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Lista de abreviaturas

Ag- paciente chagéasico agudo

APC- célula apresentadora de antigeno

CD — cluster of differentiation

Chg — paciente chagasico agudo

Cr — paciente chagésico crénico

CMSP — células mononucleares do sangue periférico
COEP — Comité de Etica em Pesquisa

CTLA-4 — Antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico
DN — duplo negativa

FITC- isotiocianato de fluoresceina

Gran- Granzima A

HLA- antigeno leucocitario humano

IFN-y — interferon gama

IgG- imunoglobulina G

IL- interleucina

MHC- complexo principal de histocompatibilidade
NI — individuo néo infectado

NO- oxido nitrico

NK — natural killer

PBS — phosphate buffer solution

PE — ficoeritrina

TCR —receptor de célula T

T. cruzi- Trypanosoma cruzi

Th- linfécito T helper

TNF-a — fator de necrose tumoral alfa



WHO — World Health Organization
af - alfa beta

v0 — gama delta
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Resumo



Uma vez considerada uma doenca endémica de areas rurais, a doenca de Chagas hoje
apresenta um novo perfil de incidéncia, dada a sua disseminagdo em areas ndo endémicas
principalmente por transfusdo sanguinea, transplante de orgaos e surgimento de surtos de
contaminacdo por via oral. Apesar de ter sido descoberta ha mais de cem anos, a doenca de
Chagas ainda € negligenciada, destacando-se que um dos grandes desafios no tocante a ela
consiste na identificagdo de biomarcadores de prognostico e evolugdo clinica diferencial em
individuos cronicamente infectados. Deve-se ressaltar que a falta de entendimento
aprofundado da fase aguda da doenga em humanos, ainda muito pouco estudada, representa
um profundo entrave a esses avancos, dado que o0s eventos imunologicos que sdo
desencadeados na fase aguda podem ser determinantes para a progressdo da doenga na fase
tardia. Dessa forma, nosso trabalho objetivou caracterizar o perfil imunolédgico de pacientes
de area endémica em fase aguda da doenca, determinando o perfil de ativacdo celular e
expressao de citocinas utilizando como metodologia a citometria de fluxo. A segunda etapa
do nosso projeto consistiu em avaliar os parametros imunolégicos dos mesmos pacientes que
participaram da primeira etapa do estudo, e que agora se encontram em fase crénica recente,
comparando-se os dados da fase aguda com a fase cronica recente. Nossos resultados
mostraram que, na fase aguda, h& predominio de populacdes celulares ativadas, como
demonstrado pelo aumento da frequéncia de células TCD4"HLA-DR". Com relagéo ao perfil
de citocinas, observou-se menor frequéncia de células TCD4" expressando 1L-10 e I1L-17 em
pacientes chagasicos em fase aguda comparando-se a individuos ndo infectados. A partir da
analise de contribuicdo das populacbes celulares na expressdo das citocinas analisadas,
destaca-se a importancia das células TCD4°'CD8" como principal fonte tanto de IFN-y quanto
de IL-10 em pacientes chagasicos agudos. A avaliacdo do potencial citotoxico mostrou que,
nos pacientes chagasicos em fase aguda, as células TCD4" sdo a principal fonte de Granzima
A. Observou-se que ha aumento significativo da frequéncia de células CD8*granzima A"
expressando as citocinas IL-1p3 e TNF-a. A evolugéo da fase aguda para a fase cronica recente
ndo é acompanhada por alteracdo na frequéncia das populagBes celulares TCD4", TCD8" e
TCD4°CD8’, porém a avaliacdo do perfil funcional mostrou diferenca significativas quanto ao
padrdo de expressdo de citocinas. O estudo da fase cronica recente revela que ha menor
frequéncia de células TCD8" expressando IFN-y comparando-se aos dados obtidos da fase
aguda, sendo também observado que, nos pacientes de fase crdnica recente, a principal fonte
produtora de IFN-y sdo as células TCD4'CD8. Nossos dados sdo amplos e de gande
contribuicdo para a caracterizacdo da fase aguda e, ao acompanharmos os fendmenos
imunoldgicos ao longo da progressdo da doenca, fornecemos consistente embasamento para a
construcdo de ferramentas que possam ser usadas para o0 progndstico e monitoramento, assim
como novas formas terapéuticas na doenca de Chagas.

Abstract

Chagas disease is an infectious disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi that
affects approximately 10 million people. Once a neglected disease from poor areas in Latin
American countries, it has now spread to nonendemic areas due to globalization, bringing
Chagas disease to a global threat status. Despite high mortality and morbidity rates, patients
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are challenged by the lack of a specific effective therapy and biomarkers of disease
progression. Considering the range of immunological events elicited during acute infection
and its association with distinct clinical aspects and disease outcome, the understanding of
cell populations and molecules are a very attractive lead for development of a successful
immunotherapy. Considering this, our cutting-edge work aims to identify specific cell
populations and/or cytokines elicited during the acute phase that could be determinant to
disease evolution towards a protective or pathological condition in the cronic phase. We
compared the imunological profiles of patients in the acute phase and after they entered the
chronic phase, at an early stage. Considering that major T cell populations play an important
role in the immunopathology of human Chagas disease, we evaluated the frequency of CD4",
CD8" and TCD4 CD8 (double negative - DN) T cells in acute Chagasic patients (Chg) and
non-infected individuals (NI). Similar frequencies of these cell populations between Chg and
NI groups were observed. Induction of effector mechanisms by T cells is extensively
dependent on their activation profile, which was evaluated by the expression of the surface
molecule HLA-DR. We demonstrated that Chg display higher levels CD4"HLA-DR"
compared to NI. Following T cell activation, establishment of immune responses directed
against T. cruzi infection is extensively based on the fine balance of inflammatory and anti-
inflammatory cytokines. We observed that DN T cells are compromised with production of
IFN-y and IL-10 in acute chagasic patients. In conjunction with cytokines, we evaluated the
involvement of cytotoxic events in the immune responses against T. cruzi infection. By
analyzing the expression oh Granzyme A in CD8" T cells, we demonstrated that, although
there is no expansion of CD8'GranA" cells in Chg compared to NI, expression of the
inflammatory cytokines TNF-o and IL1-B in CD8"Granzyme A" cells was higher in the first
group. In our follow-up study, we compared the immunological profile of chagasic patients in
the acute (Ac) and chronic (Chr) phase. As disease progresses to chronic phase, we observed a
lower frequency of CD8" IFN-y.This data, altogether, show an activated immune profile of
patients in acute phase and as disease progresses, cell populations with distinct functional
could be controlling an exacerbated inflammatory response.

