
principais moléculas de superficie celular relacionadas com o reconhecimento antigénico esta

também associada com uma elevada producdo de citocinas inflamatérias quanto reguladoras.
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Assim, embora estes pacientes apresentem producdo de citocinas efetoras importantes para a
eliminacdo do parasito, eles também mostram uma resposta controlada. Dentro desse
contexto, Mendes da Silva e colaboradores (2016) observaram associacdo de TLR-2 e TLR-4
na producdo de citocinas pro-inflamatérias em pacientes CARD, enquanto pacientes
assintomaticos produzem predominantemente IL-10 e TGF-f. Assim, é possivel observar que
esses receptores sdo de extrema importancia para ativacdo dos mondcitos em pacientes
chagésicos e podem contribuir para o desenvolvimento das diferentes formas clinicas da
doenca.

O receptor TLR-9, assim como outros receptores que reconhecem &cido nucléicos
(TLR-3 e TLR-7) estdo presentes na membrana dos endossomos e possuem um papel
importante durante a infecgdo por protozoarios, incluindo o T. cruzi (Akira & Takeda, 2004;
Bartholomeu et al., 2008). Nossos dados demonstraram a menor expressao de TLR-9 em
monacitos intermediarios no grupo CARD quando comparado ao grupo NI . De fato, TLR-2 e
TLR-9 cooperam no controle da replicacdo parasitaria e TLR-9 tem um papel priméario na
inducdo MyD88 dependente da sintese de 1L-12 / IFN-y durante a infec¢do experimental com
T. cruzi (Bafica et al., 2006). Esse resultado sugere que esses mondcitos parecem estar
relacionados com a regulacéo da resposta imune em pacientes CARD.

Além de reconhecer antigenos do T. cruzi, que € essencial no processo inicial de
reconhecimento e apresentacdo de antigenos, os mondcitos sdo cruciais no direcionamento da
resposta imune especifica, fornecendo sinais co-estimuladores para outras células através da
producdo de citocinas e expressdo de moléculas capazes de gerararem o segundo sinal de
ativacdo (Gomes et al., 2005; Souza et al., 2007; Gomes et al., 2012). Assim, as moléculas de
co-estimulacdo CD80 e CD86 sdo de extrema importancia nesse processo e podem promover
a diferenciacdo das diferentes subpopulacbes de linfocitos (Soares et al., 2016). Estudos
demostraram que enquanto CD86 apresenta uma expressdo abundante, CD80 néo se encontra
presente em células apresentadoras de antigeno quiescentes (Hathcock et al., 1994; Souza et
al., 2007). Além disso, foi demonstrado que CD86 possui maior afinidade por CTLA-4 que
por CD28 (Linsley et al., 1994). Demonstramos um aumento significativo da expressédo de
CD80 em monocitos classicos no grupo CARD quando comparado ao grupo NI apos
estimulagdo com antigeno de T. cruzi. Esses resultados corroboram com achados presentes na
literatura que descreveram um aumento da frequéncia de mondcitos CD80* em individuos NI,
IND e CARD apos exposicdo pelo T. cruzi (Souza et al., 2007). Soares e colaboradores
(2016) também observaram que ap0Os estimulo com antigeno citoplasmatico e antigeno

flagelar de T. cruzi, houve um aumento da expressdo de CD80 em mondcito totais em

