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Abstract

The infection of monocytes by Trypanosoma cruzi tripomastigotes is a crucial step for
the development of Chagas disease immune response. Infection by T. cruzi has demonstrated
to be an active process, involving diverse cellular components and different cell types.
Previous studies of the interaction tissue-culture derived trypomastigotes (TCT) between
cardiomyocytes or endothelial cells appointed the bradykinin receptors (B, or B; subtype) as
transducers of Ca®*-dependent responses leading to cellular invasion. Generation of the kinin
agonist, presumably occurring in host-parasite synapses, is thought to depend on cruzipain-
mediated processing of cell-bound kininogens. Once released, kinins either bind to their
cognate G-protein coupled receptors, or are swiftly degraded by metallopeptidases, such as the
angiotensin-converting enzyme (ACE). Studies show that these receptors are also involved in
activation and modulation of immune cells through the production or inhibition of cytokines.
Here we checked if addition of ACE inhibitor (captopril) and/or antagonists of the kinin
receptors could influence the outcome of TCT (Y strain) interaction with human monocytes.
We also evaluated whether these antagonists and captopril may influence the expression of
important molecules to activation and effector function of monocytes CD14" and CD4+ and
CD8+ lymphocytes. These parameters were analyzed in cells from non-chagasic individuals,
as well as cells from patients with indeterminate or cardiac clinical forms of Chagas disease.
Our results showed that treatment with either B, or B; antagonists reduces the frequency of
monocytes infected with T. cruzi. Interestingly, while captopril does not alter the percentage of
infected cells, it increases the extent of parasite infectivity on a cell-per cell basis, while
inducing a decrease in 1L-10 expression. These data point to the need of better studing the
effects of captopril in the immune response of Chagas patients, considering that this drug is

often prescribed to hypertensive chagasic patients. Furthermore, changes were seen in the
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expression of molecules by monocytes pre-treated with captopril and specific B, or B;
antagonist and infected by T. cruzi. However, the modulation of these molecules did not
follow the same pattern in different groups. Ours results showed that the pathway of kinins
and captopril can act in the process of activation of CD4" T cells, leading to the expression of
IL-17 by these cells. In conclusion, this work shows that parasite uptake by monocytes is
partially dependent on kinin receptor signaling. Moreover, captopril and Kinin receptor
signaling may be important in the immune response against the stimulation with the parasite T.

cruzi.
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Resumo

A infeccdo dos mondcitos por tripomastigotas de Trypanosoma cruzi € uma etapa
crucial para o desenvolvimento da resposta imune na doenca de Chagas. A infeccdo pelo
parasito € um processo ativo, envolvendo diversos componentes celulares. Estudos da
interacdo de tripomastigotas derivado de cultura com cardiomidcitos e células endoteliais
apontaram os receptores de bradicinina como transdutores de respostas dependentes de Ca**
que levam a invasao celular. Acredita-se que a geracao de cininas, presumivelmente ocorrendo
na sinapse hospedeiro-parasito, é dependente do processamento de cininogénio ligado a célula
mediado pela cruzipaina. Uma vez liberadas, as cininas ligam-se a seus receptores acoplados a
proteina G ou sdo degradados por metaloproteinases como a enzima conversora de
angiotensina (ECA). Estudos mostram que estes receptores também estdo envolvidos na
ativacdo e modulacgdo das células do sistema imunologico através da producgdo ou inibicdo de
citocinas. Neste trabalho, avaliamos se a adicdo de inibidor de ECA (captopril) e/ou
antagonistas especificos para 0s receptores B; e B, pode influeciar a interacdo de
tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y com monocitos humanos. Avaliamos também se estes
antagonistas e captopril podem influenciar a expressdo de moléculas importantes para a
ativacdo e funcio efetora de monacitos CD14" e linfocitos T CD4" e CD8". Estes parametros
foram analisados em células de individuos ndo chagasicos e em células de pacientes
chagasicos com forma clinica indeterminda ou cardiaca. Nossos resultados mostram que 0
tratamento com o0s antagonistas dos receptores de bradicinina reduziu a frequéncia de
monocitos infectados pelo T. cruzi. Interessantemente, enquanto captopril ndo altera a
porcentagem de células infectadas, ele aumenta a intensidade de infec¢do das células e induz a

reducdo da expressdo de IL-10. Além disso, foram observadas alteracfes na expressdo de
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moléculas coestimulatérias e de ativacdo por mondcitos pré-tratados com captopril e
antagonistas especificos para os receptores B, ou B; de bradicinina e infectados pelo T. cruzi.
Entretanto, a modulacdo destas moléculas ndo seguiu 0 mesmo padréo nos diferentes grupos.
Nossos resultados mostraram que a via das cininas e o captopril podem agir no processo de
ativacdo de células T CD4", levando a expressdo de IL-17 por estas células. Em conclusio,
este trabalho mostra que a infeccdo de monacitos pelo parasito é parcialmente dependente da
sinalizacéo pelos receptores de cininas, e que esta via e o captopril podem ser importantes na
resposta imune frente infecgdo com o parasito T. cruzi. Em conjunto, nossos dados apontam
para a necessidade de mais estudos acerca dos efeitos de captopril na resposta imune de
pacientes chagasicos, considerando que este farmaco é frequentemente prescrito para

pacientes chagasicos com hipertensao.
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1. Introducéo

1.1 Consideracdes gerais sobre a doenca de Chagas:

A doenca de Chagas, descrita hd mais de cem anos por Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas, afeta, nos dias atuais, cerca de 15 milhdes de pessoas em toda a América Latina.
Estima-se que 100 milhGes de pessoas estdo expostas a infeccdo (DNDi, 2010). A distribuicdo
geografica da infeccdo que leva a doenca de Chagas, incluindo seus reservatorios e vetores,
extende-se desde o Sul dos Estados Unidos ao Sul da Argentina e Chile (Coura e Dias, 2009).
A doenca de Chagas cronica causa deficiéncias significativas e tem alto impacto social e
econémico, incluindo desemprego e diminuicdo da capacidade produtiva. Somente no Brasil,
mais de US$ 1,3 bilhdes em salarios e produtividade industrial foram perdidos devido a
doenca de Chagas (DNDi, 2010).

A doenca é causada pela transmissdo do protozoario Trypanosoma cruzi para o
hospedeiro vertebrado através das fezes e/ou urina do inseto infectado conhecido vulgarmente
como “barbeiro”. O vetor da doenca de Chagas pertence a familia Reduviidae e a subfamilia
Triatominae, sendo os géneros Rhodnius, Triatoma e Panstrogylus os que compreendem as
principais espécies vetoras do T. cruzi (Buscaglia e Di Noia, 2003). Os triatomineos séo
hemat6fagos e o protozoario, presente no seu intestino, penetra na pele do hospedeiro quando
em contato com uma solucdo de continuidade, principalmente pela lesdo causada pelo vetor
durante o repasto sanguineo. A doenga de Chagas tambeém pode ser transmitida por outros
meios, como transfusdo sanguinea, acidentes laboratoriais, via oral (uma variacdo da
transmissdo vetorial) e de forma congénita (Moncayo, 2003; Zeleddn et al., 1977; Schaub et

al., 1988; Steindel et al., 2008).

14



O T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo com multiplos estagios. O estagio
epimastigota é a forma replicativa presente no intestino do hospedeiro invertebrado. No inseto,
a forma epimastigota diferencia-se na forma tripomastigota metaciclica, que pode ser
transmitida ao hospedeiro vertebrado. Portanto, a infeccdo é normalmente iniciada por esta
forma extracelular e ndo replicativa. Apds infectar as células do hospedeiro vertebrado, os
tripomastigotas metaciclicos diferenciam-se em amastigotas intracelulares que sdo as formas
replicativas nos mamiferos e, ap6s maultiplos ciclos de replicacdo, diferenciam-se em
tripomastigotas sanguineos, 0s quais rompem a célula e circulam como parasitos
extracelulares, prontos para infectarem novas células, perpetuando o ciclo infeccioso (revisto
por Schnapp et al., 2002). Os tripomastigotas infectam diversos tipos de células do
hospedeiro, sendo que o tropismo diferencial parece estar relacionado com a cepa do parasito.
(Andrade et al, 1999a).

A doenca de Chagas apresenta duas fases sucessivas, a aguda e a crénica. Apés a
infeccdo pelo T. cruzi, o individuo desenvolve a fase aguda que dura, em média, de seis a oito
semanas. Ao fim deste periodo, inicia-se a fase crénica, na qual os pacientes podem
desenvolver quadros clinicos variados, desde brandos a muito graves (Rassi e Luquetti, 1992).

A fase aguda é caracterizada pela alta parasitemia no sangue e outros tecidos e,
clinicamente, caracteriza-se por ocorréncia de febre, fraqueza, aumento do figado e baco, mal
estar geral e algum tipo de “chagoma” de inoculagdo. Durante esta fase, os amastigotas
proliferam-se em vérios tecidos e células. A proliferacio do T. cruzi dentro dos
cardiomidcitos, causando sua ruptura e liberacdo de mediadores inflamatérios de varios tipos,
é responsavel por miocardite aguda intensa e difusa, que pode ocorrer na fase aguda (Andrade,

1999D).
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Apos esta fase, segue-se a fase cronica, na qual os parasitos tornam-se raros no sangue
e outros tecidos. A infecgdo sO pode ser identificada por testes soroldgicos ou parasitoldgicos
especificos. Nesta fase, a maioria dos pacientes infectados apresenta um estado aparentemente
saudavel, sem prejuizo aparente dos o6rgdos, sem alteracBes eletrocardiograficas nem
anormalidades de raios-X do trato digestivo. Esta forma clinica da doenca de Chagas €
denominada indeterminada (Andrade, 1999b; Rocha et al.,, 2003). Alem da forma
indeterminada, encontrada em cerca de 60% a 70% dos pacientes infectados, a fase cronica
apresenta pelo menos mais trés formas clinicas: cardiaca, digestiva e cardiodigestiva.
Aproximadamente 20% a 30% dos individuos infectados desenvolvem distdrbios de conducéo
e contractilidade do coracéo, levando ao surgimento de arritmias e insuficiéncia cardiaca que,
frequentemente, sdo fatais (Rocha et al., 2003). A forma digestiva da doenca € caracterizada
pela denervacdo da musculatura lisa que reveste a parede do tubo digestivo, levando a
dificuldades na degluticdo e defecagcdo, além de processos de dilatacdo de estruturas
esofagianas e intestinais (Koberle, 1958; Macedo, 1982). A forma clinica cardiodigestiva €
menos comum e estd associada com alteracBes tanto no sistema cardiovascular como no
sistema digestivo. Variagbes geograficas na prevaléncia de formas clinica e morbidade da
doenca de Chagas tém sido relatadas. Patologias digestivas associadas ao T. cruzi predominam
no Chile e na regido central do Brasil ndo sendo, no entanto, comuns na Venezuela e Ameérica
Central (OMS, 2002). Por outro lado, a infeccdo por T. cruzi na Amazonia tende a ser mais
branda do que em é&reas endémicas e frequentemente leva ao desenvolvimento da forma
clinica indeterminada (Zingales et al, 1998 e Coura et al, 2002). Estas diferencas geograficas
podem ser relatadas, em parte, considerando aspectos genéticos e imunes da populacdo
humana local, mas acredita-se que elas sejam causadas principalmente pela diversidade

genetica do parasito (Tibayrenc e Ayala, 1999). Outro ponto a ser considerado é a via de
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inoculacdo do parasito. Cortez et al., 2006, mostraram que a infeccdo por via oral leva a
degradacdo da molecula gp90 pelas pepsinas do hospedeiro. Gp90 é uma glicoproteina
expressa pelo T. cruzi que regula negativamente a infeccdo da célula hospedeira, desta forma,
a infeccdo por via oral torna as cepas, com baixa capacidade de infeccéo, altamente infectivas.

Acredita-se que a fase indeterminada da doenca de Chagas represente um estado de
equilibrio entre hospedeiro e parasito (Andrade, 1999b). No entanto, de 2% a 5% dos
pacientes apresentando a forma indeterminada da doenga de Chagas evoluem para a forma
clinica mais grave (Umezawa et al., 2000). Os mecanismos que determinam a evolugdo clinica
diferencial da infeccdo humana pelo T. cruzi ainda ndao foram totalmente esclarecidos.
Enquanto alguns estudos apontam para a participacdo de diferentes cepas de parasito no
estabelecimento de formas clinicas distintas (Vago et al., 2000), acredita-se que caracteristicas
do préprio hospedeiro possam influenciar decisivamente o processo.

Independentemente da forma clinica, existem fortes evidéncias da participacdo do
sistema imune na patogénese da doenca de Chagas (revisto por Dutra et al., 2005 e Dutra e
Gollob, 2008). A presenca do parasito parece ser fundamental para o desencadeamento do
processo de surgimento das lesdes e estudos correlacionam a presenca do parasito, ou pelo
menos de seus antigenos ou DNA, com os focos inflamatérios teciduais (Jones et al. 1993;
Mortara et al., 1999; Vago et al., 2000). No entanto, a discrepancia entre a baixa parasitemia e
a gravidade das lesbes observadas durante a fase cronica estimularam estudos que buscassem
determinar a participacdo de mecanismos de autoimunidade na doenca de Chagas. Em favor
dessa hipdtese, varios estudos foram realizados e demonstram que componentes auto-reativos
podem, de fato, ser encontrados em pacientes chagasicos. Entre esses componentes
encontram-se anticorpos autoreativos (Cossio et al., 1985; Levitus et al., 1991), assim como

células T potencialmente autoreativas (Cunha-Neto et al., 1996, Dutra et al., 1994). E
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consenso na literatura que as respostas antiparasito ou autoreativas ndo sdo, no entanto,
excludentes na geracdo da patologia chagasica e que podem atuar conjuntamente.

1.2. Mecanismos de invasdo celular pelo Trypanosoma cruzi: importancia da via das
cininas

Durante o processo de infec¢do, o T. cruzi primeiro adere a superficie da célula alvo
sendo, subsequentemente, internalizado. Uma ampla variedade de receptores celulares,
segundos mensageiros e fatores de transcricdo de diferentes vias sdo explorados pelo parasito
para mediar a invasdo celular e a sua sobrevivéncia (Schenckman et al., 1991; Giordano et al.,
1994; Ming et al., 1995; revisto por Andrade e Andrews, 2005). E bem estabelecida a
importancia da mobilizacdo de Ca®" no processo de invasdo da célula hospedeira de
vertebrados pelo T. cruzi (Burleigh e Andrews, 1995). Estudos mostram que muitos parasitos
intracelulares utilizam-se deste mecanismo para induzir sua internalizacdo (Docampo e
Moreno, 1996). A via de sinalizacdo pelo TGF-B é mobilizada pelo T. cruzi para invadir
células ndo fagociticas do hospedeiro (Ming et al. 1995). Células epiteliais mutantes, sem
expressdo dos receptores | e Il do TGF-B, sdo pouco infectadas. No entanto, macrofagos
humanos e de camundongos ativados por TGF-B ndo se tornam mais susceptiveis a invasio
pelo T. cruzi, sugerindo que esta via de sinalizacdo pode ndo ser essencial para a infecgdo de
células fagociticas (Ming et al. 1995).

Apos o estabelecimento do contato entre o parasito e a célula, lisosomas do hospedeiro
podem se encontrar fortemente associados a membrana, formando um aglomerado no sitio de
invasdo. A fusdo de lisosomas com a membrana plasmatica da célula hospedeira é dependente
de Ca*, e tem sido apontada como essencial para a entrada do parasito (Burleigh, 2002;
Schenckman et al., 1988; Rodriguez et al, 1996). Anteriormente a invasdo celular, os

tripomastigotas do T. cruzi aderem a receptores especificos na membrana externa da célula
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hospedeira. Esta adesdo é mediada por ligantes do parasito que se associam a grupos de
carboidratos em receptores na superficie da celula hospedeira (Pereira, 1994).

A interacdo do parasito com a célula hospedeira é dependente da sintese de varias
moléculas. Uma dessas moléculas é a trans-sialidase, enzima ancorada por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) na superficie da membrana do parasito, e subsequentemente
liberada para o meio. A trans-sialidase catalisa a transferéncia de acido sidlico de
glicoconjugados da célula hospedeira para glicoproteinas do tipo mucina, também localizadas
na superficie do parasito e parecem ser importantes no contato célula hospedeira-parasito
(Schenkman et al, 1994; Ferguson, 1997; Agusti et al, 1998). O &cido sialico é um
monossacarideo expresso na superficie celular em forma de glicoconjugados e/ou polimeros.
Ele é sintetizado pela maioria das células eucaridticas e em algumas bactérias, estando
envolvido na interacdo célula-célula (Kelm e Schauer, 1997).

Outra molécula sintetizada pelo T. cruzi, importante para o processo de invasdo da
célula hospedeira pelo parasito é a cruzipaina. Ela é a principal cisteina-proteinase do T. cruzi
(Scharfstein et al., 2000). A cruzipaina é sintetizada como uma pré-proenzima com trés
dominios distintos, o pr6-dominio, o dominio catalitico e uma extensao carboxiterminal. Ela é
expressa como zimaégeno e precisa sofrer maturacdo através de remocao catalitica do dominio
N-terminal, ¢ ¢ acumulada em “reservosoma”, uma organela do parasito semelhante aos
lisosomas (Eakin et al, 1992). Embora o nivel de expressdo de cruzipaina varie, ela é
sintetizada em todos os estagios de vida e por todas as cepas de T. cruzi (Campetella, 1990). O
nivel de cruzipaina produzido pelos tripomastigotas esta relacionado a capacidade do patogeno
de invadir a célula. Assim, altos niveis de expressdo de cruzipaina podem contribuir com a alta
infectividade do parasito (Aparicio et al., 2004). Além disso, a invasdo da célula hospedeira é

reduzida por inibidores de cisteina-proteinase (Meirelles et al, 1992).
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A cruzipaina localiza-se na superficie da membrana plasmatica do parasito, 0 que a
torna um potente alvo para resposta de anticorpos contra 0 parasito extracelular intacto. Sabe-
se que essa proteina induz resposta imune humoral em camundongos infectados com T. cruzi.
Camundongos infectados cronicamente apresentaram altos niveis de 1gG reativa tanto a
proteina nativa quanto a recombinante. Ja o desafio oral de camundongos com T. cruzi induziu
uma resposta de IgA especifica para cruzipaina (Schnapp et al., 2002). O estimulo de células
de linfonodo de camundongos em cultura com cruzipaina recombinante induziu a producéo de
IFN-y em niveis pelo menos trés vezes maiores do que quando utilizada como estimulo uma
proteina controle. J& a producdo de IL-4, tanto em resposta a cruzipaina recombinante como a
proteina controle, foi abaixo do nivel de deteccdo do ensaio (<32 U/ml). Isto sugere que a
cruzipaina, expressa durante a infeccdo com T. cruzi, induz uma resposta celular do tipo Thl
(Schnapp et al., 2002). A analise por imunohistoquimica de fragmentos do miocardio de
individuos com cardiopatia crénica grave, utilizando anticorpos para cruzipaina, demonstrou
que fibras miocardicas infectadas apresentam forte marcacdo citoplasmatica, o que foi
observado também no interior de células fagociticas. Além disso, foi possivel visualizar a
marcacgdo do antigeno no meio extracelular, proximo ao infiltrado inflamatorio, sugerindo a
participacdo da cruzipaina na patologia da cardiomiopatia chagésica. (Morrot et al, 1997).

A cruzipaina induz a liberacdo de cininas pela quebra do cininogénio de alto e baixo
peso molecular, atuando, portanto, como uma cininogenase. As cininas sdo peptideos
vasoativos derivados do cininogénio e estdo implicadas numa gama de respostas
patofisiologicas, tais como, vasodilatacdo, formacédo de edema, dor, espasmos, estimulo para a
sintese endotelial de 6xido nitrico (NO) e aumento da permeabilidade vascular (Elliott et al,
1959). O cininogénio em humanos pode ser de dois tipos: de alto peso molecular, que é uma

a-globulina plasmatica e o de baixo peso molecular, que ¢ uma B-globulina plasmatica. O
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cininogénio de alto peso molecular é clivado pela acdo de calicreina plasmatica, liberando o
nonapeptideo bradicinina. O cininogénio extravascular, de alto e baixo peso molecular,
quando clivado pela calicreina tecidual libera lisil-bradicinina, um decapeptidio também
conhecido como calidina (Cadena e Colman, 1991; Adam et al, 1985). O efeito da estimulacdo
das cininas sobre seus receptores € finamente regulado pela acdo de peptidases que degradam
as cininas, as cininases, tais como a enzima conversora de angiotensina (ECA), endopeptidase
neutral, carboxipeptidase N e M e aminopeptidase P (Bhoola et al, 1992). O captopril ([S]-1-
[3-mercapto-2-methyl-1-oxo-prolyl]-L-proline) é um farmaco inibidor de ECA e, portanto,
prolonga a meia vida das cininas promovendo um aumento da biodisponibilidade destes
peptideos (Godsel et al, 2003a).