1. Introducéo

1.1 Consideracdes gerais sobre a Doenca de Chagas



Descoberta pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas, a doenca de Chagas é causada
por infeccdo pelo protozoario Trypanosoma cruzi, o qual foi identificado no sangue de uma
crianca febril de dois anos de idade no norte de Minas Gerais. Carlos Chagas foi protagonista
de um fato inédito na histéria da medicina, uma vez que foi ele que desvendou todo o ciclo da
doenca, agente infeccioso e reservatorios silvestres do parasito. Além disso, o médico e
pesquisador descreveu a sintomatologia apresentada pelos doentes acometidos pela parasitose
(Chagas, 1909).

Aproximadamente 10 milhGes de pessoas encontram-se infectadas pelo Trypanosoma
cruzi na América Latina, segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (WHO, 2010). Nos paises
da Ameérica do Central e do Sul, a doenga de Chagas representa uma séria questdo de salde
publica, apresentando elevada prevaléncia, além de alta morbidade e mortalidade (Dias et al.,
2002). Como qualquer outra doenca parasitaria, a doenca de Chagas esta intimamente
relacionada ao desenvolvimento social e econémico uma vez que precarias condi¢bes de vida
facilitam a domicializagdo do inseto vetor (WHO, 2002). Embora gere um grande impacto
socio-econdmico, a doenca de Chagas é ainda negligenciada, isso porque, em diversas areas, 0
controle epidemioldgico é precario, os tratamentos atualmente disponiveis tem maior eficacia
apenas quando administrado na fase aguda da doenca e biomarcadores de progndstico e risco
para o desenvolvimento das formas mais graves da doenca séo inexistentes.

A transmissdo vetorial da doenca é o mecanismo primario de difusdo da doenca de
Chagas, sendo conhecida a existéncia de vetores desde o sul dos Estados Unidos a Argentina.
Sdo mais de cem espécies responsaveis pela transmissdo natural da infeccdo pelo T. cruzi
(Vinhaes e Dias, 2000), das quais 48 sdo encontradas no Brasil e 30 dessas identificadas em
ambientes domiciliares. As espécies com maior importancia na transmissdo da doenca ao
homem sdo Triatoma infestans, T. brasiliensis, Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata e
T. sordida (Ministério da Saude, 2005). A implementacdo do programa nacional de controle
do inseto vetor diminuiu a incidéncia de novos casos da doenca no Brasil (Dias e Coura,
1997), porém casos de transmissdo por via vetorial descritos recentemente mostram a

necessidade de se manter uma vigilancia epidemioldgica no pais (Borges et al., 2006 ).

Uma vez considerada uma endemia rural, atualmente a doenca de Chagas apresenta
um novo perfil de incidéncia, devido a transmissao alternativa por transfusdo sanguinea e
transplante de Orgaos. Nesse contexto, o intenso fluxo migratorio de individuos infectados

afetou centros urbanos e inclusive paises ndao endémicos onde ndo foram implementadas



medidas de vigilancia contra o T. cruzi nos bancos de sangue e 6rgdos, ou se as foram,
aconteceram recentemente, de forma que a doenca de Chagas tem alcancado indices
epidemioldgicos alarmantes (Bern et al., 2011). Nos Estados Unidos, estima-se que 300.000
pessoas estejam infectadas (Bern et al., 2011, Di Girolamo et al., 2011) , enquanto que na
Europa dados epidemioldgicos estimam haver 59.000 a 108.000 casos de doenca de Chagas,
destacando-se Espanha e Italia com o maior nimero de casos (Angheben et al., 2011).

Outra via alternativa de contaminacdo que tem contribuido para o novo perfil de
incidéncia da doenca de Chagas ocorre por ingestdo de alimentos contaminados com o T.
cruzi (Steindel et al., 2008; Barbosa, 2006), a qual representa atualmente o principal modo de
transmisséo no Brasil (Coura et al., 2007). No Brasil, foram relatados, desde 1965, numerosos
surtos de contaminacdo por via oral nos estados do Rio Grande do Sul, Amap4, Para, Santa
Catarina e Bahia (Pinto et al., 2004., Dias et al., 2008), requerendo atencdo por parte das
agéncias publicas, devido as sérias consequéncias epidemioldgicas. Atualmente os principais
focos sdo encontrados na regido Amazonica devido, principalmente, ao consumo de suco de
acai. Nas imediacdes das areas de producdo e manuseio do suco, o inseto vetor € moido em
meio ao acai (Yoshida et al., 2009). Estudos em modelos animais mostraram que 0S
tripomastigotas invadem a mucosa gastrica epitelial e uma vez interagindo com componentes
estruturais do hospedeiro, exacerbam a capacidade invasiva do parasito (Covarrubias et al.,
2007). Embora ainda ndo comprovadas em humanos, essas observacdes poderiam explicar a
gravidade dos sintomas apresentados por pacientes infectados por via oral (Bastos et al.,
2010), cujas taxas de mortalidade sdo altas, principalmente no periodo ap6s duas semanas de
infecgdo e acometimento cardiaco é observado em 80% dos individuos (Pinto et al., 2004;
Dias et al., 2008).