66



individuos NI, IND e CARD quando comparado ao ensaio ex vivo. Diante disso, a maior
expressdo de CD80 pelos mondcitos classicos em pacientes CARD sugere que essa molécula
co-estimulatéria pode estar relacionada com a ativacdo de linfocitos, levando a um possivel
direcionamento para o perfil Thl e contribuindo para o ambiente inflamatorio observado
nesses pacientes. Por outro lado, observamos maior expressdo da molécula co-estimuladora
CD86 em mondcitos intermediarios e ndo-classicos no grupo IND quando comparado ao
grupo NI. Durante a fase cronica da doenca de Chagas, a presenga de T. cruzi vivo modula a
expressao de moléculas de ativacdo, co-estimuladoras e de adesédo, especificamente MHC de
classe I, em mondcitos de pacientes com IND (Gomes et al., 2012). Dessa forma, € possivel
que a expressao CD86 em mondcitos intermediarios e ndo-classicos no grupo IND esteja
relacionada a geracdo de uma resposta imune regulada/modulada, visto que CD86 possui
maior afinidade por CTLA-4 presente nos linfocitos, contribuindo para menor ativacdo de
células T e consequentemente modulacao da resposta imune.

AlteracBes na expressdo destas moléculas co-estimuladoras induzidas pelo parasito
podem estar associadas a uma resposta regulada versus uma resposta exacerbada em pacientes
indeterminados e cardiacos, respectivamente. Isto é evidenciado pelos dados sobre a
expressao de citocinas ap0s exposicdo in vitro de células destes individuos ao parasito.
Dentre essas citocinas, 1L-12 esta relacionada com a ativacdo de uma resposta mediada por
linfocitos do tipo Thl e IL-10 contribui para a inibicdo da producdo de IL-12 pelos
monacitos, linfocitos e células dendriticas, levando a regulacdo da resposta imune (Gomes et
al., 2003). Nossos resultados mostraram um aumento da frequéncia de mondcitos
intermediarios e ndo-classicos IL-12* no grupo IND quando comparado ao grupo NI em
cultura controle. Entretanto, apds estimulo, observou-se uma reducdo da expressao dessa
citocina nessas subpopulaces em pacientes IND. Esse resultado sugere que pacientes IND
sdo capazes de montar uma resposta inflamatoria através da producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-12, pelos mondcitos. Entretanto, ap6s estimulo com T. cruzi, a
resposta inflamatdria parece ser regulada através da diminuicdo da expressdo de IL-12 pelos
monacitos intermediarios e ndo-classicos em pacientes assintomaticos, impedindo assim a
progressao da inflamag&o. A correlacdo positiva entre I1L-12 e linfécitos Thl e linfécitos Th17
e negativa entre 1L-12 e linfocitos Treg nesses pacientes reforca ainda mais essa afirmacéo.
Adicionalmente, observamos menor expressdo de IL-10 em mondcitos intermediario e néao-
classicos no grupo CARD ap0s estimulo, acompanhado por uma correlacdo negativa entre IL-
10 e IFN-y nos linfécitos Th1.
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Souza e colaboradores (2004) mostraram que mondcitos de pacientes CARD induziam
resposta inflamatoria atraves da expressdo de TNF-o. Outros trabalhos demostram que a
producdo de IFN-y e TNF-a em pacientes CARD leva a perda da regulacdo da resposta imune
e contribui para a manutencdo da patologia (Gomes et al., 2003; Chaves et al., 2016). Dessa
forma, podemos constatar que essas citocinas pro-inflamatorias sdo cruciais para a
manutencdo do ambiente inflamatorio. Entretanto, a reducdo da expressdo de citocinas anti-
inflamatorias em pacientes CARD, como observado pelo presente estudo, pode contribuir
para a perda da regulacdo da resposta imune e dessa forma com a progressao da doenca. Esse
resultado corrobora com o trabalho de Gomes e colaboradores (2005) que demonstrou
reducdo de IL-10 em pacientes CARD quando comparado a individuos IND e NI. Diante
disso, pacientes com alteracGes cardiacas graves apresentam um desequilibrio entre a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias, possuindo alta expressao de
citocinas inflamatorias e baixas de citocinas reguladoras, como IL-10, conforme também
descrevemos neste estudo. Pacientes CARD também apresentam um desequilibrio entre a
producdo de IFN-y e IL-10, indicando um processo inflamatoério descontrolado que agrava a
cardiopatia (D'avila et al., 2009).