Captopril é prescrito para o tratamento de hipertensdo, agindo pelo bloqueio da
conversdo de angiotensina | a angiotensina Il (Ondetti et al., 1977). Captopril apresenta uma
estrutura contendo grupo tiol que proporciona uma ligacao especifica a ECA, € por esta
ligacdo que se da a inibicdo de ECA (Lapteva et al.,2002). ECA é uma enzima ligada a
membrana de células endoteliais e de outros tipos celulares, tais como, monécitos/macrofagos
e populaces de linfocito T. A atividade de ECA esta presente tanto no subtipo de linfécito T
CD4" como em CD8" (Costerousse et al., 1993). Captopril apresenta propriedades anti-
inflamatorias e participa da regulacdo imune. Os inibidores de ECA, inclusive captopril, tém
se mostrado benéficos em encefalomielite autoimune experimental e em miocardites
(Constantinescu et al., 1995; Godsel et al., 2003a). Captopril mostrou ter um forte efeito na
inflamacéo ocular em uveite induzida por endotoxina no rato; ele suprimiu a ativacdo da via
NF«B na iris e em células do corpo ciliar, provavelmente blogqueando produgdo local de Ang
I. Alta dose de captopril impediu significativamente a translocagcdo nuclear de p65 induzida

por LPS na iris e no corpo ciliar (llieva et al., 2006). A propriedade anti-inflamatoria de
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captopril é confirmada pela supressdo da sintese de citocinas pré-inflamatérias como I1L-12,
TNF-o e IL-1B por células mononucleares do sangue periférico (Schindler et al., 1995;
Constantinescu et al., 1998). Entretando, captopril inibiu a apoptose induzida por ativacdo em
hibridomas de células T (Odaka and Mizuochi, 2000) e inibiu também a apoptose induzida por
Fas em célula T periférica humana (Déas et al., 1997). Além disso, captopril blogueou a
expressdo de FasL induzida por anti-CD3 em células T e reduziu a expressao de Fas (Odaka
and Mizuochi, 2000). Estes estudos sugerem que captopril pode modular a delecéo clonal e a
aquisicdo de autotoleréncia in vivo, possivelmente levando a autoimunidade.

A acdo biologica das cininas depende da interacdo destas com seus receptores. Ja
foram descritos 2 receptores em mamiferos denominados receptor tipo 1 de bradicinina (B1R)
e receptor tipo 2 de bradicinina (B2R). Estes receptores sdo proteinas contendo sete dominios
transmembranas e estdo acoplados a proteina G (McEachern et al., 1991; Marceau et al.,
2002). O B3R esté presente em varios tecidos e células e é expresso constitutivamente. Ele é
ativado pela bradicinina e calidina, mas ndo pelo metabdlito da bradicinina (desArg®-
bradicinina). J4 o B1R estd ausente na maioria dos tecidos em condi¢cdes normais, porém, é
rapidamente expresso no processo inflamatério, lesdo tecidual e em traumas, assim como apos
incubacdo in vitro com citocinas inflamatérias, especialmente IL-1. Este receptor responde ao
metabdlito da bradicinina, mas ndo a bradicinina (Marceau et al. 2002; Marceau et al, 1998).
Ja foram descritos varios antagonistas do B2R, Hoechst Icatibant (HOE-140) e Cortech
Bradycor (CP-0597) tém sido os mais estudados e mostraram-se potentes e seletivos para B2R
(Hock et al., 1991; Stewart et al, 1996). O antagonista B9958 ¢ um decapeptideo contendo
dois residuos de lisina que impedem a sua degradacdo proteolitica; ele antagonisa,
especificamente, BiR (Gobeil et al., 1997). Os antagonistas B9430 e B9340 ligam tanto ao

B1R como ao B2R, mostrando-se potentes para ambos (Stewart et al, 1996).
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Estudos indicam que a invasdo celular por formas infectivas do T. cruzi é
potencializada pela liberagcdo de cinina a partir das moléculas de cininogénio presentes no
hospedeiro. Desta forma, o T. cruzi pode ativar diretamente o sistema cinina através da
atividade de suas cisteina-proteinases, como a cruzipaina (Scharfstein et al, 2000; Del Nery et
al, 1997). A liberacdo de cininas por tripomastigotas de T. cruzi em cultura de células
superexpressando B2R induz aumento da concentracio intracitoplasmatica de célcio (Ca*"). A
adicdo de antagonista especifico para B,R ao meio de cultura leva a reducdo da concentracéo
de Ca** e da taxa de invasdo celular, sugerindo uma importante participacdo de B;R no
processo de infeccdo por T. cruzi (Scharfstein et al, 2000). Bradicininas e as cininas
relacionadas sdo peptideos pro-inflamatérios. Eles tém um importante papel em doencgas
inflamatdrias induzindo a imunidade tipo | pela via da IL-12 (Scharfstein et al., 2007). As
cininas foram recentemente implicadas no desenvolvimento de imunidade contra parasito via
células dendriticas (Aliberti et al., 2003). Estudos mostram que camundongos deficientes no
B2R sdo extremamente susceptiveis a infeccdo intranasal com L. monocytogenes, e que eles

sdo incapazes de produzir citocinas que promovem a imunidade tipo | (Kaman et al., 2009).

1.3. A resposta imune celular na doenca de Chagas humana

Com a complexidade do ciclo de vida do T. cruzi no mamifero, o controle da infec¢do
envolve uma combinacdo de respostas imunes do hospedeiro que operam em varios niveis. Na
doenca humana, embora a producdo de anticorpos tenha sido considerada importante
(Gazzinelli et al., 1990), o papel dessas moléculas precisa ser melhor estudado. E, no entanto,
um consenso na literatura, de que a resposta imune celular possui um papel fundamental na

imunopatologia da doenca de Chagas (revisto por Dutra et al., 2005; Dutra e Gollob, 2008).

23



A inducdo de uma resposta imune celular eficiente é dependente da ativacdo de células
apresentadoras de antigenos (APC). A estimulacdo de células T requer a interacdo entre o
receptor destas (TCR) e o complexo peptideo-MHC (complexo de histocompatibilidade
principal) nas células apresentadoras de antigeno. Além disso, também é necessaria uma co-
estimulacdo adequada fornecida pelas APCs. O papel principal destas células é tornar o
antigeno “visivel” para o linfocito T e isto ocorre quando, apds a sua captagdo, as células o
processam em pequenas fracdes e o ligam a moléculas de MHC classe | e Il. Estas moléculas
adquirem, respectivamente, peptideos derivados da degradacdo de proteinas endogenas e
exogenas. Apos sua formacdo, o complexo peptideo-MHC ¢é translocado para a superficie
celular tornando-se disponivel para ligacdo ao TCR dos linfécitos CD8" e CD4" (Chapman,
1998). Em 2004, Souza e colaboradores investigaram a expressdo de HLA-DR por células
CD14" de pacientes chagasicos com as formas clinica cardiaca e indeterminada e de
individuos ndo chagasicos. Eles mostraram que monocitos de pacientes chagasicos
indeterminados apesentam baixos niveis de HLA-DR quando comparados a individuos ndao
chagasicos, sugerindo que pacientes chagasicos com a forma clinica indeterminada
apresentam uma menor capacidade de estimular as células T CD4". Esta hipdtese pode
representar um importante mecanismo de controle da reacdo inflamatoria nestes pacientes,
levando a menores danos dos tecidos, o que é consistente com a forma indeterminada da
doenca.Além do sinal fornecido pela ligacdo do complexo antigeno-MHC ao receptor, as
células T necessitam de um segundo sinal para terem sua resposta otimizada. Este segundo
sinal é fornecido por moléculas coestimulatorias, presentes na superficie de APCs e que se
ligam a receptores especificos presentes nas membranas dos linfécitos T (Lecomte et al.,
1994). A via coestimulatoria mais estudada e importante é dada pela interacdo CD28/B7-1 e

B7-2. O CD28 é uma glicoproteina transmembrana, homodimérica, da familia das
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imunoglobinas, presente na superficie de linfocitos T (Azuma, 1992) que, associada a seus
ligantes, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), presentes nas APCs, estimula a proliferacdo
linfocitaria, producdo de citocinas e impede o estado de anergia (Harding et al., 1992). CD28
divide sua habilidade de se ligar a membros da familia B7 com o seu homélogo CTLA-4
(antigeno 4 associado ao linfdcito T citotoxico). Entretanto, eles possuem diferentes afinidades
por seus ligantes; CTLA-4, também chamado de CD152, tem uma afinidade aproximadamente
100 vezes maior pelo ligante do que CD28 (Linsley et al., 1994). A ligagdo de CTLA-4 a B7
resulta na inibicdo da producdo de interleucina 2 e consequente paralizacdo da progressao do
ciclo celular de GO/G1 o que pode levar a morte celular por apoptose. Desta forma, CTLA-4
funciona como um inibidor da ativacdo do linfocito T (Krummel e Allison, 1996; Walunas et
al., 1996). Estudos anteriores do nosso laboratério mostraram que pacientes chagasicos
possuem alta frequéncia de células T CD28- e que estas células possuem uma expressao
preferencial da regido variavel beta 5 (Vbeta5) em seu TCR (Menezes et al., 2004). Mais
recentemente, foi demonstrado que estas células possuem caracteristicas funcionais distintas,
correlacionadas com a forma clinica dos pacientes chagasicos: enquanto nos pacientes
indeterminados células T CD4+CD28- expressam citocinas inflamatorias, mas também anti-
inflamatorias, em pacientes com cardiopatia grave, elas associam-se primariamente a
expressdo de citocinas inflamatorias (Dutra et al., 2009). Outra correlacdo clinica importante
encontrada em nossos estudos foi uma expressdo aumentada de CTLA-4 por linfécitos T de
pacientes chagasicos indeterminados, mas ndo cardiopatas, o que pode contribuir com a
modulacgdo da resposta imune nos pacientes indeterminados (Souza et al, 2007).

Estudos mostram que citocinas inflamatérias tém um papel central na infeccdo
experimental aguda por T. cruzi. Ap6s a infeccdo pelo T. cruzi, macréfagos e células

dendriticas secretam citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, regulam positivamente a
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expressdo de receptores coestimulatorios e aumentam a endocitose e morte intracelular do
parasito pela liberacdo de espécies reativa de oxigénio e nitrogénio. Em contato com IFN-y,
macrofagos tornam-se altamente ativos e aumentam a sintese de radicais livres derivados do
nitrogénio (Gazzinelli et al., 1992; Gazzinelli et al., 1993).

Citocinas pro-inflamatorias tais como IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-27, e TNF-o s3o
prontamente liberadas durante a infec¢do e ativam outros tipos celulares (Souza et al, 2007,
anexo IlI; Bilate and Cunha-Neto 2008). Souza e colaboradores (2004) observaram que a
infeccdo por T. cruzi levou ao aumento da expressdo de IL-10 e IL-12 pelos mondcitos de
pacientes indeterminados comparado a condi¢cdo ndo infectada. Mondcitos de pacientes
chagasicos cardiacos apresentaram altos niveis de TNF-a ap6s a infecgdo pelo parasito. Estas
diferencas observadas entre os perfis de citocinas de pacientes com a forma clinica
indeterminada e cardiaca da doenca indicam uma resposta modulatoria e inflamatoria,
respectivamente. O achado acima demonstra que mondcitos de pacientes chagasicos com
formas clinica distintas reagem diferentemente a infeccéo in vitro pelo T. cruzi.

Acreditava-se que as células T-helper (Ty) diferenciavam apenas em celulas Tyl ou
TH2, no entanto, recentemente foi descrito um subtipo de células T CD4" produtoras de IL-17.
As células Tyl7 estdo relacionadas a inducdo de injdria tecidual autoimune (Park et al., 2005;
Harrington et al., 2005). A expressdo de IL-17 estd envolvida em processos inflamatérios em
algumas doengas como a artrite, uma vez que IL-17 regula proteinases importantes na
destruicdo do tecido local (Chabaud et al., 2000). Como varios estudos mostram indicios de
que parte da patologia da doenca de Chagas se deve a fatores autoimunes (Cossio et al., 1995;
Levitus et al., 1991, Cunha-Neto et al., 1996, Dutra et al., 1994) é importante compreender o

papel de IL-17 na doenca de Chagas.
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Embora varios estudos tenham sido realizados na tentativa de compreender como se
da a infeccdo da célula hospedeira de mamiferos pelo protozoario T. cruzi, este processo ndo
foi completamente esclarecido. Além disso, sabe-se que a producdo de mediadores
imunoldgicos é responsavel pelo estabelecimento e controle da doenca. No entanto, 0sS
mecanismos envolvidos na liberacdo destes mediadores ndo foram completamente elucidados.
Nesse trabalho, propomo-nos a avaliar a hipotese de que o peptidio cinina, liberado pela
cruzipaina do T. cruzi, liga-se aos seus receptores presentes nos monocitos humanos,
potenciando a entrada do parasito nessas células, e, ao mesmo tempo, induzindo alteracGes
fenotipicas e funcionais nos mondcitos que possam influenciar ou correlacionar-se com o
curso distinto da infeccdo. Propomo-nos também a avaliar o papel das cininas na indugdo da
ativacdo e na funcdo efetora dos linfocitos T. Na nossa hip6tese, o uso do farmaco captopril
potenciaria a resposta dada pelas cininas. Acreditamos que as respostas a essas hipéteses
auxiliardo num melhor entendimento das interacfes célula hospedeira-parasito e da resposta

imune celular na doenca de Chagas humana.
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2. Justificativa

A doenca de Chagas atinge, atualmente, cerca de 15 milhdes de individuos na América
Latina, e representa a primeira causa de lesGes cardiacas em jovens e adultos economicamente
ativos nos paises endémicos (Coura e Dias, 2009 e OMS, 2002). Portanto, estudos que possam
auxiliar na compreensao dos mecanismos patogénicos da infeccdo pelo T. cruzi sdo de grande
importancia.

A invasdo celular é um passo essencial para o desenvolvimento da doenca de Chagas,
sendo o fator que precede a replicacdo intracelular do parasito e a liberagdo dos
tripomastigotas infectivos na corrente sanguinea do hospedeiro que se disseminardo por todo o
organismo. O T. cruzi, agente causador desta doenca, expressa uma proteina, chamada
cruzipaina, que esta presente em todos 0s seus estdgios de vida. J& foi demonstrado, em
modelos experimentais, que esta proteina é importante na invasdo da célula hospedeira murina
pelo parasito, e que a invasdo ocorre via receptor B2 de cinina. Propomo-nos em nossos
estudos avaliar se a adicdo de antagonistas especificos para os receptores B; e B, pode
influeciar a interacdo de tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y com mondcitos humanos.
Propomo-nos também, avaliar se estes antagonistas modificam a expressdo de moléculas
importantes para a ativacio e funcio efetora de mondcitos CD14" e linfocitos T CD4™ e CD8”
e se possiveis alteracdes poderiam nos auxiliar na compreensdo da evolucdo clinica diferencial
observada na doenga Chagas. Outro alvo de nossos estudos ¢ o farmaco captopril que € um
inibidor de ECA e portanto, aumenta a biodisponibilidade das cininas, este farmaco é
comumente prescrito para pacientes com cardiomiopatia chagasica crénica, mas sdo poucos 0S
estudos experimentais e em humanos que investigam os efeitos de captopril na resposta

imunologica de pacientes chagasicos. Propomo-nos a determinar qual é o papel deste farmaco
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na infeccdo de mondcitos humanos pelo T. cruzi e qual é a sua participacdo na resposta imune
frente ao estimulo com o parasito. Este estudo é importante principalmente considerando-se
que este farmaco é comumente administrado a pacientes chagasicos hipertensos e ndo se sabe
qual o papel do captopril frente a infeccdo pelo T. cruzi. Acreditamos que estes estudos
elucidardo aspectos importantes da interacdo parasito-célula hospedeira e trardo informagdes
sobre os efeitos do captopril na resposta imunologica dos pacientes chagasicos podendo,

inclusive, beneficiar a populacédo infectada.
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3. Objetivo Geral

Avaliar a participacdo dos receptores B; e B, de cininas e do farmaco captopril em
processos decorrentes da interacdo do T. cruzi com células hospedeiras provenientes de
individuos portadores de diferentes formas clinicas da doenca de Chagas e de individuos nédo

chagasicos.

3.1. Objetivos Especificos
Propde-se a determinar, na populacdo de mondcitos:

1- Os niveis de expressdo de enzima conversora de angiotensina (ECA) por mondcitos
de pacientes chagasicos com as formas clinicas cardiaca e indeterminada frente ao tratamento
com captopril e antagonistas especificos para os receptores B, e B, de cininas, infectados ou
ndo com tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi.

2- A frequéncia da infeccdo de mondcitos de pacientes chagasicos das formas clinicas
cardiaca e indeterminada e de individuos ndo chagasicos por tripomastigotas da cepa Y de T.
cruzi, frente ao tratamento com captopril e antagonistas especificos para os receptores B; e B;
de cininas

4- A expressdo de moléculas coestimulatorias e marcadores de ativacao celular (CD80,
CD86, HLA-DR), da enzima iNOS e de citocinas (IL-12, TNF-a, IL-10) em mondcitos de
pacientes chagasicos com as formas clinicas cardiaca e indeterminada e de individuos nao
chagéasicos, frente ao tratamento com captopril e antagonistas dos receptores B; e B, de
cininas, infectados ou ndo com tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi.

Propde-se a determinar, na populacéo de linfécitos de individuos ndo chagasicos:
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6- O papel do farmaco captopril na ativacdo (expressdo de HLA-DR) e na funcdo
imunoregulatoria de linfocitos T CD4™ e CD8™ (expressio das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10 e

IL-17) frente a estimulacdo com o parasito T. cruzi da cepa Y.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Pacientes

Os pacientes que fizeram parte deste estudo foram selecionados no Centro de
Treinamento e Referéncia em Doengas Infecciosas e Parasitarias Orestes-Diniz (CTR-DIP). O
diagnostico da doenca de Chagas foi confirmado através de sorologia especifica para a doenca.
O diagndstico e o tratamento destes pacientes sdo de responsabilidade do Dr. Manoel Otavio
da Costa Rocha.

Os individuos que foram analisados neste trabalho foram divididos em quatro grupos
distintos: pacientes chagasicos indeterminados, pacientes chagasicos com cardiopatia dilatada,
pacientes chagasicos com cardiopatia nao dilatada e individuos ndo chagasicos. A
classificacdo dos pacientes chagasicos em indeterminados e cardiacos dilatado, ou ndo, seguiu
o critério estabelecido por Rocha e colaboradores, 2003.

O grupo indeterminado (FCI, n= 6) compreende pacientes que ndo apresentam
sintomas da doenca e seus exames radiograficos e eletrocardiograficos foram normais, sendo a
doenca evidenciada somente pela positividade de testes soroldgicos especificos. Neste mesmo
grupo enquadram-se pacientes assintomaticos com pequenas alteragdes detectaveis em exames
de alta sensibilidade como testes ergométricos e holter.

O grupo cardiaco foi subdividido em cardiopata sem dilatagdo (CND, n= 7) e com
dilatacdo, sendo este o quadro mais grave (CD, n= 6). Os cardiopatas sem dilatagdo
apresentam variadas alterac6es cardiacas que afetam o sistema de conducdo, sem apresentarem
alteracbes de contractilidade ou cardiomegalia. Estes pacientes apresentam alteracées no
eletrocardiograma, blogueio completo do ramo direito, bloqueio divisional antero superior de

extra-sistolia frequente e induzida pelo esforco. O raio X do térax destes pacientes é normal.
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Os cardiopatas com dilatacdo apresentam cardiomegalia, além de todas as alteracGes citadas
para os cardiopatas sem dilatag&o.

O grupo controle (NC, n= 6) é constituido por individuos saudaveis com sorologia
negativa para T. cruzi.

Foram coletados 40 mL de sangue de cada individuo por puncao de veia periférica, em
tubos a vacuo contendo heparina/EDTA.

Os termos de esclarecimento e de consentimento, direcionados aos pacientes que
concordaram em participar desta pesquisa, foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP), como parte integrante do projeto maior
intitulado “Avaliagdo eletrofisiologica ndo-invasiva na doenca de Chagas: diagndstico do dano

miocardico e fatores prognoésticos”, coordenado pelo Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha.

4.2. Linhagens celulares para cultura de T. cruzi

Células VERO, obtidas de fibroblastos do rim de macaco, foram mantidas em frascos
de cultura de 250 cm? com meio de cultura RPMI (Sigma) suplementado com 5% de SBF
(Soro Fetal Bovino) inativado e 1% de antibidtico/antimicético (penicilina 500U/mL e
estreptomicina 0,5mg/mL). Os frascos de cultura foram mantidos em estufa com atmosfera

Umida a 5% de COg, 37°C, e as células repicadas periodicamente.