Na evolucédo da doencga de Chagas séo observadas duas fases distintas, a aguda e a

cronica (Esquema 1), baseadas em critérios clinicos e laboratoriais.



Fase aguda Fase cronica

Forma Forma cardiaca e/ou
indeterminada digestiva

Parasitemia e parasitismo

Tempo de infecgdo (meses) \ 4
Intensa ativacdo do Cont.role da
sistemaimune replicacdo
parasitaria

Esquema 1: Relacdo entre as formas clinicas da Doenga de Chagas e ativagdo do sistema
imune. Adaptado de Junqueira et al., 2010. Apos infeccdo com o parasito, 0 paciente
apresenta alta parasitemia e parasitismo, caracterizando a fase aguda da doenca, com duracéo
de dois a quatro meses. Devido a intensa ativacdo do sistema imune, hd controle da
replicacdo do parasito, de forma que h& diminuicdo dos niveis de parasitemia e parasitismo,
dando inicio a fase crénica. A fase crbnica apresenta quatro formas clinicas distintas:
indeterminada, cardiaca, digestiva e cardiodigestiva. Estima-se que 70% dos infectados
chagésicos apresentem a forma indeterminada da doenca e, embora o prognostico desses
pacientes seja favoravel, sabe-se que 2 a 5% desses pacientes podem evoluir, anualmente,
para as formas sintomaticas da doenga, sejam essas cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva
com distintas manifestacBes patoldgicas que refletem o grau de morbidade associado a
infeccao.

A fase aguda, que persiste pelos primeiros dois a quatro meses de infeccdo, é

caracterizada por elevada parasitemia e parasitismo tecidual. Essa fase pode ser aparente - na
qual o paciente apresenta sinais de “porta de entrada” para o parasito e manifestaces
sistémicas classicas, tais como febre, mal-estar, edema subcuténeo, linfadenomegalia,
esplenomegalia e hepatomegalia - ou inaparente, frequentemente apresentando somente um
quadro febril passageiro e inespecifico. Estudo longitudinal com duracdo de 30 anos, realizado
em Minas Gerais por Dias e colaboradores (1982), concluiu que pacientes que apresentaram
sintomas exacerbados na fase aguda da doenca desenvolveram sintomas graves na fase
cronica. Assim, faz-se necesséria intervencao quimioterapica 0 mais precocemente possivel,

uma vez que as taxas de sucesso, que variam de 30 a 80% dos pacientes tratados (Sosa-Estani

e Segura, 2006), sdo maiores quanto mais precocemente o tratamento for administrado.
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O curso da doenca apds a fase aguda é imprevisivel. Dados obtidos por Prata (2001)
mostraram que 5 a 10 % dos pacientes sintoméaticos morrem na fase aguda. Na maioria dos
casos agudos, porém, os sintomas desaparecem espontaneamente e os individuos evoluem
para a fase crénica, na qual a queda da parasitemia ocorre em consequéncia da resposta imune
efetora do hospedeiro.

A fase cronica apresenta quatro formas clinicas distintas: indeterminada, cardiaca,
digestiva e cardiodigestiva, as quais podem ser observadas ao longo dos anos apos a infecgéo.
Um dos intrigantes aspectos da fase crbnica sdo o0s intensos processos inflamatorios
associados a uma escassez parasitaria (Andrade, 1999). Sabe-se, no entanto, que as distintas
manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes sdo consequéncia de multiplos fatores
relacionados tanto ao parasito (cepa, viruléncia, antigenicidade, tropismo, tamanho do
indculo), quanto ao hospedeiro (idade, sexo, raca e perfil da resposta imune) (Dias et al.,
2002).

A existéncia de individuos infectados pelo T. cruzi que ndo apresentam
manifestacdes clinicas da doenca foi reconhecida, ainda em 1916, pelo pesquisador Carlos
Chagas, o qual entdo elaborou o termo “forma cronica indeterminada”. Esses pacientes sdo
assintomaticos, apresentam exames radiograficos e eletrocardiograficos normais, de maneira
que a doenca é evidenciada apenas pela positividade em testes sorolégicos especificos (Rocha
et al., 2003). Estima-se que aproximadamente 70% dos infectados chagasicos apresentem essa
forma da doenca e, embora o progndstico desses pacientes seja favoravel, sabe-se que 2 a 5%
desses pacientes podem evoluir, anualmente, para as formas sintomaticas da doenca (Dias et
al., 1989).

A forma clinica cardiaca, principal manifestacdo morbida da doenca de Chagas,
incide em aproximadamente 20-30% dos pacientes crénicos, os quais manifestam disturbios
de conducdo e contratilidade do coragdo, e consequente surgimento de arritmias, insuficiéncia
cardiaca e tromboembolismo (Rocha e al., 2003). A cardiopatia chagasica crbnica é a
principal responsavel pela elevada morbidade-mortalidade da doenga, com grande impacto
social e médico-trabalhista (Dias et al., 2002).