Como foi visto, os mondcitos sdo células apresentadoras de antigeno cruciais para o
reconhecimento do microrganismo, assim como para a ativacdo subsequente da imunidade
adquirida, podendo promover a diferenciacdo dos linfocitos em Thl, Th2, Th17 e Treg, sendo
que cada um apresenta caracteristicas fenotipicas e funcdes distintas. A partir dos resultados
obtidos pelo presente trabalho foi possivel observar maior frequéncia de linfécitos Thl em
individuos NI, quando comparados a pacientes IND e CARD em cultura controle e em cultura
com estimulo in vitro de antigenos de T. cruzi. Muito se sabe a respeito do papel dos
linfocitos Thl na doenca de Chagas (Gomes et al., 2003; Teixeira et al., 2012; Nogueira et
al., 2014, Bonney et al., 2015). Essa subpopulacdo celular inicia e participa das reacdes
imunes mediadas por células através da ativacdo eficiente de macréfagos para controlar a
replicacdo do parasito durante a fase aguda da doenca (Teixeira et al., 2012; Bonney et al.,
2015) e aumentar o processo inflamatorio durante a fase crénica (Bonney et al., 2015)
principalmente em pacientes que apresentam a forma clinica CARD (Gomes et al., 2005).
Contudo, a elevada frequéncia dessa subpopulagéo de linfocitos encontrada em individuos NI
quando comparado aos pacientes com doenca de Chagas parece refletir uma condigéo
fisioldgica, pois esses pacientes apresentam correlacdo negativa entre IL-12 e Linfocitos Thl
e correlagdo positiva entre 1L-10 e IFN-y, correlacfes essas que sdo perdidas em situacoes
patolégicas como é observados nos pacientes com a forma clinica CARD.
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Também foi possivel observar uma maior frequéncia de linfocitos Th2 e Thl7 em
individuos NI quando comparado a pacientes chagasicos. No contexto da doenga de Chagas, a
subpopulacdo celular Th2 estd envolvida na formagdo de um ambiente modulador através da
sua relagdo com a producdo de citocinas ani-inflamatdrias, assim como os linfocitos Th17
parecem também possuir uma papel protetor (Magalhaes et al., 2013; Bonney et al., 2015).
Além disso, observa-se nesses individuos propor¢des iguais de todas as subpopulagdes de
linfocitos T apds estimulo in vitro pelo Tripo, o que sugere que individuos NI respondem aos
antigenos miogénicos presentes no T. cruzi pela primeira vez de maneira igual, situacdo
diferente quando comparado aos pacientes que apresentam constantemente contato com o T.
cruzi, mesmo que em baixas concentragbes. Também demonstramos que pacientes IND
apresentaram uma propor¢do maior de linfocitos Treg, Thl7 e Th2 quando comparados a
pacientes CARD. O aumento dessas subpopulacdes celulares em pacientes assintomaticos
pode ser um dos mecanismos que o sistema imune do hospedeiro desenvolve para reduzir a
inflamacéo e dessa forma limitar a progressao da doenca.

As células T reguladoras possuem a capacidade de restringir as respostas inflamatérias
contribuindo para a regulacdo do sistema imune (Mengel et al., 2016). Na doenca de Chagas
existe ainda um namero restrito de trabalhos que abordem a atuacdo dessas células. De Araujo
e colaboradores (2012) relacionaram os parametros clinicos dos individuos chagasicos com a
frequéncia de células T reguladoras e observaram correlacdo positiva entre a fracdo de ejecéo
ventricular esquerda (LVEF) e a frequéncia de células T CD4*CD25"9"FOXP3* , e correlagdo
negativa entre diametro diastolico ventricular esquerdo (LVDD) e a frequéncia dessa
populacdo de linfocitos T, sugerindo que a presenca dessas células pode estar relacionada a
melhora na funcdo cardiaca. Os resultados obtidos no presente estudo demostraram maior
frequéncia de células Treg em pacientes chagasicos quando comparados a individuos NI,
assim como foi observado um aumento dessa subpopulacdo celular em pacientes IND e
CARD ap06s estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi.