4.3. Obtencao dos parasitos
Este procedimento foi realizado conforme descrito por Souza et al. (2004). Foram
utilizados tripomastigotas de Trypanosoma cruzi da cepa Y obtidos do sobrenadante de cultura

de células VERO. Cerca de 1 x 10° células foram semeadas em frascos de cultura de 250 cm?
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contendo o meio descrito acima. Ap6s a adesdo e formacdo da monocamada, as células foram
infectadas com 1 x 107 tripomastigotas de T. cruzi obtidos de sangue desfibrinado de
camundongos infectados experimentalmente ou de estoques mantidos a -80°C congelados em
DMSO. Apobs 24 horas de incubacdo, em atmosfera imida a 5% de CO,, 33°C, as garrafas
foram lavadas para a retirada dos tripomastigotas que ndo penetraram as células. Apds
acrescentar meio, as culturas de células infectadas foram mantidas em estufa imida, a 33°C e
5% de CO,. O meio foi trocado no dia seguinte e no quarto dia de infecgdo. A partir do quinto
dia de cultura, comecaram a ser liberados os tripomastigotas, o sobrenadante contendo os
parasitos foi recolhido e centrifugado a 1000g, por 10 minutos, a 4°C. Apds centrifugacdo o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido com meio para 1 mL. Os parasitos
foram contados e utilizados nos ensaios de infeccdo. A contagem dos parasitos foi realizada na
camara de Newbauer. Apos a liberacdo dos tripomastigotas, 0 meio de cultura foi trocado

diariamente, a fim de reduzir a frequéncia de amastigotas no meio.

4.4. Obtencao de células mononucleares de sangue periférico

A cada 10 mL de sangue obtido dos doadores voluntarios foi adicionado volume igual
de tampéo salina fostato (PBS- adquirido comercialmente da Sigma), pH 7.2, e esta mistura
foi aplicada cuidadosamente sobre 10 mL de Ficoll-Paque (Pharmacia). Apds 40 minutos de
centrifugacdo a 128g, a 20°C, as células mononucleares do sangue periférico (CMSP),
separadas por gradiente, foram recolhidas e lavadas por centrifugacdo (128g, 4°C) em PBS
1X. Este processo foi repetido mais duas vezes. Em seguida, foram contadas em cémara
hemocitométrica e ressuspensas com meio RPMI (Sigma), acrescido de 2mM de L-glutamina,

100 pL/mL de penicilina G potassica e 100 ng/mL de estreptomicina.
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4.5. Infeccdo das células para analise do efeito do tratamento com antagonistas dos
receptores de cinina e de captopril na invasdo dos mondcitos por tripomastigotas de T. cruzi
e na expressdo de moléculas de superficie e citocinas

Antes da infeccdo das células com T. cruzi da cepa Y, as células foram tratadas com
uma serie de reagentes para avaliar o papel dos receptores de cininas na invasdo pelo parasito.
O protocolo de tratamento foi:

1- Células + Meio

2- Células + Captopril 50uM

3- Ceélulas + Antagonista de B1/B; (B9430) 200nM
4- Células + Antagonista de B; (B9958) 200nM

5- Células + Antagonista de B, (HOE-140) 200nM

Os reagentes foram cedidos gentilmente pelo Dr. Jalio Scharfstein da Universidade
Federal do Rio de Janeiro As concentracdes e 0s respectivos tempos de cultura para cada
reagente foram testados e confirmados por experimentos pilotos.

Os tripomastigotas foram ressuspensos em RPMI para a concentracdo de 5 x 10’
parasitos/mL e foram adicionados cinco tripomastigotas de T. cruzi por célula. O tratamento e
infeccdo foram realizados em placas de 96 pogos fundo em U (para posterior avaliacdo de
moléculas de superficie e citocinas) ou em placas de 24 pocos (para avaliacdo da infectividade
dos mondcitos). Para as analises de moléculas de superficie e citocinas, a cada poco foi

adicionado:
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Células (0,2x10°%élulas/poco)

Tripomastigotas (1x10°tripomastigotas/poco)

Tratamento (meio, captopril, Ant. B1/B2R, Ant. B; ou Ant. B»)

Meio completo composto por: RPMI + 1% de antibidtico/antimicético (penicilina
500U/mL e estreptomicina 0,5mg/mL), 1% de L-glutamina (200nM) + 10% de soro fetal

humano inativado) completando o volume para 200puL.

MEIO cap B9430 B9958 HOE MEIO cap B9430 B9958 HOE

O0000000
00000000
00000000
00000000
O0000000
00000000
00000000
O0000000
00000000
00000000
00000000
O0000000

INFECTADO NAO
INFECTADO

Esquema 1: Esquema da placa mostrando o protocolo de incubagcdo com os diferentes
tratamentos.

A placa foi deixada na estufa Umida a 37°C, 5% de CO,, por 3 horas para que ocorresse a
infeccdo. Apds este periodo a placa foi lavada duas vezes com PBS 1x, centrifugada a 128g,

4°C, 10 min. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram ressuspensos com meio
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completo para um volume final de 200uL por poco e a placa foi reincubada na estufa tmida a
37°C, 5% de CO; por aproximadamente 14 horas e posterior marcacdo das células, como
descrito no item subsequente. Em todos os experimentos de analise de expressdo de moléculas
de superficie e citocinas foram acrescentados controles no qual as células receberam o0s
tratamentos, mas nao foram infectadas (Esquema 1).

Para analise da infectividade, os ensaios foram realizados em placa de 24 pocos. Foi
colocada em cada po¢co uma laminula e entdo adicionados 200uL da solu¢do contendo as
celulas, na concentracdo supracitadas, e 300uL. de meio completo. A placa foi levada para a
estufa 37°C, 5% de CO; por 1 hora, para a aderéncia das células na laminula. Apés este
periodo os pocos foram lavados duas vezes com 750uL de RPMI + 1% de
antibiotico/antimicdtico (penicilina 500U/mL e estreptomicina 0,5mg/mL) a 37°C para
remocao das células ndo aderentes. Foram, entdo, adicionados:

Tratamentos (meio, captopril, Ant. B;/B2R, Ant. B; ou Ant. B5)

Tripomastigotas (5x10tripos/mL)

Meio completo
A placa foi reincubada em estufa a 37°C, 5% CO, por 3 horas para 0 processo de infeccéo.
Apos este periodo os parasitos que ndo infectaram as células foram removidos e desprezados
realizando-se duas lavagens cuidadosas com PBS 1X a 37°C. Foi entdo, realizada a coloracdo

com Giemsa, para avaliacdo do namero de células infectadas.

4.6. Reacdo de imunofluorescéncia para analise em citdmetro de fluxo

Apos aproximadamente 14 horas de cultura, parte das células nas placas de 96 po¢os

foram incubadas por mais 4 horas com brefeldina-A (1 mg/mL), a qual blogueia a secrecédo de
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proteinas concentrando as citocinas no citoplasma celular. As placas contendo células que nédo
seriam marcadas para citocinas foram retiradas da estufa e centrifugadas a 128g, 4°C, 8 min, o
sobrenadante foi desprezado. Foi adicionada, em cada po¢o, uma solugdo contendo PBS
0,015M pH 7.2 contendo 0,01% de azida sédica e 0,2% albumina bovina sérica (BSA) e
anticorpos monoclonais. Em seguida, as células foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente. Os anticorpos utilizados foram: anti-CD4 acoplado ao fluocromo cy-chrome (Cy),
anti-CD8 ou anti-CD14 acoplados ao fluocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) para
identificacdo de diferentes populagdes celulares; anti-CD80, CD86, CD28, CTLA-4 ou HLA-
DR acoplados ao fluocromo ficoeritrina (PE) para avaliar a expressdo de moléculas de ativacéo
e coestimulacgdo; anti-CD143 acoplado ao fluocromo PE para avaliar a expressdo de enzima
conversora de angiotensina. O protocolo de marcacao foi:

1- Controles de Isotipo

2- CD14/CD80

3-CD14/CD86

4- CD14/HLA-DR

5- CD8/CD28/CD4

6- CD8/CTLA-4/CD4

7-CD14/CD143

Apos esta incubacdo, as células foram fixadas pela adicdo de solucdo de formaldeido
4% por 20 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente foram lavadas e centrifugadas.
Os pellets foram ressupensos com formaldeido 2% para um volume final de 200uL. As células

foram transferidas para tubos apropriados e entdo, realizada a aquisi¢do em citdmetro de fluxo.
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Para coloracdo intracitoplasmatica, apos as 4 horas de incubacdo com brefeldina, as
células foram incubadas com anti-CD4, CD8 e CD14 como descrito anteriormente, em seguida,
permeabilizadas pela incubac¢do com solucéo de 0,5% de saponina por 30 min, centrifugadas e,
incubadas com anticorpos anti-citocinas IL-10, IL-12, IFN-y TNF-a, ou anti-iNOS acoplados
ao fluocromo PE. O protocolo de marcacao foi:

1- Controles de Isotipo

2-CD14/1L12

3- CD14/1L10/CD4

4- CD14/TNF-alfa/CD4

5- CD8/IFN-gama/CD4

6-INOS/CD14

4.7. Reacdo de imunofluorescéncia para analise do papel de captopril na ativagao e fungao
imunoregulatéria dos linfécitos T

Durante a infeccdo das células com T. cruzi da cepa Y, as células receberam o seguinte
tratamento:

1- Células + Meio

2- Células + Meio + Bradicinina

3- C¢lulas + Captopril S0uM

4- Células + Captopril 50uM + Bradicinina

5- Células + Antagonista de B, (HOE-140) 200nM + Bradicinina
As células foram submetidas a infeccdo por 3 horas. Apds este periodo, os tripomastigotas que

ndo infectaram as células foram descartados por 3 lavagens com PBS 1X e as células foram
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incubadas por 14 horas e ressuspendidas em meio suplementado com 10% em estufa 370C,
5% CO2. Passado este periodo foi realizado o protocolo descrito no item 4.6 utilizando os
seguintes anticorpos: anti-CD4 acoplado ao fluocromo FITC e anti-CD8 acoplado ao
fluocromo Cy para identificacdo dos subtipos de células T; anti-HLA-DR, CD143, TNF-o,
IFN-y, IL-10 e IL-17 acoplados ao fluocromo PE para avaliar a ativacdo e a funcao efetora dos
linfdcitos T. O protocolo de marcacao foi:

1- Controles de Isotipo

2- CD4/HLA-DR/CDS8

3-CD4/CD143/CD8

4- CD4/TNF-a/CD8

5- CD4/IFN-y/CD8

6- CD4/IL-10/CD8

7- CD4/IL-17/CD8
4.8. Analises citométricas

A citometria de fluxo foi utilizada para a analise da expressdo de moléculas de
superficie e citocinas por CMSP ap06s os tratamentos citados e infecgdo com T. cruzi.

O citdmetro de fluxo (FACScan — Beckton & Dickinson), aparelho utilizado para coleta
e analise dos dados, permite a avaliagdo de cinco parametros: tamanho (FSC) e granulosidade
das células (SSC), fluorescéncia do tipo 1 (FL1), fluorescéncia do tipo 2 (FL2) e fluorescéncia
tipo 3 (FL3). FL1, FL2 e FL3 correspondem a sinais luminosos emitidos pela excitacdo do
isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou CFSE, ficoeritrina (PE) e cy-chrome (CY),
respectivamente. Estas caracteristicas sdo detectadas utilizando-se um sistema Optico-
eletrobnico que avalia a dispersdo do raio laser incidente sobre uma célula incubada com

anticorpos e a emissdo de fluorescéncia, dada pelos diferentes fluorocromos acoplados aos
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anticorpos, em diferentes comprimentos de onda. O emprego de anticorpos monoclonais
acoplados a fluorocromos que emitem fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda
permite identificar, em uma mesma célula, estruturas distintas, reconhecidas pelos anticorpos
especificos.

Utilizando o programa Flow-Jo, selecionamos a populagdo celular a ser analisada, de

acordo com sua localizacdo no grafico de tamanho versus granulosidade.
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Esquema 2: Perfil puntual representativo de CMSP. A) perfil de localizacdo das CMSP de
acordo com o tamanho x granulosidade. A populacdo selecionada e que se localiza proxima ao
eixo do X é a populacdo de linfocitos. A populacdo selecionada pela elipse maior representa a
populacdo de monacitos. B) Perfil putual de linfécitos marcados com anti-CD8 e anti-CD28.
C) Perfil puntual de mondcitos marcados com anti-CD14 e anti-HLA-DR.
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4.9. Coloragdo com Giemsa

Apos as 3 horas de infecgdo, as células contidas na placa de 24 pogos foram lavadas
cuidadosamente com PBS 1X a 37°C para a remocéo dos tripomastigotas que ndo infectaram.
Foram adicionados 200uL de 4cido Tanico 1% em cada poco por 1 minuto, as células foram
lavadas uma vez com PBS. Foi adicionada 1 gota de soro fetal humano inativado por 5
minutos para evitar a precipitacdo do corante nos passos seguintes. Ap0s 0S pogos terem
secado completamente, foram adicionados 200uL. de May-Grumwald por 30 segundos e
lavado rapidamente com agua destilada, na sequéncia, foi adicionado 200uL de Giemsa,
preparado momentos antes, por 1min e 30 seg. O corante foi lavado com agua destilada. As
laminulas foram retiradas dos pogos com auxilio de uma agulha e montadas na lamina. A
contagem das células infectadas foi realizada em microscopio 6ptico com um aumetno de

600X. Contamos 10 campos por tratamento.

4.11. Andlises Estatisticas
Os resultados obtidos neste trabalho foram analisados pelo teste t pareado ou ndo
pareado do programa estatistico GraphPad Prism 3.0. Os dados foram considerados

estatisticamente diferentes quando p<0,05.
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5. Resultados

ANALISES NA POPULACAO DE MONOCITOS:

Os mondcitos sdo importantes células da imunidade inata que participam ativamente da
eliminacdo de patdgenos, tais como T. cruzi, e da inducdo da resposta imune adaptativa pela
apresentacdo do antigeno a linfocitos T. Dadas as evidéncias de que células murinas
superexpressando B;R foram mais infectadas por tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) e
que o tratamento com captopril aumentou a infeccdo de células CHO e HUVECs (Scharfstein
et al., 2000), propomusemo-nos avaliar a participacdo dos receptores B;R e B;R no processo
de infecgdo dos mondcitos humanos pelo T.cruzi da cepa Y, e se captopril potencializa os
efeitos destes receptores, uma vez que este farmaco aumenta a meia vida das cininas. Além
disso, também avaliamos a expressdo de moléculas coestimulatorias, de ativacdo e citocinas
por monocitos humanos submetidos aos diferentes tratamentos, provenientes de individuos

ndo chagasicos e pacientes com as formas indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas.

5.1 O tratamento de mondcitos humanos CD14" com antagonistas do receptor B; e B, de
cininas ou com o farmaco captopril altera a expressdo da enzima conversora de

angiontensina (CD143) em individuos chagasicos com diferentes formas clinicas da doenca.

A molécula ECA é importante para este estudo pela sua funcéo de degradar as cininas.
Sabe-se que ela € expressa na superficie de algumas celulas, dentre elas monacitos e linfdcitos.
Assim, neste trabalho, avaliou-se a expressdo de CD143 pelos monécitos CD14" infectados ou
ndo pelo T. cruzi e submetidos ao tratamento com os antagonistas do receptor B; e B, de

cinina, com captopril e somente meio.

43



Avaliando-se cada grupo de estudo separadamente, observou-se que no grupo de
indeterminados ndo houve diferenca em relacdo a expressdo de ECA entre as diferentes
condi¢cdes (Figura 1A), No grupo dos cardiopatas sem dilatacdo, o tratamento com o
antagonista B9430 aumentou a frequéncia de monocitos CD14/CD143" comparando-se ao
tratamento com captopril e meio; esta diferenca sé foi observada na presenca do parasito
(figura 1B). Na auséncia do parasito, 0 tratamento com o antagonista B9958 aumentou a
frequéncia de mondcitos CD14/CD143" comparando-se ao meio. No grupo de cardiopatas
com dilatacdo, o captopril aumentou a frequéncia de mondcitos CD14/CD143" comparando-se
ao meio, na auséncia do parasito (figura 1C).

Comparou-se também, a frequéncia de monocitos CD14/CD143" entre os diferentes
grupos de chagasicos dentro de cada tratamento. Na condicdo sem tratamento, meio,
observou-se que a frequéncia de mondcitos CD14/CD143" é menor no grupo CND comparada
aos grupos FCI e CD, na presenca do parasito (figura 2A). Resultado semelhante foi
observado apds o tratamento com captopril, a frequéncia de monécitos CD14/CD143" também
foi menor no grupo CND comparada aos grupos FCI e CD; no entanto, esta diferenca sé foi
observada na auséncia do parasito (figura 2B). A frequéncia de monocitos CD14/CD143" foi
menor no grupo CND comparada ao grupo FCI na auséncia do parasito ap0s o tratamento com
0 antagonista B9430, (figura 2C) e a mesma tendéncia foi observada apos o tratamento com o
antagonista B9958 (P<0,06) (figura 2D). No tratamento com o antagonista HOE, a frequéncia
de mondcitos CD14/CD143" foi menor no grupo CND comparada ao grupo CD na presenca
do parasito (figura 2E). De uma maneira geral, a figura 2 mostra que a frequéncia de
monocitos CD14/CD143" é menor no grupo CND comparada as demais formas clinicas da

doenca de Chagas.
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FIGURA 1: Expressdo da molécula CD143 por mondcitos CD14" infectados ou ndo por T.cruzi. As
CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-CD143 acoplados ao fluocromo PE e anti-
CD14 acoplados ao fluocromo FITC. As células receberam somente meio captopril (Cap), antagonista
do receptor B; e B, simultaneamente (B9430), antagonista do receptor B; (B9958) ou antagonista do
receptor B, (HOE-140). Os grupos estudados compreendem pacientes chagésicos com a forma clinica
indeterminada (n=6) (A), com cardiopatia ndo dilatada (n=7) (B), e com cardiopatia dilatada (n=6) (C).
A analise foi realizada por citometria de fluxo. Os resultados estdo representados na forma de média
(barras verticais) +/- desvio padrédo (linhas verticais sobre as barras de media). NUmeros iguais indicam
diferenca estatisticamente, sendo o valor de p<0,05.
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FIGURA 2: Expressdo da molécula CD143 por mondcitos CD14" infectados ou ndo por T.cruzi entre
os diferentes grupos de pacientes chagasicos. As CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos
anti-CD143 acoplados ao fluocromo PE e anti-CD14 acoplados ao fluocromo FITC. As células
receberam somente meio (A), captopril (Cap) (B), antagonista do receptor B; e B, simultaneamente
(B9430) (C), antagonista do receptor B; (B9958) (D) ou antagonista do receptor B, (HOE-140) (E). Os
grupos estudados compreendem pacientes chagasicos com a forma clinica indeterminada (n=6), com
cardiopatia ndo dilatada (n=7), e com cardiopatia dilatada (n=6). A analise foi realizada por citometria
de fluxo. Os resultados estdo representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padrdo
(linhas verticais sobre as barras de média). NUmeros iguais indicam diferenca estatisticamente
significativa, sendo o valor de p<0,05.

5.2 O tratamento de mondcitos humanos com antagonistas dos receptores B; e B, de cininas
reduz o numero de células infectadas pelo parasito Trypanosoma cruzi da cepa Y.

Através de coloracdo com Giemsa, foi realizada a contagem de mondcitos humanos
infectados com o Trypanosoma cruzi. Foram adicionados as culturas de CMSP,

separadamente, os antagonistas B9430, B9958 ou HOE 140 especificos para BiR e B;R,
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somente para B;R e somente para B;R respectivamente, ou captopril. Entdo, as células foram
infectadas com tripomastigotas e a cultura foi incubada por 3hs. Quando avaliaram-se 0s
efeitos dos antagonistas B9430, B9958 e HOE 140, observou-se que eles reduziram
significativamente a frequéncia de mondcitos infectados por T. cruzi, comparados a condicdo
na qual as células receberam somente meio ou captopril (figura 3). Entretanto, diferentemente
do que esperdvamos, o tratamento com captopril ndo aumentou a frequéncia de mondcitos
infectados, comparando-se a condicdo que recebeu apenas meio (figura 3). De forma
interessante, embora o captopril ndo tenha aumentado a frequéncia de mondcitos infectado
pelo T. cruzi, o tratamento com este farmaco aumentou a intensidade de infeccdo dos
monacitos de individuos ndo chagasicos (dados mostrados no anexo I). O tratamento com os
antagonistas dos receptores de bradicinina ndo alterou a intensidade de infeccdo dos mondcitos

em relacdo a condicdo sem tratamento (dados ndo mostrados).
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FIGURA 3: Andlise da infecgdo de mondcitos de individuos ndo chagéasicos por T.cruzi. As CMSP
foram coletadas de seis individuos ndo chagéasicos e aderidas em placa de 24 pocos, onde foi realizado
o0 ensaio de infecgdo por tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y pelo periodo de 3 horas. Imediatamente
antes da infeccdo, as células receberam somente meio ou foram tratadas com captopril, antagonista de
B:1R/ B,R (B9430), antagonista de B;R (B9958) ou antagonista de B,R (HOE 140). A infectividade foi
aferida com a utilizacdo de microscopia Optica, conforme descrito em materiais e métodos. Os
resultados estdo representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padréo (linhas verticais
sobre as barras de média). NUmeros iguais indicam diferenca estatisticamente significativa, sendo o
valor de p<0,05.
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A anélise da infeccdo de mondcitos de pacientes chagasicos por T. cruzi apds os
diferentes tratamentos levou a resultados semelhantes aos observados em individuos nédo
chagasicos. Os antagonistas B9430, B9958 e HOE 140 reduziram significativamente a
frequéncia de monacitos infectados por T. cruzi comparado-se a condi¢cdo na qual as células
receberam somente meio ou captopril, enquanto que captopril ndo aumentou a frequéncia de

mondacitos infectados comparado a condigéo que recebeu meio (figura 4).
100 7 123 458

] 1103 456

80 1 1 1,4 2,5
70 - 1 36
80 - 1
40 - 1
30 - 1
20 1
10 - 1

0 4 4

Meio Cap B9430 B9958 HOE- Meio  Cap B9430 B9958 HOE- Meio Cap B9430 B9958 HOE-
140 140 140

FCI CND CD

% de mondécito infectado
(4,
(=)

FIGURA 4: Andlise da infeccdo de mondcitos de pacientes chagasicos por T.cruzi. As CMSP foram
coletadas e aderidas em placa de 24 pocos, onde foi realizado o0 ensaio de infecgdo por tripomastigotas
de T. cruzi da cepa Y pelo periodo de 3 horas. Imediatamente antes da infeccdo, as células receberam
somente meio ou foram tratadas com captopril, antagonista de B;R/ B,R (B9430), antagonista de B;R
(B9958) ou antagonista de B,R (HOE 140). Os grupos estudados compreendem pacientes chagasicos
com a forma clinica indeterminada (FCl/n=7), com cardiopatia ndo dilatada (CND/ n=6) e com
cardiopatia dilatada (CD/n=6). A infectividade foi aferida com a utilizacdo de microscopia Optica,
conforme descrito em materiais e métodos. Os resultados estdo representados na forma de média
(barras verticais) +/- desvio padrdo (linhas verticais sobre as barras de média). NUmeros iguais indicam
diferenca estatisticamente significativa, sendo o valor de p<0,05.