AlteracGes anatdmicas e funcionais do trato gastrointestinal caracterizam a forma
digestiva da doenca de Chagas, a qual acomete 5 a 10% dos pacientes cronicos. Nesses
pacientes, ocorre denervacdo da musculatura lisa que reveste a parede do tubo digestivo,
ocasionando dificuldades na degluticéo e defecacdo. Além dessas manifestacdes, ha dilatacéo
de estruturas esofagianas e intestinais, mais conhecidas como megas (de Oliveira et al., 1998).
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A associacdo de distarbios nos sistemas cardiaco e digestivo caracteriza a forma
cardiodigestiva da doenca de Chagas, a menos frequente entre os pacientes (Dias et al., 1989),
porém com alto grau de morbidade.

Considerando-se os aspectos imunolégicos, o longo periodo assintomatico em que
alguns pacientes permanecem estabelece-se devido a uma resposta imune eficiente. Em uma
proporcdo significativa dos pacientes, porém, fatores ainda ndo completamente elucidados
causam um distarbio na regulacdo da resposta imune, favorecendo o surgimento de
manifestacOes patologicas que refletem o grau de morbidade associado a infeccdo. Nesse
contexto, o entendimento mais aprofundado dos mecanismos celulares e humorais
desencadeados pela infec¢do inicial com o T. cruzi é de fundamental relevancia para

compreensdo dos fendbmenos imunoldgicos na cronificacdo diferencial da doenca.

1.2. Considerac0es gerais sobre o sistema imunologico

O sistema imunoldgico constitui-se de células e moléculas que reconhecem e
interagem com componentes do proprio organismo e com agentes agressores. No contexto da
infeccdo parasitaria, por exemplo, a resposta imune é capaz de controlar os niveis de
parasitemia e parasitismo, conferindo resisténcia a infec¢do. Por outro lado, se a homeostasia
do sistema imune ndo for alcancada, pode induzir patologia associada ao parasitismo.

A imunidade inata consiste de mecanismos celulares e moleculares existentes
anteriormente ao estabelecimento de uma infeccdo, representando a linha de defesa inicial
contra 0s microrganismos. Os componentes celulares mais importantes sdo os fagocitos
(neutrofilos, mondcitos, macrdéfagos e células dendriticas) e algumas populacbes celulares
como células natural killers (NK), células NKT e células dendriticas plasmocitoides, além de
mastocitos, baséfilos e eosindfilos (revisto por Pluddemamn et al., 2011). Os componentes
bioquimicos, por sua vez, constituem-se de proteinas do sistema do complemento, mediadores
da inflamacé&o e de citocinas, que coordenam diversas atividades da imunidade inata, inclusive
conectando-a a resposta adaptativa.

O sistema de reconhecimento do sistema imune inato é caracterizado pela
identificacdo de padrdes moleculares associados aos patdgenos (PAMPS), por meio de
receptores denominados “receptores de reconhecimento de padrdes” (PRRs) nas células do
sistema imune inato do hospedeiro (Kumar et al. 2011). Distintas classes de PRRs foram
descritas até o momento, dentre eles os receptores do tipo Toll (TLRs), receptores
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semelhantes a NOD (NLRs) e receptores de DNA. O reconhecimento de PAMPs induz
rapidamente as respostas imunes no hospedeiro, via ativacdo de cascatas de sinalizagcdo que
induzem respostas inflamatdrias mediadas, principalmente, por citocinas e quimicionas
(Takeuchi e Akira, 2010).

O sistema imune adaptativo é composto por células que reconhecem especificamente
determinantes antigénicos variados. Os linfocitos B se diferenciam em plasmacitos, que se
destacam pela producdo de anticorpos. Esses linfocitos também ativam outras células do
sistema imune, tanto por meio da producdo de mediadores protéicos quanto pela funcéo de
apresentacdo de antigenos. Os linfocitos T, por sua vez, sdo células centrais na resposta imune
e, de acordo com a expressao das moléculas co-receptoras CD4 e CD8, sdo categorizadas em
quatro grupos: linfocitos TCD4*, TCD8", T CD4CD8 e TCD4'CD8". Essas células se
distinguem quanto aos tipos de antigenos e moléculas apresentadoras que reconhecem e,
consequentemente, quanto a participagdo na resposta imune contra patdégenos. Os linfécitos T
CD4" estdo envolvidos principalmente na ativacdo e regulacdo de outras células sendo,
portanto, denominados auxiliares. Esse grupo de linfocitos é dividido em subpopulagdes
funcionalmente distintas devido ao repertdrio de citocinas por ele produzido (revisto por
Coffman, 2006). Os linfocitos TCD8" desempenham atividades efetoras importantes para a
eliminacdo de patdgenos intracelulares, sendo conhecidos como citotoxicos (revisto por
Shresta et al., 1998). A definicdo de se um linfocito T sera CD4" ou CD8" acontece ainda no
timo, em um processo denominado selecdo positiva, que envolve diferentes etapas de
reconhecimento celular (revisto por Germain, 2002). As células duplo negativas (DN) seriam
amadurecidas no timo por meio do escape da selecdo negativa, seguida por uma migracéo
para periferia e possivel expansdo quando expostas a um antigeno (Dacquisto e Cromptoh,
2011). Em modelos experimentais, acredita-se que essas células sdo selecionadas por
reconhecerem antigenos apresentados por moléculas ndo classicas de MHC (revisto por
Kronenberg e Engel, 2007). Em humanos, o processo de selecdo dessas células ainda néo foi
completamente elucidado. Em diversos modelos de infeccdo, as células T DN estdo
associadas como sendo altas produtoras de IL-17, uma citocina pré-inflamatéria (Cowley et
al., 2010), porém estudos mais recentes tém demonstrado que essa subpopulacdo celular
também esta envolvida em imunossupreséao (Priatel et al., 2001, Wang et al., 2002). Celulas T
duplo positivas CD4'CD8" foram encontradas no sangue periférico de humanos
representando de 1 a 3% do total de populacéo linfocitéaria, mas tal frequéncia pode aumentar
em condi¢des de inflamacéo (Parel et al., 2007). Embora seja minoritaria, essa subpopulacéo é
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altamente diferenciada no fendtipo de meméria (CD45R0O™) sendo células da imunidade
adaptativa muito atuantes no combate a infec¢Ges (Nascimbeni et al., 2004).