Nogueira e colaboradores (2014) avaliaram a expressdo de genes associados com as
fungdes das celulas T reguladoras e observaram uma maior expressdao de mRNA de FOXP3
em tecido cardiaco de camundongos com CCC quando comparados a tecido cardiaco de
camundongos ndo infectados. Esses dados inferem que com a infeccdo pelo parasito, o
sistema imunologico do hospedeiro tende a controlar a inflamagdo através de mecanismos
imunossupressores, como por exemplo, através do aumento das células T reguladoras. Nosso
grupo, também mostrou que a presenca de células Treg no tecido cardiaco de pacientes com

doenca de Chagas estava associada aos vasos sanguineos e ndo ao processo inflamatorio, o
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que sugere que essas células podem estar envolvidas no recrutamento de células efetoras para
o0 coracdo (De Araujo et al., 2012). Dentro desse contexto, observamos nesse trabalho que
monacitos classicos CD86" estdo associados com a ativagdo de linfocitos Th2 e Treg nos
individuos NI e mondcitos nao-classicos CD86" estdo associados com linfécitos Treg nos
pacientes IND e CARD. Por outro lado, mondcitos classicos CD80" estdo associados com
linfécitos Th2 e Th17 nos pacientes IND, e mondcitos ndo classicos CD80" com Treg nos
pacientes CARD. Esses dados podem sugerir a migracgdo preferencial de certas subpopulagdes
celulares durante o processo inflamatdrio e consequentemente a tentativa de regular a resposta
imune induzida pelo parasito que pode ser ou ndo bem sucedida como ocorre nas diferentes
formas clinicas da doenca de Chagas.

Dessa forma, a presencga de T. cruzi aumenta a expressdo de IL-17, IFN-y e IL-10 por
células de pacientes com a forma clinica IND da doenca. Esta observacdo é ainda suportada
por estudos anteriores que demonstraram que os linfocitos T de memdria circulante produzem
IFN-y e IL-10 em resposta a estimulacdo com antigénios de T. cruzi (Souza et al., 2004;
Gomes et al., 2005; Souza et al., 2007; Vitelli-Avelar et al., 2008; Fiuza et al., 2009; De
Aradjo et al., 2011). Recentemente, foi demonstrado que a IL-17 € necessaria para a protecao
do hospedeiro contra a infecgdo por T. cruzi na fase aguda, uma vez que a IL-17 controla a
resisténcia a infeccdo experimental pelo T. Cruzi, regula a diferenciacdo de células Thl, a
producdo e controle de citocinas e quimiocinas e a miocardite induzida pelo parasito,
regulando o influxo de células inflamatorias para o tecido cardiaco (Guedes et al., 2012;
Magalhaes et al., 2013; Bonney et al., 2015).