A fim de saber se os mondcitos de pacientes chagasicos com diferentes formas clinicas
da doenca de Chagas e de individuos ndo chagasicos sdo igualmente permissivos a infeccdo
pelo T. cruzi, foi avaliada a frequéncia de monacitos infectados entre os pacientes chagasicos
com diferentes formas clinicas da doenca de Chagas e entre individuos ndo chagasicos.
Observou-se que a porcentagem de mondcitos infectados pelo T.cruzi foi estatisticamente

menor no grupo de individuos ndo chagasicos do que nos grupos de pacientes chagasicos na
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condicdo sem tratamento (figura 5A), ap6s o tratamento com captopril (figura 5B) e ap6s o
tratamento com os antagonistas B9430 (figura 5C), B9958 (figura 5D) e HOE 140; neste
altimo, a comparagdo com o grupo CND ndo foi estatisticamento diferente (P=0,09) (figura
5E). Os dados da figura 5 sugerem que os mondcitos de pacientes chagasicos sdo mais
permissivos a infeccdo pelo T.cruzi do que as células de um individuo que nunca teve contato

com o parasito.
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FIGURA 5: Andlise da infeccdo de mondcitos por T.cruzi nos diferentes grupos. As CMSP foram
coletadas e aderidas em placa de 24 pogos, onde foi realizado o ensaio de infec¢do por tripomastigotas
de T. cruzi da cepa Y pelo periodo de 3 horas. As células receberam somente meio (A), captopril (Cap)
(B), antagonista do receptor B, e B, simultaneamente (B9430) (C), antagonista do receptor B; (B9958)
(D) ou antagonista do receptor B, (HOE-140) (E). Os grupos estudados compreendem pacientes
chagasicos com a forma clinica indeterminada (FC1/n=7), com cardiopatia ndo dilatada (CND/ n=6),
com cardiopatia dilatada (CD/n=6) e individuos ndo chagasicos (NC/n=6). A infectividade foi aferida
com a utilizagdo de microscopia Optica, conforme descrito em materiais e métodos. Os resultados estdo
representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padrao (linhas verticais sobre as barras
de média). NUmeros iguais indicam diferenga estatisticamente significativa, sendo o valor de p<0,05.
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5.3 O tratamento de mondcitos humanos CD14" com antagonistas do receptor B; e B, de
cininas ou com o farmaco captopril ndo altera a expressao da enzima iINOS em individuos

chagasicos com diferentes formas clinicas da doenca.

A atividade tripanocida dos macrofagos € mediada pelo 6xido nitrico gerado pela acéo
da NO sintase. Foi objetivo deste trabalho, avaliar se os receptores de cinina e captopril atuam
na expressdo da enzima iNOS pelos mondcitos CD14" infectados ou ndo pelo T. cruzi. As
células dos diferentes grupos de estudo foram submetidas ao tratamento com antagonista dos
receptores B; e B de cinina, captopril e somente meio.

Avaliando-se cada grupo separadamente, observou-se que no grupo no grupo FCI, o
tratamento com captopril aumentou a frequéncia de mondcitos CD14/iNOS™ em relacdo ao
tratamento com os antagonistas B9430 e B9958, na presenca do parasito (figura 6A). J& no
grupo CND, a frequéncia de mondcitos CD14" expressando a enzima iNOS foi maior ap6s o
tratamento com o antagonista B9430 em relacdo ao tratamento com captopril e com o
antagonista HOE-140, na presenca de T. cruzi. Ja na auséncia do parasito, o tratamento com o
antagonista HOE-140 reduziu a frequéncia de monocitos CD14/iNOS™ em relagdo ao
tratamento com meio. Também observou-se que a infecdo pelo T. cruzi aumentou a frequéncia
de mondcitos CD14/iNOS* no tratamento com o antagonista HOE-140 (figura 6B). No grupo
CD, observou-se que o tratamento com captopril reduziu a frequéncia de mondcitos
CD14/iNOS™ em relacio ao tratamento com meio, na presenca do parasito (figura 6C), além
disso, a infecgdo aumentou a frequéncia de mondcitos CD14/iNOS™ no tratamento com meio

(figura 6C).
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FIGURA 6: Expressdo da molécula iNOS por mondcitos CD14" infectados ou ndo por T.cruzi. As
CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-iNOS acoplados ao fluocromo FITC e anti-
CD14 acoplados ao fluocromo PE. As células receberam somente meio ou foram tratadas captopril
(Cap), antagonista do receptor B; e B, simultaneamente (B9430), antagonista do receptor B, (B9958)
ou antagonista do receptor B, (HOE-140). Os grupos estudados compreendem pacientes chagasicos
com a forma clinica indeterminada (n=6) (A), com cardiopatia ndo dilatada (n=7) (B), e com
cardiopatia dilatada (n=6) (C). A analise foi realizada por citometria de fluxo. Os resultados estdo
representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padréo (linhas verticais sobre as barras
de média). NUmeros iguais indicam diferenca estatisticamente significativa, sendo o valor de p<0,05.

Comparou-se também, a frequéncia de mondcitos CD14/iNOS" entre os diferentes
grupos de pacientes chagasicos dentro de cada tratamento. A frequéncia de células
CD14/iNOS" néo foi estatisticamente diferente entre os grupos com formas clinicas distintas,
apos infeccdo com T. cruzi, independentemente do tratamento (figura 7). Em individuos com
cardiopatia dilatada, a infeccdo com T. cruzi levou a uma maior expressdao de iINOS por

monacitos (figura 7A).
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FIGURA 7: Expressdo da molécula iNOS por mondcitos CD14" infectados ou nédo por T.cruzi entre 0s
diferentes grupos de pacientes chagasicos. As CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-
iINOS acoplados ao fluocromo FITC e anti-CD14 acoplados ao fluocromo PE. As células receberam
somente meio (A), captopril (Cap) (B), antagonista do receptor B; e B, simultaneamente (B9430) (C),
antagonista do receptor B; (B9958) (D) ou antagonista do receptor B, (HOE-140) (E). Os grupos
estudados compreendem pacientes chagasicos com a forma clinica indeterminada (n=6), com
cardiopatia ndo dilatada (n=7), e com cardiopatia dilatada (n=6). A analise foi realizada por citometria
de fluxo. Os resultados estdo representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padrdo
(linhas verticais sobre as barras de média). NUmeros iguais indicam diferenca estatisticamente
significativa, sendo o valor de p<0,05.
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5.4 O tratamento de mondcitos humanos CD14" com antagonistas do receptor B; e B, de
cininas ou com o farmaco captopril induz alteragdes da expressdo de moléculas importantes
para a ativacdo e funcdo efetora destas células em individuos chagéasicos com diferentes

formas clinicas da doenca e em individuos ndo chagasicos.

A infeccdo de mondcitos pelo parasito T. cruzi da cepa Y é uma etapa importante para
o desenvolvimento da resposta imune na doenga de Chagas. Visto que as cininas parecem
atuar neste processo, avaliou-se também o papel destes peptideos e do farmaco captopril na
expressdo de moléculas importantes para a ativagdo e a funcdo efetora dos mondcitos. Foi
avaliada a expressdo de HLA-DR, CD80, CD86 e das citocinas 1L-12, IL10 e TNF-a pelos
monacitos de pacientes chagasicos com diferentes formas clinicas da doenca e de individuos
ndo chagasicos.

Em individuos ndo infectados, a frequéncia de mondcitos CD14/HLA-DR" néo foi
diferente independentemente da presenca do parasito, em nenhum dos tratamentos aplicados.
A frequéncia de mondcitos CD14/CD80" foi aumentada ap0s o tratamento com o antagonista
HOE-140 comparando-se ao tratamento com captopril, na presenca de T. cruzi (tabela 1). Ja
na auséncia do parasito, o tratamento com o antagonista B9430 reduziu a frequéncia de células
CD14/CD80" comparando-se ao tratamento com captopril. Além disso, a infecgio por T. cruzi
aumentou a frequéncia de mondcitos CD14/CD80", mas somente na presenca de HOE 140.
Quanto a expressdo da molécula coestimulatéria CD86, o antagonista B9958 aumentou a
frequéncia de células CD14/CD86'comparando-se ao tratamento com captopril e ao
tratamento com antagonista B9430, na presenca de T. cruzi (tabela 1). Foi observada uma
reducdo da frequéncia de mondcitos CD14/CD86" ap6s a infeccdo com T. cruzi nos

tratamentos com meio, captopril e HOE. Em relacdo a expressao de citocinas pelos mondcitos
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de individuos ndo chagasicos, os tratamentos ndo alteraram a frequéncia de mondcitos
produtores de IL-12, tanto na presenca quanto na auséncia do T. cruzi. Quanto a expressdo de
IL-10, o tratamento com o antagonista B9958 reduziu a frequéncia de mondcitos produtores de
IL-10 em relacdo ao tratamento com o antagonista B9430, e houve uma tendéncia de ser
diferente também em relacdo ao tratamento com captopril (p=0,058), na auséncia do T. cruzi
(tabela 1). Observou-se também alteracdo na expressdo da citocina TNF-a, onde o tratamento
com o antagonista HOE-140 aumentou a frequéncia de mondcitos produtores de TNF-o em
relacdo ao tratamento com captopril, isto se deu na presenca do parasito (tabela 1). A
frequéncia de mondcitos produtores de IL-10 e TNF-a foi aumentada apés a infeccdo com T.
cruzi em todos os tratamentos. O mesmo resultado foi observado para IL-12, excetuando-se
quando as células foram tratadas com captopril ou com o antagonista B9430.

Nos pacientes chagasicos com a forma clinica indeterminada, observou-se que o
tratamento com o antagonista B9430 aumentou a frequéncia de células CD14/HLA-DR*
comparando-se ao tratamento com meio, na presenca de T. cruzi (tabela 2). J& na auséncia do
parasito, pode-se observar que 0s tratamentos com captopril e o antagonista HOE-140
aumentaram a frequéncia de monécitos CD14/HLA-DR™ em relagéo ao tratamento com meio
(tabela 2), além disso, o tratamento com captopril induziu maior frequéncia de mondcitos
CD14/HLA-DR" em relago ao tratamento com o antagonista B9430 e tendeu a ser diferente
também do tratamento com B9958 (p=0,06). No tratamento com meio e com captopril, a
infecgdo com T. cruzi reduziu a frequéncia de mondcitos CD14/HLA-DR" (tabela 2). Os
tratamentos com captopril e o antagonista HOE-140 aumentaram a frequéncia de mondcitos
CD14/CD80" em relagio ao tratamento com meio, na auséncia do T. cruzi, e o tratamento com
captopril, na presenca do parasito, reduziu a frequéncia de monécitos CD14/CD80" (tabela 2).

Com relagdo as citocinas, observou-se que, na presenca do parasito, 0 tratamento com
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antagonista B9958 aumentou a frequéncia de mondcitos produtores de IL-10, comparando-se
ao tratamento com meio e que o tratamento com antagonista HOE-140 tendeu a induzir o
aumento desta populagdo celular também em relacdo ao tratamento com meio (p=0,056)
(tabela 2). De um modo geral, a infeccdo com T. cruzi aumenta a frequéncia de mondcitos

produtores de IL-12, IL-10 e TNF-a, independentemente do tratamento aplicado.

Tabela 1: Andlise da expressdo de HLA-DR, CD80, CD86, e das citocinas IL-12, IL-10 e TNF-a por

monacitos CD14" de individuos nao chagasicos.
% de % de % de % de % de % de
CD14/HLA-DR+ CD14/CD80+ CD14/CD86+ | CDIMIL-12+ CDA4IL-10+ CD14/TNF-a+
Meio Infectado  69,37+¢14,72 381121034 584112412 | 9.95+259%  4.75+143%  8.02456613
Nio Infectado  78,3647,39 32,02413,03 78,17+9.042 53442 897 2174108 38430813
Captopril Infectado 69,48418,91 35924744  57.69+9.57°% 8,68+4,01 43941599 82245 0M4
Nao Infectado  75,21+3,61 344941307  76,04+10,50% | 6,15£3.29 28+1.339 52744071
B9430 Infectado 69,49+15,64 41,3449,77  60.66+12,89¢ 10,2149 48941610 99543915
Nio Infectado  75,04+11,62  30.24+11.41°  71,61215,690 6774202  281x147%10 6.23+4 9215
Bo958 Infectado £8,95£16,73  40,75:10,88  68.58+11.44°9 | 11.63+588% 4.26+20911  g.8+523"6
e1
NioInfectado  77,75¢9,08  26,67+16,09  74,69+13.43 | go05¢2926 LELI- 4 10455316
HOE-140  Infectado 71.04417,72 41,31#7.77"1  6355+14.69% | 1094+4177 43640612 99243 5817
Nio Infectado  79,01+8.09  32,75+11,84'  78.0248.43% 581£2277 22241412 53+3 817

CMSP de seis individuos ndo chagasicos foram duplo marcadas com anticorpos monoclonais anti-
CD14 acoplados ao fluocromo FITC e anti-HLA-DR, CD80, CD86, 1L12, IL-10 ou TNF-o, acoplados
ao fluocromo PE e analisadas por citometria de fluxo como descrito em materiais e métodos. Os
resultados foram expressos como valores médios + desvio padrdo. Letras idénticas indicam diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos e ndmeros idénticos indicam diferenca
estatisticamente significativa entre a condicéo infectada e ndo infectada, sendo o valor de P<0,05.
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Nos pacientes chagasicos com a forma clinica cardiaca nao dilatada, de um modo
geral, a infecgdo com T. cruzi levou a uma diminuicdo da frequéncia de mondcitos
CD14/HLA-DR" em todos os tratamentos, excetuando-se quando as células foram tratadas

com captopril. Em relacdo a expressao de CD80, o tratamento com captopril aumentou a

Tabela 2: Andlise da expressdo de HLA-DR, CD80, CD86, e das citocinas IL-12, IL-10 e TNF-a por
mondcitos CD14" de pacientes chagasicos com a forma clinica indeterminada

% de % de % de % de % de % de
CD14/HLA-DR+ CD14/CD80+ CD14/CD86+ | CD141L-12+ CD14/IL-10+ CD14/TNF-a+
Meio Infectado  55,52+4,9321 33,645,590 57 4045 4 18.43+584% 14,52¢7.990° 179948314
N3o Infectado 68,05£9,24P¢1 33 27+13,0479  68,83+13,71 1,240,864 1,95+1.57 3,6542,0914
Captopril  Infectado 61,548,552 36,0448,16°  60,27+40,42 | 19.048.87° 16,38+6.7710 17.44455815
No Infectado 75944109192 43 914848f 647543290 | 076065° 1,69+1,2410 269413315
B9430 Infectado 63,85+4.522  4041+7.43%  557:2654 | 11.79+686% 1258+78M 1363481416
N&o Infectado  72.42+12.54 37,02+7,65 7533106 | 074+072° 263+2341 33426316
B9958 Infectado  61,67+19,58 38,844,34 61,63+4,92 | 174+4417 1696+7,36M2 16.75+5917
NZo Infectado  70,15+13,06 399646899  74.68+10,58 120,717 1.841.0412 354416117
HOE-140  Infectado 61,86+9,8 39,97+3 343 63,5248 16,35+¢4,33% 191248751% 1644468218
N&o Infectado  73.73+11,5° 328939823  69,14:1023 | 0610518  1.72#148"13  3.05+1418

CMSP de seis pacientes com a forma clinica indeterminada foram duplo marcadas com anticorpos
monoclonais anti-CD14 acoplados ao fluocromo FITC e anti-HLA-DR, CD80, CD86, 1L12, IL-10 ou
TNF-a acoplados ao fluocromo PE e analisadas por citometria de fluxo como descrito em materiais e
métodos. Os resultados foram expressos como valores médios + desvio padrdo. Letras idénticas
indicam diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos e nimeros idénticos indicam
diferenca estatisticamente significativa entre a condigéo infectada e ndo infectada, sendo o valor de
P<0,05.

frequéncia de células CD14/CD80* comparando-se ao tratamento com meio e ao
tratamento com o antagonista B9430; além disso, o tratamento com o antagonista B9430

aumenta a frequéncia de células CD14/CD80" comparando-se ao tratamento com meio, estas
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alteracbes ocorrem na presenca de T. cruzi (tabela 3). A infeccdo com T. cruzi associada ao
tratamento com HOE 140 levou a um aumento da frequéncia de monécitos CD14/CD80*. O
tratamento com captopril também aumentou a frequéncia de células CD14/CD86" em relagéo
ao tratamento com meio, na presenca de T. cruzi (tabela 3). De um modo geral, a infeccdo com
T. cruzi levou a um aumento da frequéncia de mondcitos CD14/CD86". A frequéncia de
monocitos produtores da citocina IL-12 neste grupo foi aumentada pelo tratamento com o
antagonista B9430 em relacdo ao tratamento com meio e ao tratamento com o antagonista
HOE-140. Além disso, o tratamento com o antagonista B9958 aumentou a frequéncia de
monocitos CD14/IL-12+ em relacdo ao tratamento com o antagonista HOE-140, todas estas
alteracOes foram observadas na auséncia de T. cruzi (tabela 3). De um modo geral, a infecgdo
com T. cruzi aumentou a frequéncia de mondcitos produtores de IL-12, IL-10 e TNF-a,
independentemente do tratamento aplicado.

Nos pacientes chagasicos com a forma clinica cardiaca dilatada, observou-se que o
tratamento com o antagonista HOE ou com o antagonista B9430 aumentou a frequéncia de
monocitos CD14/HLA-DR™ em relagdo ao tratamento com o meio, na presenga do parasito
(tabela 4). A frequéncia de mondcitos CD14/HLA-DR™ na presenca do T. cruzi e tratados com
captopril foi menor do que na auséncia do parasito. Observou-se também que o tratamento
com captopril ou com os diferentes antagonistas dos receptores de bradicinina reduziu a
frequéncia de células CD14/CD80" comparando-se ao tratamento com meio e ao antagonista
B9430, na auséncia de T. cruzi (tabela 4). A presenca do parasito levou a um aumento da
frequéncia de mondcitos CD14/CD80" em relagdo a auséncia de T. cruzi nos tratamentos com
captopril, B9958 e HOE 140. Enquanto a expressdao da molécula CD86, o tratamento com o
antagonista HOE aumentou a frequéncia de células CD14/CD86+ em relacdo ao tratamento

com o0 antagonista B9430 e ao tratamento com meio, na presenca de T. cruzi (tabela 4). A
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Tabela 3: Analise da expressdo de HLA-DR, CD80, CD86, e das citocinas IL-12, IL-10 e TNF-a por
mondcitos CD14" de pacientes chagasicos com a forma clinica cardiaca néo dilatada.