Independentemente da subpopulacdo de célula T, sua ativacdo depende do
reconhecimento de determinantes antigénicos. Essas etapas exigem a participacdo de células
apresentadoras de antigenos (Al-Daccak et al., 2004), que sdo as células dendriticas, 0s
fagdcitos mononucleares e, em algumas circunstancias, linfocitos B. As células
apresentadoras de antigenos (APCs) expressam moléculas de superficie codificadas por genes
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Classicamente, o reconhecimento de
peptideos pelas células T depende da ligacdo dos peptideos as moléculas de MHC, as quais
apresentam duas classes estruturalmente diferentes, designadas como MHC classe | e MHC
classe Il (McDevitt, 2000). O MHC classe | é encontrado nas células nucleadas, ligando-se a
peptideos derivados de proteinas citosdlicas e reconhecido por células TCD8". O MHC Il por
sua vez, se liga a peptideos derivados de proteinas endocitadas, sendo encontrado na
membrana das APCs e reconhecidas por linfocitos TCD4". O HLA-DR é um dos produtos do
gene do MHC de classe Il humano (Prince et al., 1991) que também passa a ser expresso em
linfocitos T ap0Os ativacdo, porém temporalmente ap6s uma outra molécula marcadora de
ativagéo, o CD69.

O complexo estavel de peptideo/MHC formado na membrana plasmatica das APCs
liga-se ao receptor de células T (TCR) (Guermonprez et al., 2002). Na maioria das células T,
o0 TCR é composto de duas cadeias polipeptidicas transmembranicas, ligadas por pontes
bissulfeto denominadas a e B (Pennington et al., 2005). Associadas ao heterodimero TCRaf,
as proteinas CD3 e ( tem fungdo de transduzir o sinal apds reconhecimento do antigeno,
efetivando a ativacao das células T (Risueno et al., 2008).

Encontradas no sangue periférico em menor proporcdo (2 a 4% das células T) e
também nos tecidos linfoides periféricos, as ceélulas T com TCR composto por cadeias y ¢ &
sdo de grande relevancia, uma vez que contribuem em todos os aspectos da resposta imune,
participando da defesa contra virus, bactérias, parasitos e tumores (Champagne, 2011). As
células T com TCR v, embora com atividades biologicas semelhantes as células T com TCR
af, apresentam algumas peculiaridades. Dados recentes mostraram que antigenos soluveis
podem ativar celulas T com TCR yd mesmo na auséncia de APCs (Born e O’ Brien, 2009).

O reconhecimento de antigenos pelas células T DN ocorre, principalmente, no
contexto de moléculas de MHC ndo cléssicas, as moléculas CD1, as quais sdo glicoproteinas

associadas a microglobulina 32 expressa pela maioria das células apresentadoras de antigenos
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(Spada et al., 2000). Estas células s&o particularmente ativadas por lipideos e carboidratos, ao
invés de peptideos protéicos como o séo as células T CD4" ou CDS8".

Além do sinal fornecido pela ligacdo do antigeno ao seu receptor, as células T
necessitam de um segundo sinal essencial para a proliferacdo, sobrevivéncia e fungéo efetora
dessas células. Esse sinal e fornecido por moléculas denominadas co-estimuladoras, proteinas
de membrana expressas nas APCs e que se ligam a receptores especificos na superficie das
células T. A via mais caracterizada é a interacdo CD28/CD80 e CD86. O CD28 é uma
glicoproteina transmembrana constitutivamente expressa em ceélulas T virgens, e cuja
expressdo é perdida com a ativacdo celular (Vallejo et al., 2005). As moléculas CD80 e CD86,
por sua vez, sdo induzidas nas células apresentadoras de antigenos apos estimulacdo (revisto
por Goronzy e Weyand, 2008). Apds interagir com seu ligante, a cauda citoplasmatica do
CD28 interage com moléculas sinalizadoras que induzem a sintese de IL-2, citocina que atua
como fator de crescimento autdcrino e parécrino, estimulando a proliferacdo linfocitéaria e
impedindo o estado de anergia (Frauwirth e Thompson, 2002). Estruturalmente semelhante ao
CD28, o CTLA-4 é membro da familia das imunoglobulinas expresso apds estimulacao
celular (Greenwald et al., 2005). Ao contréario do CD28, o0 CTLA-4 ao ligar-se com CD80 ou
CD86, inibe a ativacdo dos linfocitos T, seja por regulacdo da expressdo de moléculas
acessorias, interferéncia no ciclo celular ou na sintese de IL-2 (Chen, 2011).