As citocinas liberadas pelos linfocitos T CD4" também sdo importantes em
caracterizar as diferentes subpopulagdes de linfdcitos Thl, Th2, Th17 e Treg como IFN-y, IL-
4, IL-17 e IL-10 respectivamente. Demonstramos uma maior frequéncia de linfécitos Th2 IL-
4" e Th17 IL-17" em individuos NI quando comparados a pacientes infectados. Esses
resultados corroboram com os de Magalhdes e colaboradores (2013) que demostraram uma
menor frequéncia de linfocitos T CD4" Th17 e da citocina IL-17 em pacientes CARD quando
comparados a individuos NI. Curiosamente, o aumento da frequéncia de células Treg co-
expressando IL-10" e IL-17* em pacientes IND em relacdo a pacientes CARD ap6s estimulo
in vitro com antigeno de T.cruzi parece reforgar esse achado. Vitelli-Avelar e colaboradores
(2008) e De Araujo e colaboradores (2011) observaram um aumento da frequéncia de
linfocitos Treg no sangue periférico de pacientes IND, assim como a expressdo aumentada de
IL-10 nessas ceélulas. Sendo assim, os linfocitos Treg parecem ser essenciais para a
imunorregulacdo e formagdo de um ambiente regulado em pacientes assintomaticos.
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Magalhdes e colaboradores (2013) demostraram que pacientes com a forma clinica IND
também possuiam maior frequéncia de linfocitos totais IL-17%, inserindo a IL-17 com uma
funcdo cardiaca competente nesses pacientes, e capaz de prevenir o dano cardiaco na fase
crénica da doenca de Chagas. De Araujo e colaboradores (2012) demonstraram percentual
elevado de células Treg expressando IL-17 nos pacientes com a forma clinica IND, sugerindo
o0 envolvimento dessas células na producdo de IL-17 e, consequentemente, na modulacdo da
resposta imune induzida pelo parasito. Assim, o aumento da expressdo de linfdcitos Treg IL-
10IL-17" em pacientes assintomaticos sugere que a atuacdo dessas duas citocinas
simultaneamente pode ser uma forma desses pacientes em regular o sistema imunoldgico para
evitar a evolucdo da doenca e o aparecimento de danos teciduais. Nossos resultados
demostraram ainda maior frequéncia de linfécitos T CD4" CD25" em pacientes chagasicos
guando comparados a individuos NI apds estimulo in vitro com antigeno de T. cruzi. Esses
dados sugerem que pacientes infectados possuem maior quantidade de linfécitos T CD4" com
capacidade de proliferacdo, dessa forma atuam de forma efetora desencadeando a formagéo de
um ambiente inflamatério, como é visto nos pacientes chagasicos quando comparados a
individuos NI. A molécula de ativacdo CD25 é uma subunidade do receptor IL-2R expressa
principalmente por linfécitos T CD4" ativados, efetores e de memoria (Bolkun et al., 2016),
que se ligam a citocina IL-2 de forma autdcrina, iniciando a expanséo clonal.

Outro ponto importante € a ativacdo/regulacdo dos linfécitos no que se refere a
resposta imune do hospedeiro. Os ligantes CD28 e CTLA-4 presentes nos linfocitos sdo
cruciais para determinar a ativacdo e a regulacdo dessas células. CD28 direciona a ativacao
dos linfocitos quando ligado a molécula co-estimuladora CD80/86 de mondcitos, enquanto a
CTLA-4 ligado as mesmas moléculas direciona a inibicdo da resposta celular linfocitaria
(Hathcock et al.,1994; Linsley et al., 1994; Souza et al., 2007). Contudo, Pentcheva-Hoang e
colaboradores (2004) demostraram que CD86 é o principal ligante de CTLA4, enguanto
CD80 ¢ o principal ligante para CD28 durante a sinapse imunoldgica, corroborando com
nossos resultados onde células dos pacientes IND tem expressdo aumentada de CD86 e
CTLA4, enquanto células de pacientes CARD expressam CD80 e CD28 apds estimulo.
Aliado a isso, linfocitos T ativados também podem apresentar reducdo da expressédo de CD28
e ao aumento de CTLA-4, tornando essas células ativas menos responsivas através de um
mecanismo de feedback negativo (Souza et al., 2007).

Finalmente, nossos dados mostraram uma forte associacdo entre as subpopulagdes de
monocitos que expressam CD86 com linfocitos Treg em todos os grupos avaliados.