% de % de % de % de % de % de

CD14/HLA-DR+ CD14/CD80+ CD14/CD&6+ | CD14/L-12+ CD14/L-10+ CD14/TNF-a+

Meio Infectado 51,78+4,937 2598417183 5144410759 | 11,4747.4310 6.32+1,7315  19.16411,45%°
Nio Infectado  64.25+12.821  2621+12,06 68,91+11,295 | 254241810 091+0.541% 213108220

Captopril  Infectado  59,65:14,94 39.99414.37%¢ 5881+14.129 | 11,1#6.66" 67742931 20.03+11,1221
N&o Infectado  75,94210,91 43,91%8,48  6475:32,99 | 24427811 119#1.2316  259+1,1371

B9430 Infectado  57,09412172  35.58+11,94P¢ 5747412917 | 1145458512 699415117  19,24+9.6122
Nzo Infectado 68,84+14.632  27.12:0,71  68,95+14.087 | 3542372  1g6+15617 262421122

B9958 Infectado  53,59+413,.35°  34.40+13.81  53,5+10.83% | 12,7627.071° 7.6943.24'% 2045411432
N&o Infectado  70.1+12.413 2073+113  64,3+12.26% | 2.82+2.16913  1.8+1.0318  2,87+1.818

HOE-140  Infectado  5343+2574% 34,64#11,33° 57,75+16,06° | 12,15¢5931% 7,08+2.181° 20.69+11,65%4
Nio Infectado 60,65£29.06%  2529412.67°  69,8+12.33° |1,9441,7379'4 14240031  2.76+2,39%4

CMSP de seis pacientes com a forma clinica cardiaca ndo dilatada foram duplo marcadas com
anticorpos monoclonais anti-CD14 acoplados ao fluocromo FITC e anti-HLA-DR, CD80, CD86, 1L12,
IL-10 ou TNF-o acoplados ao fluocromo PE e analisadas por citometria de fluxo como descrito em
materiais e métodos. Os resultados foram expressos como valores médios + desvio padrdo. Letras
idénticas indicam diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos e nimeros idénticos
indicam diferenca estatisticamente significativa entre a condi¢do infectada e ndo infectada, sendo o
valor de P<0,05.

presenca do parasito levou a um aumento da frequéncia de mondcitos CD14/CD86™ em
relacdo a auséncia de T. cruzi nos tratamentos com captopril, B9430. Obervou-se também que
alguns tratamentos alteraram a expressdo de citocinas. O tratamento com o antagonista B9958
aumentou a frequéncia de células CD14/1L-12" comparando-se ao meio, na auséncia de T.
cruzi (tabela 4). O tratamento com o antagonista B9430 reduziu a frequéncia de mondcitos
produtores de IL-10 comparado ao tratamento com o antagonista B9958 e ao tratamento com

captopril; além disso, houve uma tendéncia de reduzir esta populacdo celular em relacdo ao

tratamento com o antagonista HOE-140 (p= 0,058), na presenca de T. cruzi (tabela 4).
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Observou-se também que o tratamento com o antagonista B9958 aumentou a frequéncia de
monocitos produtores de IL-10 comparando-se ao tratamento com meio, na presenca do
parasito (tabela 4). O tratamento com captopril aumentou a frequéncia de mondcitos
produtores de TNF em relagdo ao tratamento com meio ou ao tratamento com o antagonista
B9958, na presenca de T. cruzi e na auséncia do parasito, captopril induziu o aumento desta
populacdo celular em relacdo ao tratamento com o antagonista B9430 (tabela 4). Observou-se
que a infeccdo com T. cruzi aumentou a frequéncia de mondcitos produtores de IL-12, IL-10 e

TNF-a independentemente do tratamento aplicado em comparagao a auséncia do parasito.

Tabela 4: Andlise da expressdo de HLA-DR, CD80, CD86, e das citocinas IL-12, IL-10 e TNF-a por
mondécitos CD14" de pacientes chagasicos com a forma clinica cardiaca dilatada.

% de % de % de % de % de % de
CD14/HLA-DR+ CD14/CD80+ CD14/CD86+ | CD14/IL-12+ CD14/IL-10+ CD14/TNF-a+
Meio Infectado 60.42+11 43P 377,63 57,32+¢10,09%° | 11,498,658 912430513 14.12+376n18
Nio Infectado  65.76+10,76  38.37+7.42°def 72 9843 15 078+0478  2,33+1,3513  2,73+1,0818
Captopril Infectado 64,079,841 39,1445342  64,6646,795 | 131245119 104741.73M14 170743 g2n019
Nio Infectado  77,27#13451  26.86+13.49°2  77,06+13,08% | 0,98+0,69°  1,33+1,491%  3.55+1,23P19
B9430 Infectado 64,898,912 37.168+16,61  61.42+11,52" | 11,776,281 6,79+2,571M15 12 4415 7620
Nio Infectado  68,84+8,83 32.31#5539  7644+13177 | 1,18+0,810  1,8810,721°  2.33+046P20
BY958 Infectado 60,71+10,79 39,6949945 610041275 | 13,05+5411  11,13+3416 13 99+2 93021
Nao Infectado  67,49:8,16  31.7649.56°3  64,3x1226 | 0990381 165410316 2 110,962
HOE-140  Infectado 66 95611 997  42,17+3.36%  g490495h0 | 12,9446,9912  10,23£3717  14,06+3,8822
. 25.21+12.5M 12 17 2
Nao Infectado 70x7 1 60,94+£30,30 0,77+0,61 2,42+1,97 2,97+1,37

CMSP de seis pacientes com a forma clinica cardiaca dilatada foram duplo marcadas com anticorpos
monoclonais anti-CD14 acoplados ao fluocromo FITC e anti-HLA-DR, CD80, CD86, IL12, I1L-10 ou
TNF-a acoplados ao fluocromo PE e analisadas por citometria de fluxo como descrito em materiais e
métodos. Os resultados foram expressos como valores médios + desvio padrdo. Letras idénticas
indicam diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos e nimeros idénticos indicam
diferenca estatisticamente significativa entre a condic¢do infectada e ndo infectada, sendo o valor de
P<0,05.
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Neste trabalho, avaliou-se o efeito da infeccdo de mondcitos na expressdo das
moléculas coestimulatérias CD80 e CD86, da molécula de ativacdo HLA-DR e das citocinas
IL-12, IL-10 e TNF-a. Observou-se que a frequéncia de mondcitos CD14/HLA-DR" foi
reduzida pela infeccdo nos grupos de pacientes chagasicos CND (tabela 3) e FCI (tabela 2) em
relacdo a auséncia do parasito. No grupo FCI, a alteracdo ocorreu somente na condicdo sem
tratamento e ap0s o tratamento com captopril. A intensidade de expressdo de HLA-DR por
mondcitos CD14" também foi reduzida pela infecgdo no grupo de individuos ndo chagasicos
(dados ndo mostrados). Nosso trabalho mostrou que a infeccdo pelo T. cruzi aumentou a
frequéncia de mondcitos CD14/CD80" no grupo CD em relagdo a condigdo sem o parasito
(tabela 4). Nos grupos NC, FCI e CND foi observado o aumento desta populacéo celular, apos
a infeccdo pelo T. cruzi, somente ap6s o tratamento com o antagonista HOE 140 (tabelas 1, 2 e
3). A infeccdo pelo T. cruzi também reduziu a frequéncia de mondcitos CD14/CD86" nos
grupos NC, CND e CD em relagdo a condigdo sem parasito (tabela 1, 3 e 4). A intensidade de
expressdo de CD86 por mondcitos CD14" também foi reduzida com a infeccio pelo T. cruzi
em pacientes chagasicos e individuos ndo chagasicos (dados ndo mostrados). A expressao das
citocinas IL-12, IL-10 e TNF-a por mondcitos foi significativamente maior apos a infec¢do
pelo T. cruzi nos grupos de pacientes chagasicos e no grupo de individuos ndo chagasicos
(tabelas 1, 2, 3 e 4).

A infeccdo de mondcitos pelo T. cruzi parece participar da modulacdo da expressao de
moléculas importantes para o desenvolvimento da respota imune e para 0 processo de

erradicacdo do parasito.
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5.5 Analise da expressdo de moléculas importantes para a ativacéo e para a funcéo efetora
de mondcitos entre individuos chagéasicos com diferentes formas clinicas da doenca e entre

individuos ndo chagasicos.

Além de compararmos o efeito dos diferentes tratamentos, comparamos também a
frequéncia de monadcitos expressando as moléculas HLA-DR, CD80, CD86 e as citocinas IL-
12, IL-10 e TNF-a entre os diferentes grupos estudados.

A frequéncia de mondcitos CD14" expressando HLA-DR foi maior nos individuos ndo
chagasicos do que nos trés grupos de individuos chagasicos, na auséncia do parasito. Na
presenca do parasito, a frequéncia de mondcitos CD14" expressando HLA-DR foi maior nos
individuos ndo chagasicos em relacdo aos individuos chagasicos FCI e CND (figura 8A).
Ainda na condi¢cdo sem tratamento, a intensidade de expressdo de HLA-DR pelos mondcitos
CD14", na auséncia do parasito, também foi maior no grupo NC do que nos trés grupos de
individuos chagasicos (figura 8B). Entre os pacientes chagasicos, o grupo CD apresentou
intensidade de expressio de HLA-DR pelos mondcitos CD14" menor do que o grupo FCI, na
condicdo sem tratamento e na auséncia do parasito (figura 8B). A frequéncia de mondcitos
CD14" expressando HLA-DR foi similar entre os diferentes grupos e a intensidade de
expressdo de HLA-DR pelos mondcitos CD14" foi maior no grupo NC do que nos trés grupos
de individuos chagasicos no tratamento com captopril, tanto na presenca como na auséncia do
parasito (figura 8C e 8D). Entre os pacientes chagasicos, o grupo CD apresentou intensidade
de expressdo de HLA-DR pelos monécitos CD14" menor do que os grupos FCI e CND no
tratamento com captopril e na auséncia do parasito (figura 8D). A frequéncia de mondcitos
CD14" expressando HLA-DR foi similar entre os diferentes grupos e a intensidade de

expressdo de HLA-DR pelos mondcitos CD14" foi maior no grupo NC do que nos trés grupos
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de individuos chagasicos no tratamento com o antagonista B9430 (figura 8E e 8F). Entre os
pacientes chagasicos, o grupo CD apresentou intensidade de expressdo de HLA-DR pelos
monacitos CD14" menor do que os grupos FCI e CND com o antagonista B9430 e na auséncia
do parasito (figura 8F). A frequéncia de mondcitos CD14" expressando HLA-DR foi similar
entre os diferentes grupos e a intensidade de expressdo de HLA-DR pelos mondcitos CD14*
foi maior no grupo NC do que nos trés grupos de individuos chagasicos nos tratamentos com
0s antagonistas B9958 (figura 8G e 8H) e com HOE (figura 81 e 8J), sendo que estas

diferencas foram observadas tanto na presenca quanto na auséncia do parasito.
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FIGURA 8: Expressdo e intensidade de expressdo da molécula de ativacdo HLA-DR por mondécitos
CD14" infectados ou ndo por T.cruzi. As CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-
CD14 acoplados ao fluocromo FITC e anti-HLA-DR acoplado ao fluocromo PE. As células receberam
somente meio (A,B), captopril (Cap) (C,D), antagonista do receptor B; e B, simultaneamente (B9430)
(E,F), antagonista do receptor B; (B9958) (G,H) ou antagonista do receptor B, (HOE-140) (1,J). Os
grupos estudados compreendem pacientes chagasicos com cardiopatia ndo dilatada (CND/n=7), com a
forma clinica indeterminada (FCI/n=6), com cardiopatia dilatada (CD/n=6) e individuos nao
chagasicos (NC/n=6). A analise foi realizada por citometria de fluxo. Os resultados estdo representados
na forma de média (barras verticais) +/- desvio padrdo (linhas verticais sobre as barras de média).
Numeros iguais indicam diferenca estatisticamente significativa, sendo o valor de p<0,05.

CND FCl cD NC
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A frequéncia de mondcitos CD14" expressando a molécula coestimulatéria CD80 e a
intensidade de expressdo de CD80 pelos monacitos foi similar entre os diferentes grupos
estudados na condi¢do sem tratamento (figura 9A e 9B). No tratamento com captopril, a
frequéncia de mondcitos CD14" expressando CD80 foi maior no grupo FCI em relagéo aos
grupos CND e CD (figura 9C) e a intensidade de expressdao de CD80 pelos mondcitos foi
similar entre os diferentes grupos estudados (figura 9D). No tratamento com o antagonista
B9430, a frequéncia de mondcitos CD14" expressando CD80 foi menor no grupo CND em
relacdo ao grupo FCI (figura 9E) e a intensidade de expressdo de CD80 pelos mondcitos foi
similar entre os diferentes grupos estudados (figura 9F). No tratamento com o antagonista
B9958 a frequéncia de mondcitos CD14" expressando CD80 foi menor no grupo CND em
relacdo ao grupo FCI (figura 9G) e a intensidade de expressao de CD80 pelos mondcitos foi
menor no grupo CD em relacdo aos grupos CND e NC (figura 9H). No tratamento com o
antagonista HOE a frequéncia de mondcitos CD14" expressando CD80 foi similar entre os
grupos estudados (figura 9l), ja a intensidade de expressdao de CD80 pelos mondcitos foi
menor no grupo CD em relacdo aos grupos NC, sendo que houve uma tendéncia a esta
diferenga em relagdo ao grupo CND (P=0,057) (figura 9J). As diferengas mostradas na figura
9 foram observadas somente na auséncia do parasito.

A frequéncia de mondcitos expressando a molecula coestimulatoria CD86 e a
intensidade de expressdo desta molécula pelos mondcitos CD14 ndo mostrou nenhuma
diferenca, estatisticamente significante, entre as diferentes formas clinicas da doenca de

Chagas e os individuos ndo chagésicos (figura 10).
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FIGURA 9: Expressao e intensidade de expressdo da molécula da molécula coestimulatéria CD80 por
mondécitos CD14" infectados ou ndo por T.cruzi. As CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos
anti-CD14 acoplados ao fluocromo FITC e anti-CD80 acoplado ao fluocromo PE. As células
receberam somente meio (A,B), captopril (Cap) (C,D), antagonista do receptor B; e B,
simultaneamente (B9430) (E,F), antagonista do receptor B; (B9958) (G,H) ou antagonista do receptor
B, (HOE-140) (1,J). Os grupos estudados compreendem pacientes chagasicos com cardiopatia ndo
dilatada (CND/n=7), com a forma clinica indeterminada (FCI/n=6), com cardiopatia dilatada (CD/n=6)
e individuos ndo chagasicos (NC/n=6). A analise foi realizada por citometria de fluxo. Os resultados
estdo representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padrdo (linhas verticais sobre as
barras de média). Numeros iguais indicam diferenca estatisticamente significativa, sendo o valor de
p<0,05.
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FIGURA 10: Expressdo e intensidade de expressdo da molécula da molécula coestimulatoria CD86
por mondcitos CD14" infectados ou ndo por T.cruzi. As CMSP foram separadas e marcadas com
anticorpos anti-CD14 acoplados ao fluocromo FITC e anti-CD86 acoplado ao fluocromo PE. As
células receberam somente meio (A,B), captopril (Cap) (C,D), antagonista do receptor B; e B,
simultaneamente (B9430) (E,F), antagonista do receptor B; (B9958) (G,H) ou antagonista do receptor
B, (HOE-140) (1,J). Os grupos estudados compreendem pacientes chagasicos com cardiopatia ndo
dilatada (CND/n=7), com a forma clinica indeterminada (FCI/n=6), com cardiopatia dilatada (CD/n=6)
e individuos ndo chagasicos (NC/n=6). A analise foi realizada por citometria de fluxo. Os resultados
estdo representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padrdo (linhas verticais sobre as
barras de média). NUmeros iguais indicam diferenca estatisticamente significativa, sendo o valor de
p<0,05.
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As citocinas sdo moléculas efetoras na resposta imune, sendo capazes de intensificar
ou modular negativamente a resposta de varios tipos celulares. Neste estudo, avaliou-se a
expressdo das citocinas 1L-12, 1L-10 e TNF-a por monocitos CD14". A interleucina 12 tem
um papel crucial na ativacdo de mondcitos e na producdo de citocinas pré-inflamatorias
durante a resposta imune adaptativa. Ja a interleucina 10 atua na modulagdo da resposta imune
pela supressdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias e de moléculas de ativacdo e
coestimulatorias. A citocina TNF-o estd associada a atividade microbicida do macréfago e é
uma citocina importante na doenga de Chagas.

Avaliando-se a expressdo destas citocinas entre os diferentes grupos estudados,
observou-se que, na auséncia de T. cruzi, a frequéncia de mondcitos CD14/IL-12" foi maior no
grupo NC em relacdo aos grupos de pacientes chagasicos FCI e CD na condicdo sem
tratamento (figura 11A). O grupo CND apresentou maior frequéncia de mondcitos CD14/IL-
12" do que o grupo CD, também na auséncia do parasito (figura 11A). Ja na presenca do
parasito, observou-se que a frequéncia de mondcitos CD14/IL-12" foi maior no grupo de
chagasicos FCI do que no grupo NC na condicdo sem tratamento (figura 11A). A frequéncia
de mondcitos CD14/1L-12" foi maior no grupo de NC em relagdo aos trés grupos de pacientes
chagéasicos nos tratamentos com captopril e na auséncia do parasito (figura 11B). Ja na
presenca do parasito, observou-se que a frequéncia de mondcitos CD14/1L-12" foi maior no
grupo de chagasicos FCI em relacdo aos grupos CND e NC e maior no grupo CD em relagdo
ao grupo NC (figura 11B). (figura 11B). A frequéncia de monécitos CD14/IL-12" foi maior no
grupo de NC em relacdo aos trés grupos de pacientes chagasicos nos tratamentos com 0s
antagonistas B9430 (figura 11C), B9958 (figura 11D) e HOE (figura 11E), na auséncia do

parasito. Ja na presenca do parasito, observou-se que a frequéncia de mondcitos CD14/1L-12"
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foi maior no grupo FCI em relacdo ao grupo individuos ndo chagasicos nos tratamentos com

0s antagonistas B9958 (figura 11D) e HOE (figura 11E).
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FIGURA 11: Frequéncia de mondcitos CD14" produtores da citocina IL-12 infectados ou ndo por
T.cruzi. As CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-CD14 acoplados ao fluocromo
FITC e com anti-IL-12 acoplado ao fluocromo PE. As células receberam somente meio (A), captopril
(Cap) (B), ou antagonista do receptor B, e B, simultaneamente (B9430) (C), antagonista do receptor B;
(B9958) (D) antagonista do receptor B, (HOE-140) (E). Os grupos estudados compreendem pacientes
chagasicos com cardiopatia ndo dilatada (CND/n=7), com a forma clinica indeterminada (FCI/n=6),
com cardiopatia dilatada (CD/n=6) e individuos ndo chagasicos (NC/n=6). A analise foi realizada por
citometria de fluxo. Os resultados estdo representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio
padrao (linhas verticais sobre as barras de média). Numeros iguais indicam diferenca estatisticamente
significativa, sendo o valor de p<0,05.
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A frequéncia de mondcitos produtores de IL-10 na condicdo sem tratamento foi menor
no grupo NC do que nos trés grupos de pacientes chagasicos, na presenga do parasito (figura
12A). Além disso, o grupo FCI apresentou maior frequéncia de monaocitos produtores de 1L-10
em relacdo ao grupo CND (figura 12A). Também na presenca do parasito, a frequéncia de
monocitos produtores de IL-10 foi menor no grupo NC em relacdo aos trés grupos de
pacientes chagasicos no tratamento com captopril (figura 12B) e com os antagonistas B9430
(figura 12C), B9958 (figura 12D) e HOE (figura 12E). Os resultados mostram que, na
presenca do parasito, os pacientes chagasicos do grupo FCI apresentaram maior frequéncia de
monacitos produtores de IL-10 do que os pacientes chagasicos dos grupos CND e CD, estas
diferencas foram observadas nos tratamentos com captopril (figura 12B) e com os antagonistas
B9430 (figura 12C), B9958 (figura 12D) e HOE (figura 12E). Na auséncia do parasito, ndo
foi observada nenhuma diferenca na frequéncia de mondcitos produtores de IL-10 entre 0s
diferentes grupos estudados.

A frequéncia de mondcitos produtores de TNF-a, na presenca do parasito, também foi
menor nos individuos ndo chagasicos em relacdo aos pacientes chagasicos dos trés grupos.
Estas diferencas foram observadas na condigdo sem tratamento (figura 13A) e nos tratamentos
com captopril (figura 13B) e com os antagonistas B9958 (figura 13D) e HOE (figura 13E). No
tratamento com o antagonista B9430 a diferenca foi somente em relacdo ao grupo CND
(figura 13C). Na auséncia do parasito, ndo foi observada nenhuma diferenca na frequéncia de
monacitos produtores de TNF-a entre os diferentes grupos estudados.