O processo de ativacdo e proliferacdo de células T deve ser finamente regulado, uma
vez que o estado funcional dessas células pode determinar uma condicdo de protecdo ou
patogénese. Nesse contexto, mediadores protéicos denominados citocinas sdo elementos
fundamentais na regulac@o da magnitude das respostas imunes inatas e adaptativas (Guidotti e
Chisari., 2006). Inimeras citocinas ja foram descritas, estando citadas abaixo algumas cuja
participacdo é importante na resposta imunoldgica durante a infecgdo experimental ou
humana pelo T. cruzi.

A IL-12 ¢é a principal citocina mediadora da resposta imune inata (Ma e Trinchieri,
2001), sendo secretada principalmente pelos fagocitos mononucleares ativados e células
dendriticas. A secrecdo de IL-12, citocina pro-inflamatoria, é critica para estimular a producéo
de IFN-y pelas células NK e pelas células T (Rogge et al., 1997). O IFN-y é uma citocina
inflamatéria produzida principalmente por células T CD4*, T CD8*, T CD4 "CDS8 e células
NK, muitas vezes em resposta ao sinal de ativagdo de IL-12 (Pestka et al., 2004). A
apresentacdo de antigenos é potencializada por essa citocina, a qual aumenta a expressdo de

MHC 1 e Il. E a principal citocina ativadora de macrdfagos, exacerbando a funcio
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microbicida dessas células e recrutando-os para o sitio da infecgdo e estimulando a produzir
outras citocinas, como TNF-a (Trinchieri, 2004). O TNF-a, cujas principais fontes celulares
sdo os fagocitos mononucleares, estimula o recrutamento de neutrofilos e mondcitos para os
focos de infeccdo. A citocina IL-6, originalmente identificada como fator de diferenciacéo dos
linfocitos B, tem propriedades inflamatdrias (Stelzer et al., 2012). Ao contréario destas, a IL-
10, produzida por células Thl e Th2, além de células T reguladoras e da imunidade inata, tem
propriedades antiinflamatérias (O’Garra et al., 2008), inibindo a producdo de IL-12 por
macrofagos e células dendriticas ativadas. Enquanto IL-10 tem papel regulador das respostas
inflamatorias, de forma a evitar dados teciduais excessivos, a citocina IL-17 tem efeitos pro-
inflamatorios intensos e induz dano tecidual no decorrer de doencas autoimunes (revisto por
Bettelli et al., 2008). No entanto, trabalhos recentes tem sugerido um papel protetor de IL-17,
ndo associado a destruicdo tecidual em condi¢des inflamatérias (Guedes et al., 2012;
Magalhdes et al, 2012).

Considerando-se a variedade de células e mediadores quimicos, o estudo dos
mecanismos envolvidos nas interacGes entre as células e patdgenos constitui ferramenta
importante para compreensdo das dinamicas que levam a cura ou ao desenvolvimento de
processos patologicos.

Diante do exposto, podemos afirmar que h& diversos mecanismos complexos
envolvidos nas respostas imunes, 0s quais mantém a homeostase do sistema. A infeccdo com
o T. cruzi gera um distarbio nesta rede, de forma que a reatividade decorrente da infec¢éo,
embora seja imprescindivel para controlar a replicacdo parasitaria, pode desencadear dano
tecidual e consequente quadro patolégico. Dessa forma, um fino balango da reatividade
imunoldgica é critico para a protecdo do hospedeiro.

1.3. Eventos imunolégicos na infecgdo inicial com o T.cruzi

Assim como em outras infec¢bes por patdgenos intracelulares, a infeccdo do
hospedeiro pelo T. cruzi mobiliza multiplos mecanismos celulares e humorais da imunidade
inata e adquirida (Esquema 2). Os mecanismos imunologicos que controlam a infeccdo
natural ou experimental pelo T. cruzi tém sido muito estudados nas Gltimas décadas. Hoje esta
bem estabelecido que células e mecanismos efetores do sistema imune desencadeados na

infeccdo inicial com o T. cruzi sdo fundamentais para o controle da replicacdo parasitaria,
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porém se a resposta imune ndo for devidamente controlada, pode induzir patologia associada

ao parastismo.
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Esquema 2: Fenémenos imunoldgicos estabelecidos na infeccdo inicial com o T. cruzi.
Os macrdfagos sdo alvos de infeccdo pelo T. cruzi, 0s quais secretam a citocina IL-12,
que ativa células NK a produzirem a citocina IFN-y. Esta age reciprocamente sobre
macrofagos, ativando-os para a atividade microbicida. Enquanto os mecanismos
efetores da resposta imune contribuem para reduzir e controlar a replicacdo do parasito
nos tecidos, ela também prepara e otimiza o sistema imune para gerar uma resposta
adquirida eficaz, a qual é mediada por células TCD4" e células TCD8*. As células
TCD4" ativam linfdcitos B, auxiliando na produgéo de anticorpos liticos protetores. As
células CD4'CD8" produzem citocinas, como o IFN-y, que auxiliam na destruicdo de
formas intracelulares do parasito em células infectadas. Outro ponto importante para a
efetivagdo das respostas imunes consiste no recrutamento de leucécitos para areas de
injarias, sendo a citocina IFN-y importante na modulagdo da produgdo de quimiocinas,
que direcionam o infiltrado inflamatério observado durante as fases aguda e crénica.
Essa cascata de fendmenos imunoldgicos é bem descrita em modelos murinos e embora
a tradugdo para a patologia em humanos deva ser criteriosa, eles elucidaram muitos
aspectos inerentes a infecgdo com o T. cruzi.