Sugerimos, entdo, que expressdo de CD86 em qualquer subpopulacdo de mondcito pode
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contribuir com a ativacdo de linfocitos Treg preferencialmente. De fato, pacientes IND
apresentaram maior expressdo de CD86, o que pode suportar 0 aumento de linfocitos Treg
que observamos nesses pacientes. Em contrapartida, pacientes CARD tiveram a expresséo de
CD80 aumentada em mondcitos e estes apresentaram forte associacdo a linfocitos Treg
apenas no grupo CARD. Conforme demonstramos, pacientes IND e CARD possuem aumento
de linfocitos Treg em comparagdo a NI. No entanto, sugerimos que pacientes CARD tém a
ativacdo de Treg atraves da interacdo alternativa com CD80 de mondcitos, enquanto pacientes
IND e NI tem a ativacdo de linfdcitos Treg via interacdo com CD86. Peng Gu e colaboradores
(2012) demostraram que CD86 aumenta a funcdo supressora de linfécitos Treg. Diante disso,
sugerimos que a ativacdo de linfocitos Treg induzida por CD80 nos pacientes CARD parece
ndo possuir uma fungdo supressora, sendo assim, ineficiente em contribuir para a resposta
inflamatdria exacerbada e incontida nesses pacientes.

Portanto, a interacdo parasito-hospedeiro parece induzir um equilibrio entre citocinas
inflamatérias e reguladoras em pacientes IND, mas ndo nos pacientes CARD. N0ssos
resultados sugerem que moléculas co-estimuladoras diferentes podem ser um importante
mecanismo para o estabelecimento de respostas patogénicas versus protetoras em pacientes
infectados com T. cruzi. As correlagdes entre os niveis de citocinas, especificamente o
equilibrio fino entre Th1/Th17/Th2 e as moléculas co-estimuladoras e a evolugdo da doenga
cardiaca podem favorecer maior conheciemnto sobre a fisiopatologia da doenca de Chagas e
contribuir para o desenvolvimento de terapias alternativas para o controle da morbidade

crbnica de pacientes chagasicos no futuro.
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7 CONCLUSAO
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O presente trabalho demonstra pela primeira vez a caracterizacdo das subpopulagdes
de mondcitos em pacientes com a doenca de Chagas e, além disso, a sua associagdo com as
diferentes subpopulac@es de linfécitos Thl, Th2, Thl7 e Treg. Esses resultados sugerem que
0s mondcitos CD86™ direcionam preferencialmente uma resposta Treg independente do grupo
avaliado, apresentando em maior abundancia em pacientes IND, favorecendo a formacéo de
um ambiente mais regulado e limitando o desenvolvimento da doenga nesses pacientes. Em
contrapartida, pacientes CARD além de direcionarem uma resposta mediada por linfocitos do
tipo Thl, apresentam ativacdo das células Treg através da interacdo alternativa com CD80 de
monocitos, sugerindo essa interacao ser ineficiente em regular a resposta imune, contribuindo

para a formacdo de uma resposta inflamatoria incontida como é observado nesses pacientes.
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Anexo A — Carta de aprovacao do comité de ética do CPgRR.
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Anexo B — Planilha com os anticorpos utilizados no presente trabalho.

Tabela 2. Anticorpos utilizados para avaliacdo da expressdo de marcadores de superficie celular

Marcador Clone Marca
CD14 63D3 Biolegend, CA.
CD16 3G8 BD, USA
CD80 16-10A1 Biolegend, CA.
CD86 2331 BD, USA
TLR-2 TL2.1 eBioscience, CA
TLR-4 HTA125 Biolegend, CA
TLR-9 eB72-1665 BD, USA

HLA-DR G46-6 BD, USA

CD4 RPA BD, USA

CD25 M-A251 BD, USA

CD28 CD28.2 BD, USA
CTLA-4 BNI3 BD, USA
FOXP3 PCH101 eBioscience

GATA-3 291106 R&D Systems

ROR-yt Q21-559 BD, USA
Thet 525803 R&D Systems

IL-17A BL168 Biolegend, CA
IL-12 2-4E6 BD, USA
IFN-y 4S.B3 Biolegend
IL-4 8D4-8 BD, USA
IL-10 JES3-19F1 BD, USA
IL-8 ESN1 Biolegend
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