Avaliou-se também a expressdo das citocinas IL-12, IL-10 e TNF-o dentro da
populacio de mondcitos CD14". Esta analise mostrou que, no grupo CND, o tratamento com o
antagonista B9958 aumentou a expressdo de IL-12 por mondcitos CD14" em relagio aos

tratamentos com captopril ou com o antagonista B9430, na presenca do T. cruzi. Ja na
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auséncia do parasita, o tratamento com o antagonista B9430 reduziu a expressao de IL-12 por
esta populacéo celular (figura 14A). No grupo FCI e CD, a expressdo de IL-12 por mondcitos
CD14" foi similar entre os diferentes tratamentos (figura 14B e 14C). No grupo NC, observou-
se que o tratamento com o0s antagonistas dos receptores de bradicinina aumentaram a

expressdo de I1L-12 pelos monécitos CD14" na presenca do parasito (figura 14D).
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FIGURA 12: Frequéncia de mondcitos CD14" produtores da citocina IL-10 infectados ou ndo por
T.cruzi. As CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-CD14 acoplados ao fluocromo
FITC e com anti-1L-10 acoplado ao fluocromo PE. As células receberam somente meio (A), captopril
(Cap) (B), antagonista do receptor B; e B, simultaneamente (B9430) (C), antagonista do receptor B,
(B9958) (D) ou antagonista do receptor B, (HOE-140) (E). Os grupos estudados compreendem
pacientes chagasicos com cardiopatia ndo dilatada (CND/n=7), com a forma clinica indeterminada
(FCI/n=6), com cardiopatia dilatada (CD/n=6) e individuos ndo chagasicos (NC/n=6). A analise foi
realizada por citometria de fluxo. Os resultados estdo representados na forma de média (barras
verticais) +/- desvio padrdo (linhas verticais sobre as barras de média). Numeros iguais indicam
diferenca estatisticamente significativa, sendo o valor de p<0,05.
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FIGURA 13: Frequéncia de mondcitos CD14+ produtores da citocina TNF-a infectados ou nao por
T.cruzi. As CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-CD14 acoplados ao fluocromo
FITC e com anti-TNF-a acoplado ao fluocromo PE. As células receberam somente meio (A), captopril
(Cap) (B), antagonista do receptor B; e B, simultaneamente (B9430) (C), antagonista do receptor B
(B9958) (D) ou antagonista do receptor B, (HOE-140) (E). Os grupos estudados compreendem
pacientes chagasicos com cardiopatia ndo dilatada (CND/n=7), com a forma clinica indeterminada
(FCI/n=6), com cardiopatia dilatada (CD/n=6) e individuos ndo chagasicos (NC/n=6). A analise foi
realizada por citometria de fluxo. Os resultados estdo representados na forma de média (barras
verticais) +/- desvio padrdo (linhas verticais sobre as barras de média). NUmeros iguais indicam
diferenca estatisticamente significativa, sendo o valor de p<0,05.
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FIGURA 14: Expressdo da citocina IL-12 por mondcitos CD14" infectados ou ndo por T.cruzi. As
CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-CD14 acoplados ao fluocromo FITC e com
anti-IL-12 acoplado ao fluocromo PE. Imediatamente antes da infeccdo, as células receberam somente
meio, captopril, antagonista de B;R/ B,R (B9430), antagonista de B;R (B9958) ou antagonista de B,R
(HOE 140). Os grupos estudados compreendem pacientes chagésicos com cardiopatia ndo dilatada
(CND/n=7) (A), com a forma clinica indeterminada (FCI/n=6) (B), com cardiopatia dilatada (CD/n=6)
(C) e individuos ndo chagasicos (NC/n=6) (D). A andlise foi realizada por citometria de fluxo. Os
resultados estdo representados na forma de meédia (barras verticais) +/- desvio padréo (linhas verticais
sobre as barras de média). NUmeros iguais indicam diferenca estatisticamente signficativa, sendo o
valor de p<0,05.

No grupo CND, o tratamento com o antagonista B9430 aumentou a expressao de IL-10
por mondcitos CD14+ em relagdo ao tratamento com captopril ou com o antagonista HOE-
140, na auséncia de T. cruzi (figura 15A). No grupo FCI, o tratamento com o0s antagonistas
B9958 ou HOE-140 aumentaram a expressao de IL-10 pelos mondcitos CD14+ em relagdo ao
tratamento com meio, na presenca do parasito (figura 15B). J& no grupo dos CD, tratamento
com o antagonista HOE-140 aumentou a expressao de IL-10 pelos mondcitos CD14+ em

relacdo aos tratamentos com meio, com o antagonista B9430 e com o antagonista HOE-140,
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na auséncia do parasito (figura 15C). No grupo NC, o tratamento com captopril reduziu a
expressdo de IL-10 pelos mondcitos CD14+ em relacdo ao tratamento com meio, na presenca
do parasito; ja na auséncia do parasito, o tratamento com captopril aumentou a expressao de

IL-10 pelos mondcitos CD14+ em relacdo ao tratamento com B9958 (figura 15D).
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FIGURA 15: Expressdo da citocina IL-10 por monécitos CD14+ infectados ou ndo por T.cruzi. As
CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-CD14 acoplados ao fluocromo FITC e com
anti-IL-10 acoplado ao fluocromo PE. Imediatamente antes da infecc&o, as células receberam somente
meio, captopril, antagonista de B;R/ B,R (B9430), antagonista de B;R (B9958) ou antagonista de B,R
(HOE 140). Os grupos estudados compreendem pacientes chagésicos com cardiopatia ndo dilatada
(CND/n=7) (A), com a forma clinica indeterminada (FCI/n=6) (B), com cardiopatia dilatada (CD/n=6)
(C) e individuos ndo chagéasicos (NC/n=6) (D). A andlise foi realizada por citometria de fluxo. Os
resultados estdo representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padrdo (linhas verticais
sobre as barras de média). Numeros iguais indicam diferencga estatisticamente significativa, sendo o
valor de p<0,05.

A analise da expressio da citocina TNF-a pela populacio de mondcito CD14™ mostrou

que esta citocina foi aumentada pelo tratamento com o antagonista HOE-140 em relagdo ao
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tratamento com captopril e com o antagonista B9430, na presenca do parasito. Este resultado
foi observado no grupo CND (figura 16A). No grupo FCI, o tratamento com o antagonista
HOE-140 aumentou a expressdo de TNF-a pela populagio de mondcito CD14" em relagdo ao
tratamento com o antagonista B9430, na presenca do parasito (figura 16B). E no grupo CD, foi
o captopril que aumentou a expressdo de TNF-o pela populagio de mondcito CD14" em

relacdo ao tratamento com meio e com o antagonista B9958, também na presenca do parasito

(figura 16C).
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FIGURA 16: Expressdo da citocina TNF-a por monocitos CD14+ infectados ou ndo por T.cruzi. As
CMSP foram separadas e marcadas com anticorpos anti-CD14 acoplados ao fluocromo FITC e com
anti-TNF-a acoplado ao fluocromo PE. Imediatamente antes da infec¢@o, as células receberam somente
meio, captopril, antagonista de B;R/ B,R (B9430), antagonista de B;R (B9958) ou antagonista de B,R
(HOE 140). Os grupos estudados compreendem pacientes chagésicos com cardiopatia ndo dilatada
(CND/n=7) (A), com a forma clinica indeterminada (FC1/n=6) (B), com cardiopatia dilatada (CD/n=6)
(C) e individuos ndo chagéasicos (NC/n=6) (D). A andlise foi realizada por citometria de fluxo. Os
resultados estdo representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padréo (linhas verticais
sobre as barras de média). NUmeros iguais indicam diferenca estatisticamente significativa, sendo o
valor de p<0,05.
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ANALISES NA POPULAGAO DE LINFOCITOS:

As células apresentadoras de antigenos, tais como 0s monadcitos, fagocitam o parasito e
0 processam, a fim de apresentar 0s seus antigenos para as células da imunidade adaptativa.
Observamos nos dados acima que o captopril e a via das cininas parecem modular a ativacéo e
a fungdo efetora dos monocitos.

Considerando-se que captopril € comumente administrado a pacientes chagasicos
hipertensos e ndo se sabe se ele pode ter algum efeito nocivo ao paciente, esta parte deste
estudo focaliza a avaliacdo do papel de captopril na resposta de linfécitos T CD4+ e CD8+ de

individuos ndo chagasicos frente a estimulagcdo com o parasito T. cruzi.

5.6 O tratamento de linfocitos humanos CD4" e CD8" com o farmaco captopril altera a

expressao da enzima conversora de angiontensina (CD143)

Avaliou-se o efeito de captopril na expressdo de ECA pelos subtipos de linfécitos T
CD4" e CD8". Sabe-se que este farmaco é muito utilizado por pacientes com cardiomiopatia
chagasica que sofrem de hipertensdo arterial e que captopril impede a rapida degradacdo de
cininas pela inibicdo da enzima ECA, a qual estd presente na membrana de varios tipos
celulares inclusive das de subpopulagtes de linfocitos T CD4" e CD8". Nosso trabalho
mostrou que a presenca do T. cruzi induziu um aumento da frequéncia de linfocitos T
CD4/CD143" e 0 aumento desta populacéo celular é ainda maior com captopril (figura 17A).
Ja a freqiiéncia da populagio CD8/CD143" ndo foi alterada com a presenca do parasito nem

com o tratamento com captopril (figura 17B).
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FIGURA 17: Expressdo da molécula CD143 por linfécitos CD4" (A) e CD8" (B) na presenga ou
auséncia do parasito T.cruzi. As CMSP de seis individuos ndo chagasicos foram separadas e marcadas
com anticorpos anti-CD143 acoplados ao fluocromo PE, com anti-CD4 acoplados ao fluocromo FITC
e com anti-CD8 acoplados ao fluocromo CY. As células foram tratadas com meio ou captopril. A
analise foi realizada por citometria de fluxo. Os resultados estdo representados na forma de média
(barras verticais) +/- desvio padrédo (linhas verticais sobre as barras de media). Ndmeros iguais indicam
diferenca estatistica, sendo o valor de p<0,05.

5.7 O tratamento de linfocitos humanos CD4" e CD8" com o farmaco captopril altera a

expressao da molécula de ativacdo HLA-DR

O sucesso da resposta imune a um agente infeccioso depende da ativacdo e
proliferacdo de células imuno competentes. E sabido que linfocitos ativados expressam em sua
superficie varias moléculas associadas aos processos de ativacdo, dentre elas, a molécula
HLA-DR. Nossos estudos mostraram que o tratamento com captopril, na presenca de T. cruzi,
aumentou a frequéncia de linfocitos T CD4/HLA-DR™ (figura 18A) e a expressdo de HLA-DR
por esta populacdo celular (figura 18B) em relacdo ao tratamento com meio e com 0
antagonista HOE-140; além disso, na presenca de T. cruzi, o tratamento com captopril
aumentou a frequéncia de linfocitos T CD4/HLA-DR™ e a expressio de HLA-DR por
linfocitos CD4" em relagdo a células ndo infectadas (figura 18A e 18B). O tratamento com

captopril e com o antagonista HOE-140 reduziu a frequéncia de linfocitos CD8/HLA-DR"
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comparando-se ao tratamento com meio, na auséncia do parasito (figura 18C). Observou-se
também que o tratamento com captopril reduziu a frequéncia de linfocitos CD8/HLA-DR”
comparando-se ao tratamento com o antagonista HOE-140, na presenca do parasito (figura
18C). Ainda na figura 18C, observou-se que a presenca do T. cruzi reduziu a frequéncia de
linfocitos CD8/HLA-DR™ com o tratamento com meio, no entanto aumentou esta populagéo
celular no tratamento com antagonista HOE-140. A expressdo de HLA-DR pelos linfdcitos
CD8" foi reduzida pelos tratamentos com o captopril e com o antagonista HOE-140 em relagéo

ao tratamento com meio, na auséncia do parasito (figura 18D).
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FIGURA 18: Expressdo da molécula de ativagdo HLA-DR por linfocitos CD4" (A e B) e CD8" (C e D)
na presenca ou auséncia do parasito T.cruzi. As CMSP de seis individuos ndo chagasicos foram
separadas e marcadas com anticorpos anti-HLA-DR acoplados ao fluocromo PE, com anti-CD4
acoplados ao fluocromo FITC e com anti-CD8 acoplados ao fluocromo CY. As células foram tratadas
com meio, captopril ou com o antagonista HOE-140, o peptideo bradicinina foi adicionado em todas as
condicdes citadas anteriormente. A analise foi realizada por citometria de fluxo. Os resultados estdo
representados na forma de média (barras verticais) +/- desvio padrao (linhas verticais sobre as barras
de média). NUmeros iguais indicam diferenga estatisticamente significativa, sendo o valor de p<0,05.
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5.8 Analise do papel de captopril e do receptor B, de bradicinina na expressédo de citocinas
por linfocitos humanos CD4" e CD8"

Avaliou-se, neste trabalho, se o farmaco captopril e as cininas estdo envolvidos na
expressao de algumas citocinas ja descritas como importantes na resposta imune da doenca de
Chagas. Foi avaliada a expressdo de IFN-y pelos subtipos de linfocito T CD4" e CD8". A
populacdo de linfocito CD4/IFN-y™ foi maior na presenca do T. cruzi em relagéo a auséncia do
parasito, no tratamento com captopril (figura 19A). A expressdo de IFN-y pelos linfdcitos
CD4" ndo foi alterada pelos tratamentos nem pela presenca do parasito (figura 19B). O
tratamento com o antagonita HOE-140 aumentou a frequéncia de linfocitos CD8/IFN-y*
comparando-se ao tratamento com captopril, na presenca do parasito. Além disso, observou-se
que a presenca do parasito aumentou a frequéncia de linfocitos CD8/IFN-y* nos tratamentos
com meio e com o antagonista HOE-140 (figura 19C). A expressdo de IFN-y pelos linfécitos
CD8" foi aumentada pelo tratamento com captopril em relacio ao tratamento com o

antagonista HOE-140, na auséncia do parasito (figura 19D).

Recentemente, um subtipo de célula T produtora de IL-17 (Tw17), diferente das células
Tnl ou T2, foi descrita e parece ter um importante papel na indugdo de injarias teciduais na
autoimunidade. Neste trabalho, avaliou-se se captopril e as cininas estdo envolvidos com a
expressdo de IL-17 por linfocitos T CD4" e CD8". Os resultados mostraram que captopril
aumentou a expressdo de IL-17 por linfécito T CD4" na presenca do T. cruzi, comparado com
HOE-140 (figura 20B). Na condigdo sem tratamento, a presenca do parasito induziu o
aumento da frequéncia de linfocitos CD4/IL-17" (figura 20A). Na populagéo de linfocito T

CD8" nio foi observada nenhuma alteracdo na frequéncia de linfocitos CD8/IL-17" ou da
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expressao de IL-17 em células CD8 independentemente do tratamento utilizado ou da infeccédo

(figura 20C e 20D).
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FIGURA 19: Expressio das citocinas IFN-y por linfocitos CD4" (A e C) e CD8" (B e D) na presenca
ou auséncia do parasito T.cruzi. As CMSP de seis individuos ndo chagasicos foram separadas e
marcadas com anticorpos anti-IFN-y acoplados ao fluocromo PE, com anti-CD4 acoplados ao
fluocromo FITC e com anti-CD8 acoplados ao fluocromo CY. As células foram tratadas com meio,
captopril ou com o antagonista HOE-140, o peptideo bradicinina foi adicionado em todas as condicdes
citadas anteriormente. A analise foi realizada por citometria de fluxo. Os resultados estdo representados
na forma de média (barras verticais) +/- desvio padrdo (linhas verticais sobre as barras de média).
NUmeros iguais indicam diferenca estatisticamente significativa, sendo o valor de p<0,05.
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FIGURA 20: Expressdo da citocina IL-17 por linfécitos CD4" (A e B) e CD8"(C e D) na presenca ou
auséncia do parasito T.cruzi. As CMSP de seis individuos ndo chagasicos foram separadas e marcadas
com anticorpos anti-1L-17 acoplados ao fluocromo PE, com anti-CD4 acoplados ao fluocromo FITC e
com anti-CD8 acoplados ao fluocromo CY. As células foram tratadas com meio, captopril e com o
antagonista HOE-140, o peptideo bradicinina foi adicionado em todas as condicGes citadas
anteriormente. A andlise foi realizada por citometria de fluxo. Os resultados estdo representados na
forma de média (barras verticais) +/- desvio padrdo (linhas verticais sobre as barras de média).
Numeros iguais indicam diferenca estatistica, sendo o valor de p<0,05.

Tambem foi avaliada a expressdo das citocinas TNF-a e IL-10 pelos subtipos de
linfocito T CD4" e CD8", no entanto, a expressio destas citocinas ndo foi alterada pelos

tratamentos nem pela presenca do parasito (dado ndo mostrado).
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6. Discussao

A infeccdo de células pelos tripomastigotas de Trypanosoma cruzi € uma etapa crucial
para o desenvolvimento da doenca de Chagas. No entanto, varios estudos ainda precisam ser
realizados para melhor compreencao desta interacdo parasito-hospedeiro. Definir a via, ou as
possiveis vias, de entrada do parasito na célula é fundamental para novos conhecimentos sobre
a doenca de Chagas e, além disso, possibilita novas estratégias de tratamento. Neste contexto,
muitas pesquisas tém sido desenvolvidas para determinar as moléculas envolvidas na
aderéncia e internalizacdo do T. cruzi pelas células hospedeiras. No estudo presente, visamos
estabelecer qual é a participacdo dos receptores B; e B, e do fArmaco captopril no processo de
infeccdo de mondcitos humanos por tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y.

A infeccdo de alguns tipos celulares pelo parasito T. cruzi tem se mostrado um
processo ativo, envolvendo diversos componentes celulares. A forma infectiva do parasito
adere a receptores especificos presentes na membrana plasmatica da célula alvo. A adesdo é
mediada por pelo menos dois ligantes do parasito que interagem com moléculas de
carboidratos dos receptores expressos na superficie da célula hospedeira. Um dos ligantes € a
trans-sialidase, que promove a adesdo pela reacdo com epitopos de &cido sialico, e o0 outro é a
penetrina, que se liga a receptores contendo motivos de sulfato de heparina (Pereira, 1994 e
Herrera et al, 1994).

Somente a interacdo de ligantes do parasito com receptores na célula hospedeira ndo é
o suficiente para levar a infeccdo. A invasdo pelo T. cruzi requer a ativacdo de vias de
sinalizacdo especificas, um processo critico para a entrada do parasito. Uma via de sinalizacdo
que parece ser explorada por este parasito para efetuar a invasdao de alguns tipos celulares é a

via do TGF-B. Estudos mostram que células epiteliais mutantes sem expressdo dos receptores |
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e Il de TGF-B ndo sdo permissivas a infec¢do pelo T. cruzi, neste caso, o T. cruzi se liga as
células epiteliais, mas ndo consegue penetra-las. J quando estas células sdo transformadas por
um plasmidio contendo o gene para os receptores de TGF-B a infecgdo acontece, o que
confirma a importancia da via de sinalizacdo do TGF-B no processo de infec¢do pelo T. cruzi
(Ming et al., 1995). No entanto, macréfagos humanos e murinos ndo sofrem alteragdes na
infeccdo por T. cruzi quando aumenta-se ou bloqueia-se o TGFp disponivel para a célula. Isto
sugere que esta via de sinalizacdo ndo é importante para a invasdo de células fagociticas por T.
cruzi (Ming et al., 1995).

Sabe-se que a concentragdo intracitoplasmatica de Ca®* é importante para a infeccio de
varios tipos celulares por diversos parasitos. Em 1996, Wilkowsky e colaboradores mostraram
uma mudanca da concentracgdo intracitoplasmética de Ca®* durante a infeccdo de macréfagos
peritoniais de camundongos por tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi. A inducdo da
transicdo da concentracdo intracitoplasmatica de Ca** é exclusiva da forma tripomastigota
infectiva, 0 que é mais um indicio de que a sinalizacio pelo Ca** é necesséria para 0 processo
de infeccdo. Fibroblastos tratados a fim de se inibir a transicdo da concentracdo
intracitoplasméatica de Ca** e expostos ao parasito ndo sdo infectados (Tardieux et al., 1994).

Scharfstein e colaboradores, 2000, mostraram transicdo da concentracdo
intracitoplasmética de Ca®* em células CHO com alta expressdo de B;R ap6s infeccdo com
tripomastigotas de T. cruzi. Esta resposta foi reduzida com a adicdo de HOE-140, um
antagonista seletivo de B;R (Hock et al., 1991). Isto demonstra um importante papel deste
receptor na mudanca da concentracdo intracitoplasmatica de Ca?* durante o processo de
infeccdo por T. cruzi. Além dos receptores, sdo necessarios 0s seus ligantes para que ocorra a

ativacdo dos mesmos. Desta forma, a interacdo de cininas com seus receptores in vivo é
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determinante para ativacdo destes receptores, influenciando as func¢des biolégicas em que
estdo envolvidos.

Os dados do presente trabalho, referentes a figura 3 e 4, sugerem uma participacao
ativa dos receptores B; e B, no processo de infeccdo de mondcitos humanos pelo T. cruzi. A
inibicho dos receptores de cinina, em cultura de mondcitos, pela administragdo de
antagonistas, tanto B9430 que se liga com alta afinidade em ambos receptores, quanto B9958
que se liga especificamente ao receptor B; ou HOE-140, especifico para B;R, levou a uma
reducdo significativa do nimero de células infectadas pelo T. cruzi, comparando-se as culturas
que receberam somente meio ou captopril. Este resultado foi observado tanto em individuos
ndo chagasicos (figura 3) como em pacientes chagasicos com diferentes formas clinicas da
doenca (figura 4), o que reforca a participacdo dos receptores de cininas no processo de
invasdo dos mondcitos humanos pelo parasito T. cruzi. Portanto, estes resultados sugerem que
a ativacdo da via de sinalizacdo das cininas, pela ligagdo do agonista ao seu receptor,
potencializa a infeccdo de mondcitos pelo T. cruzi. Como mostrado nas figuras 3 e 4, ambos
receptores parecem atuar no processo de infeccdo. O B2R é ativado pela ligacdo de bradicinina
ou calidina, enquanto o B3R € ativado por metabdlitos da bradicinina. (Marceau et al. 2002;
Marceau et al, 1998; Bockmann et al., 1998). Considerando-se que a bradicinina e o seu
metabdlito sdo formados sequencialmente e que o macrofago pode coexpressar ambos 0s
receptores (Bockmann and Paegelow, 2000) é provavel que estes receptores atuem em
conjunto para aumentar a infeccdo da célula hospedeira pelo T. cruzi. Possivelmente, B;R
agiria em periodos iniciais, jA que € constitutivamente expresso e ativado pelo primeiro
produto da via das cininas, enquanto o B3R atuaria num periodo mais tardio, uma vez que ele
SO é expresso posteriormente e seu ligante é fruto da degradacdo da bradicinina. Fogel-

Petrovic e colaboradores, 2007, mostraram que 0s receptores de bradicinina sdo expressos
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apo6s 30 minutos da estimulacdo, portanto, o periodo de 3 horas de incubacdo utilizado em
nosso trabalho parece ser suficiente para ocorrer a expressao de B1R.