1.3.1. Resposta imune na infecgdo aguda experimental

O sistema imune inato tem participacdo em pelo menos dois aspectos importantes da

infeccdo com o T. cruzi:

o0 controle da replicacdo parasitaria e geracdo das reacOes

inflamatdrias em tecidos infectados do hospedeiro, que, concomitante ao papel protetor, sdo

causadoras de dano tecidual e disfuncdo dos sistemas.
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A ativacdo de macrdfagos € um fendmeno relevante do sistema imune inato que
confere resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi. Seguindo-se a fagocitose dos parasitos, 0s
macrofagos produzem, principalmente, as citocinas infamatérias 1L-12 € TNF-a, as quais,
agindo sobre as células NK, estimulardo a producédo de IFN-y por essas (Silva et al., 1992). A
citocina IFN-y mostra-se atuante na reducdo da parasitemia e da mortalidade nos animais
infectados, ativando os macrofagos e consequente producdo de derivados de oxigénio, 0s
quais sdo toxicos ao parasito (Silva et al.,1992; Cardillo et al.,1996; Holscher et al.,1998;Silva
et al.,1995; Vespa et al.,1994).

No entanto, dados experimentais mostram que o sistema imune se auto regula, de
forma a reduzir a ativagdo dos macréfagos e a producdo local de NO. Estudos in vitro
mostraram que as citocinas IL-10 e TGF-f inibem a produgio de NO e¢ a atividade tripanocida
de macréfagos infectados e ativados por IFN-y (Silva et al., 1991, Roffé et al., 2012). E
possivel que essas citocinas sejam necessarias para antagonizar os efeitos potencialmente
toxicos, pro-inflamatérios e autoimunes criados pela producdo de IL-12, TNF-a ¢ IFN-y
durante a replicacéo exponencial do T. cruzi nos tecidos do hospedeiro.

Embora o sistema imune atue como primeira linha de defesa, moléculas parasitarias
podem modular a resposta imune do hospedeiro, resultando na persisténcia do parasito. A
permanéncia do antigeno estimula células do sistema imune adaptativo, caracteristicamente o0s
linfocitos TCD4" e TCDS8", os quais participam ativamente na tentativa de retorno a
homeostasia do organismo. Na infec¢do experimental, a importancia das células T foi
comprovada em diversos estudos in vivo, (Vieira et al., 2012; Dominguez et al., 2012;
Mariano et al., 2008; Padilla et al., 2008). A ativacdo do sistema imune adaptativo €
caracterizada pelo fendmeno de ativacdo policlonal de linfocitos T e B frente a infecgdo com
o T. cruzi, gerando disturbio na homeostasia do sistema imune. Essa vigorosa ativacao
linfocitaria poderia causar a ativagdo de clones auto-reativos, 0s quais seriam perpetuados
dada a peristéncia do auto-antigeno e a existéncia do ambiente inflamatorio criado pela
infeccdo (Minoprio et al., 1986). Além de uma participacdo na geracdo do fendbmeno de
autoimunidade, a ativagdo policlonal poderia estar envolvida na imunossupressao
caracteristica da infeccdo aguda com o T. cruzi, como demonstrado em modelos murinos, nos
quais a diminuicdo da resposta humoral especifica confere maior susceptibilidade a infeccao
(Bryan etal., 2010).

Diferentes subpopula¢bes de linfocitos T apresentam grande importancia na
reatividade celular da doenga de Chagas, como as células CD4'CD8 e células T com TCR vd
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(Villani et al.,, 2010). Em um modelo de infeccdo experimental em ratos, no qual foram
inoculadas duas cepas diferentes do T. cruzi, CL Brener e JG, demonstrou-se expansao das
células duplo negativas e que as mesmas sao altas produtoras de IFN-y, cujos altos niveis
foram associados ao controle parasitario (Nagib et al., 2007). Em outro estudo, observou-se
que camundongos com infecgdo aguda induzida pelo T.cruzi apresentam niveis elevados de
células TCD4'CD8 e TCD4"CD8" nos linfonodos, e alguns desses linfocitos possuem um
TCR potencialmente autorreativo, representando, provavelmente, células que escaparam do
processo normal de selecdo timica (Mendes-da-Cruz et al., 2003). Sugere-se, dessa forma, que
a presenca desses timécitos imaturos na periferia poderia contribuir para o desenvolvimento
da cardiomiopatia chagasica por meio de uma resposta autoimune. Ainda dentro da populacéo
duplo negativa, Sardinha e colaboradores (2006) descreveram que grande parte dessas é
constituida por TCR vd, e que ha uma expansdo de 40 a 100 vezes no figado de animais
agudamente infectados. Nomizo e colaboradores (2006) mostraram que a delecdo dessa
populacdo com uma cadeia especifica anteriormente a infecgdo da cepa Y em animais Balb/C
aumenta a susceptibilidade a infeccdo com o T. cruzi, fenbmeno esse que estaria diretamente
relacionado & menor frequéncia de IFN-y. Outro aspecto avaliado nesse estudo foi a
diminuicdo da transicdo de linfocito virgem para de memdria/efetor, o que sugere uma
participacdo das células T com TCR yd como auxliares para atividade efetora dos linfocitos
TCD4 do tipo Thl.