Observamos que os pacientes chagasicos apresentam maior frequéncia de mondcitos
infectados do que os individuos ndo chagasicos (figura 5). Os pacientes com doenca de
Chagas cronica apresentam parasitos circulantes e no tecido (Mosca et al, 1985). Mesmo
sendo em baixos niveis, estes permitem um contato constante das células dos pacientes
chagasicos com o parasito e/ou antigenos do mesmo, o que provavelmente altera o estado de
ativacdo das células do seu sistema imune, talvez isto explicaria a resposta diferente dos
monocitos de pacientes chagasicos frente a infeccdo com o T. cruzi comparado a dos
individuos que nunca tiveram contato anteriormente com o parasito. Souza e colaboradores,
2004, mostraram que a frequéncia de mondcitos infectados era similar entre individuos ndo
chagasicos e pacientes chagasicos com a forma clinica indeterminada e cardiaca,
diferentemente do que foi mostrado em nosso trabalho. E importante destacar que a técnica
utilizada nos dois trabalhos foi diferente, no trabalho de Souza e colaboradores, 2004, foi
mostrada a interacdo do parasito com 0s mondcitos e ndo a internalizacdo do parasito como foi
mostrado em nosso trabalho.

Né&o sabemos ao certo qual é o mecanismo que leva a infeccdo pela via das cininas, no
entanto, Vieira e colaboradores, 2002, demonstraram que apos o reconhecido do T. cruzi pelo
macrofago ocorre ativacdo da cascata de fosforilacdo de tirosinas e o recrutamento de
fosfatidilinositol 3-cinase levando & transicdo da concentracéo intracelular do Ca®". Tardieux e
colaboradores, em 1994, mostraram que a mobilizacdo de Ca®* é importante para a entrada do
parasito na célula hospedeira. Também ocorre um recrutamento e fusdo de lisosomas da
periferia celular para proximo ao sitio de adesdo do parasito na membrana da célula

hospedeira. Este recrutamento é desencadeado pela ligagdo do T. cruzi a célula e € dependente
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da mobilizacdo dos estoques intracelulares de calcio (Rodriguez et al., 1996). A fusdo dos
lisosomas é essencial para reter o0s tripomastigotas no interior da célula hospedeira
viabilizando a infecgdo (revisto por Andrade e Andrews, 2005). A necessidade do Ca®* no
processo de infeccdo pelo T. cruzi € bem estabelecida por diversos estudos. Sabendo que, a
ativacdo da via de sinalizacdo das cininas induz aumento intracitoplasmatico de Ca?* (revisto
por Blaukat, 2003) € possivel que esta seja uma das vias requeridas pelo parasito para infeccao
da célula hospedeira. A ativacdo da via das cininas pode ser mediada pela cruzipaina, uma
cisteina proteinase presente no T. cruzi, que apresenta funcdo cininogenase (Scharfstein et al,
2000), sendo capaz de clivar o cininogénio, encontrado no plasma ou aderido na membrana da
célula alvo (Barbasz e Kozik, 2009; Barbasz et al., 2008), liberando cininas que se ligam aos
seus receptores. Mesmo que um dos mecanismos de invasao dos macrofagos pelo T. cruzi seja
por fagocitose, ja que esta célula é um fagdcito profissional e foi demonstrado que filamentos
de actina sdo importantes durante a invasdo por tripomastigotas (Rosestolato et al., 2002;
Vieria et al., 2002), ainda assim a via das cininas pode ser importante neste processo, ja que
foi mostrado que o uso de inibidores da polimerizacdo de actina, em cultura de macréfagos,
n&o inibiu a entrada do T. cruzi (Kipnis et al., 1979). A inibi¢cdo da via das cininas pelo uso
dos antagonistas dos receptores de bradicinina também ndo impediu a infeccdo dos mondcitos,
mas somente reduziu o numero de células infectadas, portanto, esta seria mais uma via
alternativa para a infeccdo dos mondcitos.

Baseado no trabalho de Scharfstein e colaboradores, 2000, esperavamos que 0 nmero
de monacitos infectados aumentasse com a administragdo de captopril, uma vez que, este
farmaco aumenta os niveis de cininas disponiveis pela inibicdo de ECA. No entanto, no ensaio
de infeccdo realizado neste trabalho, quando se adicionou captopril ao meio de cultura e

comparou-se com a infec¢do em cultura somente com meio, observamos uma taxa de infeccao
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similar entre as duas condiges (figura 3 e 4). Este resultado ndo corrobora com o achado de
Scharfstein e colaboradores, o que é aceitavel, uma vez que os tipos celulares estudados foram
diferentes, inclusive a cepa do parasito. No entanto, a intensidade de infeccdo do mondcito €
estatisticamente diferente entre as duas condicdes, o tratamento com captopril aumenta a
intensidade de infeccdo de mondcitos humanos pelo parasito T. cruzi (dados mostrados no
anexo 1), corroborando parcialmente com o achado de Scharfstein e colaboradores, 2000.
Além de o captopril aumentar a meia vida da cinina, sabe-se que este farmaco é amplamente
utilizado no tratamento de hipertensdo (Singh et al., 1996), inclusive no tratamento de
pacientes chagasicos hipertensos. Logo, estes dados, mostrando que o captopril pode favorecer
a infectividade do parasito, apontam para a necessidade de mais estudos que esclarecam a
influéncia do captopril na infectividade pelo T. cruzi in vivo. Uma abordagem possivel seria a
avaliacdo da parasitemia (através de acompanhamento por hemoculturas) de pacientes
chagasicos em uso de captopril. Em tese, 0 aumento da infectividade levaria a um aumento da
populacdo de parasitos que poderia ser identificada pela hemocultura. Outro acompanhamento
importante seria relativo a evolucgdo clinica dos pacientes chagasicos em uso do medicamento
para determinar se eles, no caso de um aumento de parasitemia, evoluiriam mais rapidamente
para formas mais graves. Se este for o caso, 0 uso deste fArmaco como medicacdo de escolha
no tratamento de hipertensdo de pacientes chagésicos deve ser reavaliado. Roberti e
colaboradores, 1992, mostram que captopril tem um efeito benéfico na liberacdo de neuro-
horménios com subsequente reducdo da frequéncia cardiaca e reduz a incidéncia de arritmias
cardiacas em pacientes com doenga de Chagas, mas ndo séo relatados estudos mostranto o
papel de captopril na resposta imune da doenca Chagas.

Neste trabalho avaliamos a influéncia do tratamento com os antagonistas dos

receptores B; e B, de bradicinina e com captopril na expressdo de moléculas coestimulatorias
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e de ativacdo e de citocinas importantes para a resposta imune na doenca de Chagas. No grupo
NC, a frequéncia de mondcitos CD14" expressando CD80 foi aumentada pelo antagonista
HOE-140, e houve uma tendéncia a este aumento pelo antagonista B9430 (p=0,06), em
relacdo ao tratamento com captopril, na presenca de T. cruzi. Este aumento induzido pelos
antagonistas é uma evidéncia de uma modulacdo negativa da expressdo da moléecula CD8O0,
nos mondcitos CD14", pelo receptor B, de bradicinina; este efeito s foi observado em relagéo
ao tratamento com captopril provavelmente porque este fa&rmaco potencia os efeitos das
cininas permitindo-nos a visualizar a agdo das mesmas. Como o dado € observado na presenca
do T. cruzi, € provavel que a presenca deste seja importante para a modulacdo de CD80 pela
via das cininas. E sabido que a cruzipaina, presente na membrana do T. cruzi, quebra o
cininogénio aderido na membrana de mondcitos liberando cininas (Scharfstein et al., 2000 e
Barbasz et al., 2008) sendo mais uma fonte do peptideo, o que justificaria a alteracdo da
expressdo de CD8O ter ocorrido somente na presenca do parasito. No grupo FCI, observamos
que o tratamento com o antagonista B9430 aumentou a frequéncia de mondcitos CD14"
expressando CD80 em relacdo ao tratamento com captopril quando o parasito estava presente
(tabela 2) o que esta de acordo com o dado mostrado no grupo NC, mais uma vez indicando a
modulacdo negativa de CD80 pela via das cininas. No grupo CND, observamos que o
tratamento com captopril ou com o antagonista B9430 aumentou a frequéncia de CD14/CD80"
em relagdo ao tratamento com meio, na presenca do tripo, e ainda, o tratamento com captopril
aumentou esta populacdo celular em relacdo ao tratamento com antagonista B9430 (tabela 3).
Estes dados observados nos grupos NC, FClI e CND sugerem que a via das cininas €
importante na modulacdo negativa da molécula CD80. No entanto, como observado nos
grupos FCI e CND, captopril parece modular positivamente a frequéncia de mondcitos CD14"

expressando CD80. E provavel que esta modulacio ocorra por uma via distinta da via das
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cininas, ja que, mesmo potenciando a via das cininas, o captopril apresenta um efeito contrario
do sugerido para a via das cininas. No grupo CD, o tratamento com captopril ou com o0s
antagonistas dos receptores de bradicinina reduziu a frequéncia de mondcitos CD14*
expressando CD80 em relacdo ao tratamento com meio, na auséncia do parasito (tabela 4).
Neste grupo, a ativacdo da via das cininas parece aumentar a frequéncia de mondcitos
expressando CD80, ja o captopril parece modular negativamente a expressdo desta molécula
(tabela 4). Ndo existem muitos relatos relacionando a via das cininas e captopril com a
expressdo de moléculas coestimulatorias. Em geral, nossos dados sugerem que, a presenca do
parasito ativaria a via das cininas que diminuiria a expressdo de CD80. Assim, os dados
apresentados neste trabalho mostram que a via das cininas parece participar da modulagdo
negativa da expressédo de CD80, o que poderia ter consequéncias no estabelecimento de uma
resposta imunoldgica. A baixa expressdo de CD80 diminuiria sua intera¢do com seus ligantes
que, sendo CD28, teria como consequéncia uma reducgao na ativacdo celular, sendo CTLA-4,
teria como consequéncia uma menor modulacdo da resposta celular. Avaliamos também a
expressdao nos linfocitos de CTLA-4 e CD28, mas ndo observamos nenhuma alteracdo na
expressdo destas moléculas apds os diferentes tratamentos (dados ndo mostrados). Mais
estudos sobre o sistema CD80-ligantes sdo necessarios para esclarecer essas hipoteses.

A analise da expressdo de CD86 nos revelou que, em pacientes CD, o tratamento com
0 antagonista HOE aumentou a frequéncia de mondcitos CD14/CD86" comparado ao
tratamento com o antagonista B9430 e com meio, na presenca de T. cruzi (tabela 4). Em
individuos NC, o tratamento com o antagonista B9958 aumentou a frequéncia de células
CD14/CD86+ comparado ao captopril e ao B9430, na presenca de T. cruzi (tabela 1). Estudos
mostram que o tratamento de células dendriticas com bradicinina aumenta a expressdo de

CD86 por estas células e que a adi¢do do antagonista HOE-140 reduz este efeito (Monteiro et
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al., 2007). Parece que em monadcitos humanos, a acdo de HOE-140 é o inverso do observado
em celulas dendriticas, em nosso trabalho h& evidéncias de que tanto B;R como B2R reduz a
expressdo de CD86 em mondcitos. Estudos anteriores do nosso grupo (Souza et al., 2004) ja
haviam mostrado que o parasito reduz a expressdao de CD86, especialmente em células de
pacientes chagasicos com cardiopatia dilatada. Estudos experimentais também mostraram que
a infeccdo por T. cruzi reduz a expressdao de CD86 por macrdéfagos e células dentriticas de
camundongos BALB/c (Planelles et al, 2003). Neste trabalho, corroboramos este dado e
mostramos que esta modulagdo ocorre na dependéncia da ativacdo da via das cininas: no caso
dos cardiopatas, pela ativacao de B;R.

Avaliamos a expressdo de HLA-DR, uma molécula de MHC classe 1l relacionada a
apresentacdo antigénica para linfocitos T CD4", sendo uma importante molécula no processo
de ativacdo destes linfocitos (Todd et al., 1998). HLA-DR é expressa principalmente por
APCs e pode ser expressa por linfocitos T ativados. Os resultados apresentados no presente
trabalho mostram que o tratamento com o antagonista B9430 aumentou a frequéncia de
células CD14/HLA-DR" comparado ao tratamento com meio, na presenca de T. cruzi, em
pacientes chagasicos FCI e CD (tabela 4), sugerindo que nestes grupos, 0s receptores de
bradicinina podem estd envolvidos na regulacdo negativa da expressdo de HLA-DR mediante
a estimulacdo com o parasito, pois, ao inibir ambos receptores, a expressdo desta molécula
aumenta. No grupo CD, esta modulacdo pode ser dada pelo B;R, ja que o uso do antagonista
HOE, especifico para este receptor, aumentou a frequéncia de células CD14/HLA-DR"
comparado ao tratamento com meio (tabela 4). No grupo FCI, o tratamento com captopril e
com o antagonista HOE aumentou a frequéncia de células CD14/HLA-DR* comparado ao
tratamento com meio, na auséncia do parasito (tabela 2), sugerindo que o captopril esta

regulando a expressdo de HLA-DR por uma via distinta da via das cininas.
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Observamos também que a intensidade de expressdo de HLA-DR pelos mondcitos
CD14" é menor nos pacientes chagasicos do que nos individuos ndo chagasicos, (figura 8).
Sabemos que individuos chagasicos, mesmo na fase cronica da doenca, portam o parasito, ou
pelo menos seus antigenos ou DNA (Jones et al. 1993; Mortara et al., 1999; Vago et al.,
2000), logo, em ambas condigdes apresentadas em nosso trabalho, infectado e néo infectado,
os individuos chagéasicos estdo sempre em contato com o parasito ou seu antigeno, o que pode
contribuir para a expressio reduzida de HLA-DR por mondcitos CD14" observada nos
pacientes chagasicos. O fato da infeccdo com o T. cruzi reduzir, significativamente, a
intensidade de expressdo de HLA-DR nos individuos ndo chagasicos (dados ndo mostrados)
pode contribuir para a veracidade desta hipdtese, que mostra que o contato com o parasito
realmente reduz a expressao de HLA-DR. Alguns trabalhos mostram que varios parasitos
regulam a expressdo de moléculas do gene de MHC-II via inibicdo do fator CIITA, o qual €
essencial para a expressdo deste gene (Luder et al, 2003 e Chang et al, 1996). Talvez o T.
cruzi também regule a expressdo de HLA-DR pela inibicdo deste fator.

Foram observadas algumas alteracGes na expressdao das moléculas coestimulatorias
CD80 e CD86 e da molécula de ativacdo HLA-DR induzidas pelos tratamentos realizados
neste trabalho. Os dados aqui apresentados apontam evidéncias de que captopril e o0s
antagonistas dos receptores de bradicinina atuam na regulacdo de tais moléculas. Vimos que
estes reagentes ora estimulam ora inibem a expressdo destas moléculas e que o parasito T.cruzi
contribui para esta regulacdo. No entanto, estudos mais detalhados de cada molécula devem
ser realizados para esclarecer melhor como se da o controle destas moléculas pela via das
cininas e pelo captopril e porque a modulacéo é diferente nos grupos estudados.

Foi demonstrado por outros autores que a bradicinina induz liberacdo de

prostaglandinas, citocinas e o¢xido nitrico de neurdnios sensoriais, células endoteliais,
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fibroblastos e células do sistema imune (Bhoola et al, 1992). Os receptores B; estdo
envolvidos na liberagdo de varias interleucinas, peptideos quimiotaticos e leucotrienos por
macrofagos (Tiffany and Burch 1989). O nosso trabalho propds identificar o papel das cininas
na expressao de citocinas importantes para a doenca de Chagas.

Existem diferentes grupos de citocinas, sendo um grupo importante na resposta
inflamatdria e na resposta mediada por células e o outro amplifica a resposta imune humoral e
sdo inibitérios para muitos aspectos da imunidade mediada por células (Howard et al., 1993).

A citocina IL-12 tem um papel crucial na resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi
controlando a taxa de parasitos. Camundongos tratados com anticorpos monoclonais anti-IL-
12 apresentaram parasitemia e mortalidade aumentada (Aliberti et al., 1996). O nosso trabalho
mostrou que o tratamento de mondcitos de pacientes CND com o antagonista B9430
aumentou a frequéncia de mondcitos produtores de IL-12 em relagdo ao tratamento com meio
e com o antagonista HOE-140, e a expressdo de IL-12 por mondcitos em relacdo ao tratamento
com meio, na auséncia do parasito (tabela 3 e figura 14A). No grupo CD, observamos que o
tratamento com o antagonista B9958 aumentou a frequéncia de mondcitos produtores de IL-12
em relacdo ao tratamento com meio (tabela 4). Vimos também que no grupo NC o tratamento
com o0s antagonistas dos receptores de cinina aumentaram a expressdao de IL-12 pelos
mondcitos CD14" (figura 14D). Aliberti e colaboradores, 2003, mostraram que a ativacio de
receptores de cininas em células dendriticas estimula a producéo e secrecdo da IL-12 por estas
células, sendo esta resposta dependente de B,R. No sistema utilizado em nosso trabalho ha
evidéncias de que os receptores de bradicicina modulam negativamente a expressdo de I1L-12
por monocitos CD14", diferentemente do observado por Aliberti. Deve-se mencionar que
aqueles autores utilizaram um modelo experimental e outra cepa do parasito. Observamos

também que a infeccdo dos monacitos pelo T. cruzi aumenta significativamente a expressdo de
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IL-12 (tabelas 1, 2, 3 e 4), o0 que corrobora com dados descritos na literatura em relagdo ao
aumento da expressdao de IL-12 na presenca do T. cruzi. Foi demonstrado, em modelo
experimental, que tripomastigotas de T. cruzi induzem a sintese de IL-12 por macrofagos, esta
citocina tem sido descrita como um potente indutor da produgdo de IFN-y pelas células
“Natural Killer” (NK) e por diferentes subtipos de células T (Gately et al., 1994). A producdo
de IFN-y observada durante a infec¢do é importante para 0 controle da proliferacdo do parasito
in vivo, e esta resisténcia mediada por IFN-y ¢ dependente da IL-12 (Aliberti et al., 1996). O
aumento da expressao de IL-12 induzido pela infecdo por T. cruzi é condizente com a funcao
protetora da IL-12 em ativar o macrofago, o qual controla a replicacdo do parasito (Gazzinelli
et al, 1994). A frequéncia de mondcitos produtores de IL-12 ¢ distinta entre os diferentes
grupos estudados, sendo que no grupo FCI, e ndo nos cardiopatas, esta frequéncia e é maior do
que no grupo NC. Este aumento de IL-12 observado no grupo FCI pode ser importante para
tornar mais eficaz o processo de morte do parasito e reduzir o estimulo para uma futura
exarcebacdo da resposta imune.

Avaliando-se a expressdo da interleucina 10, uma citocina imunorregulatoria, este
trabalho mostrou que o tratamento com antagonistas dos receptores de cinina induziram a
algumas alteracOes na expressdo desta citocina. Observamos que no grupo CD e FCI, o
tratamento com o antagonista B9958 aumentou a frequéncia de mondcitos CD14/1L-10"
comparado ao tratamento com meio, e no caso do grupo CD também houve diferenca
comparado ao tratamento com o antagonista B9430, na presenca do parasito (tabela 2 e 4).
Este aumento da frequéncia de monocitos produtores de IL-10 apds o uso do antagonista
B9958 em relacdo ao meio sugere uma modulacdo negativa desta citocina pelo BiR. Mas
como ha uma reducdo significativa da frequéncia de mondécito produtor de IL-10 quando B;R

e B;R sdo inibidos simultaneamente pelo uso do antagonista B9430, é provavel que a via das
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cininas seja importante no equilibrio da expressdo desta citocina frente o estimulo dado pela
infeccdo por T. cruzi. A presenca do parasito aumentou significativamente a expressao de IL-
10 em todos os grupos estudados (tabelas 1, 2, 3 e 4). Comparando-se a expressdo de IL-10
entre os diferentes grupos, observa-se que o grupo NC apresenta menor frequéncia de
monocitos CD14/IL-10" do que os pacientes chagasicos, além disso, o grupo FCI também
apresentou uma frequéncia maior de mondcitos CD14/1L-10" do que os demais grupos (figura
12). Estudos relacionados as diferencas imunolégicas entre os pacientes chagasicos com
diferentes formas clinicas da doenca tém mostrado um perfil mais modulatério dos pacientes
assintomaticos. Souza e colaboradores, 2007, mostraram que a infec¢do de mondcitos pelo T.
cruzi induziu a uma maior razdo entre IL-10/TNF-0, uma citocina modulatoria versus um
citocina pro-inflamtdria, nos pacientes chagasicos com a forma clinica indeterminada, mas nédo
nos pacientes chagasicos com a forma cardiaca, comparado com os individuos ndo chagasicos.
Os dados apresentados neste trabalho corroboram com dados apresentados por Souza e
colaboradores, 2007 (anexo 11). E possivel que os individuos chagasicos com a forma
indeterminada sejam mais capazes de modular a resposta imune pela expressdo da citocina IL-
10 quando estimulados pelo parasito T. cruzi.

TNF-0 é uma citocina pro- inflamatoria que tem sido implicada em varios mecanismos
imunes e inflamatorios (Aggarwal et al.,2001). Observamos em nosso trabalho que o
tratamento com captopril aumentou a frequéncia de mondcitos CD14/TNF-a" e a expressdo de
TNF-a por monécitos CD14"em relagio ao tratamento com o antagonista B9958 e a condigdo
meio, na presenca do T. cruzi, estes dados foram observados no grupo CD (tabela 4 e figura
16C). Este dado condiz com o que é relatado na literatura. Estudos mostram que cininas estdo
relacionadas com a geracdo e manutencdo da inflamacédo cronica. Estes peptideos estimulam

macrofagos in vitro a liberarem TNF-a ¢ interleucina 1 (Tiffany et al., 1989). Nossos dados
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sugerem participacdo de captopril e do B;R na expressdo de TNF-a, pois o captopril, que
potencia a via das cininas, aumenta a populacéo de células produtoras de TNF-a e quando 0s
receptores B; sdo inibidos pelo uso do antagonista B9958 a frequéncia desta populagdo e
expressdo de TNF-o sdo reduzidas. E interessante notar que esta regulacdo de TNF-a por
captopril e B9958 s6 acontece no grupo de chagasicos com cardiopatia dilatada, o qual
apresenta um perfil mais inflamatério (Souza et al., 2004) e é importante lembrar que,
principalmente estes pacientes, fazem uso do farmaco captopril. Avaliamos também a
expressdo de TNF-a entre pacientes chagasicos com diferentes formas clinicas e individuos
ndo chagasicos, e observamos que 0S pacientes chagasicos apresentam maior frequéncia de
monacitos produtores de TNF-a do que os individuos ndo chagasicos (figura 13). A expressao
de TNF-o por mondcitos também é aumentada significativamente pela infeccdo por T. cruzi
(tabelas 1, 2, 3 e 4), indicando que o T. cruzi induz a ativacdo de vias nos mondcitos que
levam a expressdo de TNF-o. Na infeccdo aguda, este € um processo vantajoso para o
individuo, pois esta citocina tornara o macréfago mais eficiente para matar o parasito.

E interessante notar que a infeccdo de mondcitos pelo T. cruzi induziu aumento da
expressdo das trés citocinas estudadas neste trabalho. Sendo a IL-12 e TNF-a citocinas pro-
inflamatorias e a 1L-10 uma citocina modulatéria, a maneira como cada individuo ira controlar
a manutencdo destas citocinas no seu organismo sera determinante para o estabelecimento de
uma forma mais branda ou mais agressiva da doenca de Chagas. Como mostrado neste
trabalho, os pacientes chagasicos FCI, que sdo assintomaticos, apresentam maior frequéncia de
monocitos produtores de IL-10, mesmo apresentando expressdo das citocinas pro-
inflamatdrias em niveis similares aos demais grupos de pacientes chagasicos, a maior
expressdo de IL-10 vista pelos FCI os torna mais eficientes em controlar a resposta

inflamatéria.
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A tabela acima apresenta um resumo dos resultados referentes a expressdo de moléculas

coestimulatorias e de ativagdo e de citocinas por mondcitos, mostrando uma visdo geral do
papel de captopril e da via das cininas na expressdo destas moléculas. Desta forma, captopril
parece modular positivamente a expressao destas moléculas enquanto a via das cininas parece
modular negativamente, exceto a expressdo de TNF-a, que parece ser modulado positivamente
pelo B;R. Como captopril potencia a via das cininas, esperava-se que o uso deste farmaco e a
ativacdo da via das cininas regulassem igualmente as moléculas apresentadas neste trabalho,
no entanto, foi observada uma acdo antagdnica na regulacdo de muitas das moléculas
estudadas. Foi mostrado que captopril suprime a sintese das citocinas pro-inflamatérias 1L-12,
TNF-o and IL-1p em celulas sanguineas mononucleares (Schindler et al., 1995;
Constantinescu et al., 1998), também existem trabalhos que mostram que a ativacdo da via das
cininas induz a sintese e secregdo de IL-12, TNF-a e IL-1 (Aliberti et al., 2003; Tiffany et al.,
1989), portanto, esta acdo antagdnica entre o captopril e a via das cininas j& é bem

estabelecida. Possivelmente, o captopril pode agir por outras vias além da via das cininas.
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As setas indicam o efeito dos tratamentos na expressao das moléculas apresentadas e 0s sinais
+ e — indicam a possivel modulagéo exercida na expressdo destas moléculas pela ativacdo dos
receptores de bradicinina.

ECA é uma enzima encontrada na forma sollvel no sangue e em fluidos corporais
(Skidgel et al., 1993) e também ligada & membrana de células endoteliais e outros tipos
celulares nas quais é sintetizada (Danilov et al., 2003). ECA é expressa em células
mononucleares circulantes tais como mondcitos e populagdes de linfocito T, tanto no subtipo
CD4" como no CD8". Estudos tém atribuido varias funcdes para a enzima conversora de
angiotensina. O papel classico de ECA é converter angiontensina | em angiotensian 1, este é
um octapeptideo que estd envolvido em varias etapas do processo inflamatério, sendo
considerado uma verdadeira citocina (Ruiz-Ortega et al., 2001). ECA tem se mostrado
envolvida em funcBes imunes e é encontrada em niveis elevados em condicGes inflamatorias
(Ehlers and Riordan, 1989; Constantinescu et al., 1997). Além disso, ECA é uma cininase que
cliva os peptideos cininas modulando a ativacdo da via das cininas. Desta forma, nosso
trabalho avaliou a expresséo de CD143 (denomina¢do de ECA pelos “Cluster of
differentitiation”) pelos mondcitos CD14" infectados ou ndo pelo T. cruzi. Observamos que no
grupo CND houve um aumento da populagio de células CD14" expressando CD143 ap6s o
tratamento com captopril e com o antagonista B9430 em relagdo ao meio, na presenga do
parasito (figura 1A). H& evidéncias da participacdo de captopril na expressdo de ECA, no
entanto, sabemos que ele inibe a atividade desta enzima, talvez o organismo tente compensar
esta inibicdo aumentando a expressdo da molécula. A inibicdo de ECA leva a diminuicao de
Ang Il, o que estimularia a producdo de ECA. Este efeito também foi observado em
camundongos tratados com captopril, eles tiveram aumento significante do nivel plasmatico de

ECA (Godsel et al., 2003).
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Em individuos NC, T. cruzi aumentou a frequéncia de monocitos CD14/CD143" (dado
ndo mostrado) e da frequéncia de linfocitos CD4/CD143", ja a populagdo CD8/CD143 nio foi
alterada com a presencga do parasito (figura 17). Observamos na figura 17 que o tratamento
com captopril aumenta ainda mais a frequéncia da populacdo celular CD4/CD143". Esse
resultado sugere que, talvez esteja ocorrendo um mecanismo de feedback positivo. A presenca
de captopril inibe ACE e aumenta a meia vida das cininas, desta forma, a via de sinalizacdo
das cininas estd atuando por mais tempo o que pode desencadear uma maior expressao de
ECA pela célula, a fim de modular negativamente a ativacdo desta via. Estudos mostram que a
coexpressdo de B,R e ECA modula positivamente a atividade de ECA (Sabatini et al., 2008),
talvez, algo parecido tenha ocorrido em nosso sistema, assim uma maior ativacgao do receptor
de cinina leva a uma expressao mais intensa de ECA.

Estudos mostram que o peptideo bradicinina estimula a producdo de radicais
superdxido por macrofagos, além disso, a atividade de B,R esta correlacionada com a
atividade dos macréfagos (Bockmann et al., 1998). Macréfagos peritoneais de camundongos,
de tamanho intermediario, sdo mais eficientes em responder a bradicinina do que macréfagos
peritoneais menores. Nos primeiros, foi observada uma elevacao, claramente maior, do célcio
intracelular livre. Os achados indicam que o estagio de diferenciacdo/maturacéo e ativacdo dos
macrofagos pode ser importante para a habilidade da bradicinina em estimular estas células
em respostas inflamatorias in vivo (Bockmann et al., 1998). Sabemos que a ativacdo dos
receptores de cinina induz a liberacdo de 6xido nitrico (NO) pelos macr6fagos (Bhoola et al,
1992), e ja foi demonstrado que o mesmo é citotoxico para uma variedade de patdgenos
incluindo o T. cruzi (Gazzinelli et al.,1992). Desta forma, avaliamos se a inibicdo dos
receptores de cinina altera a expressio da enzima iNOS por mondcitos CD14" de pacientes

chagasicos. Encontramos que a administracdo do captopril e dos antagonistas dos receptores
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de bradicinina induziram algumas alteracGes, mas que ndo séo suficientes para sugerirmos
uma participagdo dos mesmos na expressdo da enzima iNOS nos pacintes chagasicos (figura
6). Vimos também que a sua expressdo € similar entre os diferentes grupos estudados (figura
7). Pode ser que a expressdo desta enzima seja mais critica na infeccdo aguda por T. cruzi,
quando a carga parasitaria ¢ alta e 0s mondcitos sdo ativados a fim de matarem os parasitos, ja
os individuos estudados neste trabalho se encontravam na fase cronica da doenga de Chagas,
quando os parasitos Sd0 escassos.

O sucesso da resposta imune a um agente infeccioso depende da ativagdo e
proliferacdo de células imune competentes. Avaliamos até 0 momento o papel dos receptores
de cininas e de captopril na expressdo de moléculas importantes para a ativagdo e para a
funcdo efetora de mondcitos. Os mondcitos quando em contato com o parasito irdo apresentar
antigenos do mesmo para os linfécitos T. Esta interacdo mediada pelo TCR e o complexo
peptideo MHC-11 seré crucial para a ativagao dos linfocitos T e o desenvolvimento da resposta
imune especifica. Dada as evidéncias do envolvimento da via das cininas e de captopril na
infeccdo dos mondcitos e na expressdo de algumas moléculas importantes para a ativacédo
destas células, avaliamos o efeito destes reagentes na ativacdo e funcao efetora dos linfocitos
T CD4" e CD8". E sabido que linfcitos T ativados expressam em sua superficie varias
moléculas chamadas antigenos de ativacéo, dentre elas CD25, CD69, CD71 e HLA-DR, que
usualmente sdo pouco expressas ou até ausentes na célula em repouso (Caruso et al., 1997).
Nossos estudos mostraram que captopril, na presenca de T. cruzi, aumentou a frequéncia de
linfocitos T CD4/HLA-DR™ e a expressido de HLA-DR por esta populacdo celular (figura 18A
e 18B). E possivel que captopril seja um importante indutor da resposta imune na doenca de
Chagas ativando os linfécitos T CD4" frente ao estimulo dado pelo parasito, esta ativagio pode

ser pela via das cininas, pois a inibicdo da mesma pelo antagonista HOE reduz a expresséo de
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HLA-DR. Ja a populagdo de linfocitos T CD8" parece ser modulada por captopril e HOE na
auséncia do parasito, na presenca deste, a expressdo de HLA-DR é similar entre os diferentes
tratamentos. Os dados sugerem que captopril pode modular negativamente a ativacdo de CD8,
mas por uma via distinta da via das cininas, uma vez que a inibi¢do de B,R pelo uso de HOE
também reduziu a expressdo de HLA-DR (figura 18C e 18D), o que sugere que a via das
cininas aumenta a expressdo desta molécula.

Captopril é usado no tratamento de hipertensdo através do bloqueio da conversdo da
angiotensina | em angiotensina Il (Ondetti et al., 1977). Além deste efeito, o captopril tem
apresentado propriedades de regulacdo da resposta imune, principalmente atuando como anti-
inflamatdrio. Inibidores de ACE, incluindo o captopril, tém efeito benéfico em encefalomielite
autoimune e em miocardites (Constantinescu et al., 1995; Godsel et al., 2003b). Captopril
suprime a sintese das citocinas pré-inflamatérias IL-12, TNF-a and IL-1p em células
sanguineas mononucleares (Schindler et al., 1995; Constantinescu et al., 1998). No entanto, 0s
relatos sobre o farmaco captopril sdo controversos quanto ao seu papel na resposta imune. Foi
mostrado que captopril inibiu a apoptose induzida por ativacdo de hibridomas de células T
(Odaka and Mizuochi, 2000) e inibiu a apoptose induzida por Fas em células T humanas do
sangue periférico (Déas et al., 1997). Ele blogueou a expressdo de FasL em células T induzida
por anti-CD3 e diminuiu a expressdo de Fas (Odaka and Mizuochi, 2000). Estes estudos
sugerem que captopril pode interferir com a delecdo clonal e a aquisi¢cdo de autotolerancia in
vivo, induzindo desta forma a autoimunidade. Recentemente, um subtipo de célula T produtora
de IL-17 (Twl7), diferente das células Tyl or T2, foi descrita e parece ter um importante
papel na inducdo de injdrias teciduais na auto-imunidade (Park et al., 2005; Harrington et al.,
2005). Interessantemente, o presente trabalho mostrou que captopril, na presenca de T. cruzi,

aumentou a expressdo de IL-17 pelas células T CD4" (figura 20B). Como este aumento de IL-
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17 ndo foi observado na condicdo utilizando somente meio, tanto na presenca como na
auséncia do parasito (figura 20B), é possivel que captopril esteja envolvido na expressdo desta
citocina por linfocitos T CD4". Sabendo que captopril impede a rapida degradacio de cininas
através da inibicdo da enzima ECA, inibimos a ativacdo da via das cininas utilizando o
antagonista HOE-140. Como mostrado na figura 20, o uso de HOE, na presenca do parasito
reduz a expressdo de IL-17 pelos linfocitos T CD4". Avaliados juntos, estes dados sugerem
que captopril, sob estimulacdo com o T. cruzi, induz o aumento da expresséo de IL-17 pelos
linfocitos T CD4" e provavelmente esta regulacéo se déa pela via das cininas, com participagio
do receptor B2. A expressdo de IL-17 esta envolvida em processos inflamatérios em varias
doencas. Em artrite, IL-17 regula proteinases que atuam na destruicdo do tecido local
(Chabaud et al., 2000). Um quadro de destruicdo tecidual também €é observado no miocardio
de individuos com cardiomiopatia chagéasica cronica, (Higushi et al., 1987). IL-17 pode ser
uma importante citocina para o processo inflamatorio tecidual observado no coracdo de
pacientes com a doenca de Chagas, ja que a presenca de T. cruzi juntamente com o captopril
parecem ser agentes indutores da producio desta citocina em linfécitos T CD4". Além disso,
como citado anteriormente, captopril pode atuar como anti-apoptético de linfocitos T ativados
(Odaka and Mizuochi, 2000 e Déas et al., 1997) mantendo estas células em estado ativado por
mais tempo do que necessario. Isto € mais um fator que reforca a importancia deste farmaco
na resposta imune da doenca de Chagas, uma vez que a resposta imune exarcebada pode
contribuir para os danos do tecido cardiaco. Observamos que o tratamento com HOE-140
aumentou a frequéncia de linfocitos CD8/IFN-y*, na presenca do T. cruzi (figura 19C),
sugerindo que a via das cininas regula negativamente a expressdo desta citocina. Estudos
realizados por outros autores mostraram que a neutralizacdo de IFN-y in vitro aumentou a

frequéncia de células produtoras de IL-17, indicando que IFN-y pode inibir a expansdo de
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células Tyl7 (Park et al., 2005). Corroborando com estes dados, o trabalho presente sugere
que na presenca do T. cruzi, a adicdo de captopril e a ativacdo da via das cininas regulam
positivamente a expressdo de IL-17 a0 mesmo tempo em que regulam negativamente a
expressdo de IFN-y (figura 19C e 20B), sugerindo um importante papel da via das cininas no
desenvolvimento da resposta do tipo Tyl7. Expressao de IL-10 e TNF-a por linfocitos T CD4
e CD8 também foram avaliadas, mas ndo foram observadas diferencas quanto aos tratamentos
(dados ndo mostrados).

Os resultados mostrados neste trabalho nos trazem fortes evidéncias de que a via das
cininas € ativada pelo Trypanosoma cruzi para mediar a invasdo dos mondcitos humanos,
sendo uma importante via para a interagdo parasito-hospedeiro. Além disso, a ativacdo da via
das cininas juntamente com o0 parasito parece modular negativamente a expressdao de
moléculas de ativacdo e citocinas por mondcitos humanos, exceto pela citocina inflamatéria
TNF-o.

Estudos mostram que captopril tem um efeito benéfico na liberacdo de neuro-
horménios com subsequente reducdo da frequéncia cardiaca e reduz a incidéncia de arritmias
cardiacas em pacientes com doenca de Chagas (Roberti et al., 1992), mas ndo sdo relatados
estudos mostranto o papel de captopril na resposta imune da doenca Chagas. Os resultados
apresentados no presente trabalho mostram que captopril pode esta envolvido no aumento de
uma citocina inflamatoria importante na injaria tecidual, o que ndo seria benéfico para o
paciente chagasico. Estes estudos, além de trazer informac@es importantes sobre os efeitos do
captopril e do sistema das cininas nas caracteristicas imunoldgicas de pacientes chagasicos,
apontam para a importancia de se investigar mais a fundo o papel de captopril e da via das
cininas na resposta imune da doenca de Chagas, uma vez que este farmaco ¢ muito utilizado

pelos pacientes com cardiomiopatia chagasica. Assim, nossos dados devem nortear estudos
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clinicos, imunoldgicos e parasitolégicos que possam esclarecer definitivamente se o captopril
deve ou ndo ser utilizado para tratamento de hipertensdo em pacientes chagasicos ou em risco

de contrair a doenca de Chagas.
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7. Resumo dos resultados

Aqui estdo indicados, de forma resumida, os dados obtidos em nosso trabalho. O

esquema 3 permite que os resultados sejam seguidos de acordo com a humeragao a seguir:

1-

O tratamento de mondcitos humanos com antagonistas dos receptores B; e B, de cinina
reduz a infeccdo destas células pelo parasito Trypanosoma cruzi.

Captopril aumenta a intensidade de infeccdo de mondcitos humanos pelo parasito
Trypanosoma cruzi.

A via das cininas juntamente com a infecgdo pelo parasito Trypanosoma cruzi modula
negativamente a expressdo de moléculas coestimulatorias em mondcitos, por diferentes
vias entre os individuos estudados.

A frequéncia de mondcitos CD14" expressando as citocinas 1L-12 e IL-10 é aumentada
pelo blogueio da via das cininas e pela infeccdo por Trypanosoma cruzi, enquanto que
0 bloqueio dessas vias diminui a expressdo de TNF-a,

Captopril e Trypanosoma cruzi aumentam a frequéncia de linfocitos T CD4/CD143".
Captopril aumenta a frequéncia de linfocitos T CD4/HLA-DR".

Captopril e a ativagdo da via das cininas estdo envolvidos na regulagdo negativa da
expressdo de IFN-y em linfocitos T CD8".

Captopril e a ativacdo da via das cininas estdo envolvidos na regulacdo positiva da

expressdo de IL-17 por linfocitos T CD4".
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Esquema 3: Representacdo esquematica do resumo dos resultados. Captopril aumenta a
intensidade de infeccdo de mondcitos (2). A inibicdo dos receptores de bradicinina reduz a
frequéncia de mondcitos infectados com T. cruzi, sugerindo participacao destes receptores no
processo de infeccdo (1). Os resultados evidenciam o envolvimento de captopril na modulagéo
positiva da expressdo de CD80, CD86 e HLA-DR enquanto os receptores de bradicinina
modulariam negativamente, uma vez que, 0 uso dos antagonistas aumentou a expressao destas
moléculas (3). Exclusivamente no grupo de pacientes chagasicos com cardiopatia dilatada, o
uso de antagonistas dos receptores de bradicinina reduziu a expressdo da citocina TNF-a,
sugerindo uma modulacéo positiva desta citocina pelos receptores (4). Captopril na presencga
de T. cruzi induziu a expressdo de HLA-DR pelos linfocitos T CD4" (6), além disso, induziu o
aumento da expressdo de ECA (5) e da citocina IL-17 (8), enquanto o antagonista reduziu a
expressdo de I1L-17. J4 a populagéo de linfocitos T CD8" aumenta a expresséo da citocina IFN-
v na presenca do antagonista HOE 140, sugerindo modulagdo negativa da expressdo desta

citocina pelo receptor de bradicinina (7). Os nimeros indicam o dado a que se referem.
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