Outro ponto importante para a efetivacdo das respostas imunes consiste no
recrutamento de leucdcitos para areas de injurias. A constante migracdo de células T e outros
leucdcitos para sitios variados permite o contato dessas células com uma variedade de alvos
antigénicos, desencadeando processos que visardo a protecdo do organismo. As células
TCD8" sdo o principal tipo celular ativo no sitio inflamatério de camundongos infectados
(Silvério et al., 2012), sendo, provavelmente, ativadas por antigenos do parasito e do
hospedeiro. Estudos importantes mostraram que no pico da infeccdo, 30% dos linfocitos
TCD8" eram especificos por epitopos imunodominantes da familia da transialidase (Martin et
al., 2004). Considerando-se a complexidade do genoma do T. cruzi (>12000 genes no genoma
haploide) (El-Sayed et al., 2005), esse é um fato marcante. Também tem sido verificada a
participacio de células TCD8" na imunidade e patogénese chagasica, principalmente nos
mecanismos envolvendo citolise e fibrose que levam a destruicdo da miofibra cardiaca na

cardiopatia chagasica (Cund e Cund, 1995). No processo de degradagdo da matriz extracelular
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destacam-se as vias citotoxicas, sendo a da granzima A uma das principais (Metkar et al.,
2008).

A ativacdo de células T culmina, além da diferenciacdo funcional, na secrecdo de
citocinas. Durante a infec¢do com T. cruzi, assim como a fundamental dicotomia das citocinas
IL-10 e IFN-y, outras citocinas sdo determinantes na evolugdo dessa infeccdo. Nesse contexto
enquadra-se a IL-17, cuja fonte principal é a subpopulagcdo Th1l7, mas também pode ser
produzida por células TCD8", NK e T com TCR ¥ (revisto por Zhang et al., 2011). No
modelo experimental de infeccdo, foi mostrado que as principais fontes de produtoras de IL-
17 sdo as células NK e T com TCR v4, e que essa citocina induz a produgéo de IL1-B ¢ TNF-a
por macrofagos, assumindo, dessa forma, um papel protetor (Miyazaki et al., 2010).
Corroborando com esses dados, Guedes e colaboradores (2010), mostraram que IL-17, no
modelo de infeccdo murino, regula o influxo de células para o miocardio e,
consequentemente, controla a miocardite induzida pela presenga dos parasitos.

Além do perfil de citocinas influenciar o curso da infeccéo, é importante enfatizar que
a cinética da producdo também deve ser considerada como determinante. Em dois modelos
experimentais, a linhagem C57BLS6, resistente a infeccdo, e Balb/C sensivel, observou-se que
nos animais resistentes ha producdo precoce de IFN-y e IL-6. Nos animais suscetiveis, por sua
vez, foi observado um predominio de IL-10 no pico da infecgdo, e as citocinas IFN-y e IL-6
foram detectadas apenas no estagio mais tardio da infecgdo (Bryan et al., 2010).

A infeccdo experimental aguda pelo parasito causa, no modelo murino, uma ativacédo
intensa e policlonal de linfécitos B, com hiperproducdo de imunoglobulinas, porém com
apenas alguma fracdo especifica contra antigenos parasitarios. O aparecimento de anticorpos
especificos esta relacionado com a queda de parasitemia, e os isotipos 1gG1, 1gG2a e 1gG2b
estdo associados com anticorpos envolvidos na eliminagdo de formas sanguineas do parasito
(Brodskyn et al., 1989).

Em 1982, Krettli e Brener, estudando camundongos infectados pelo T. cruzi,
descreveram os anticorpos liticos, o que foi inovador no sentido em que foi demonstrado
haver uma dissociacdo entre os anticorpos envolvidos no diagnostico da doenga de Chagas e
aqueles envolvidos na resisténcia contra o parasito. Esses Gltimos reagem com as formas
vivas dos tripomastigotas e induzem nestes a lise mediada por complemento, conferindo
protecdo ao hospedeiro. O nivel de anticorpos liticos decai rapidamente no soro de animais
cronicamente infectados, ap6s tratamento quimioterapico eficaz, enquanto que os anticorpos

convencionais permanecem presentes. Outra questdo importante a ser considerada sobre os
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anticorpos liticos é a maior agdo opsonizante desses para a fagocitose de formas
tripomastigotas, sendo mais um mecanismo de eliminacao do parasito (Araujo-Jorge, 1993).

Como explicitado nesse topico, a infeccdo do hospedeiro mobiliza maultiplos
mecanismos celulares e moleculares tanto da resposta imune inata quanto da adaptativa. O
entendimento desses fendmenos em modelos experimentais, associado a ferramentas
imunolégicas modernas, é de grande contribuicdo para elucidacdo da imunopatologia da
doenca de Chagas.

1.3.2. Reatividade imunoldgica na doenga de Chagas humana

A reatividade do sistema imune frente a infeccdo pelo T. cruzi tem sido investigada
extensivamente em modelos experimentais na tentativa de se conhecer os fatores relacionados
ao estabelecimento de cura ou patogénese. Embora os estudos realizados no modelo murino
apontem para vias que podem ser importantes no desenvolvimento da doenca, uma
extrapolacdo direta para a doenca em humanos deve ser considerada com restri¢cbes, o que
enfatiza a necessidade de elaboracdo de estudos sobre a imunologia da doenca de Chagas
humana. Entre os diversos aspectos intrigantes relacionados a imunologia da doenca de
Chagas, sua evolugdo clinica diferencial em individuos cronicamente infectados assume,
certamente, um papel de grande destaque.

A doenca de Chagas caracteriza-se, na fase aguda, por alto parasitismo e parasitemia,
com intensa mobilizacdo do sistema imune. Acredita-se que o reconhecimento do T. cruzi
pelo sistema imune inato ocorra através dos padrGes moleculares associados a patdégenos
(PAMPs) (Akira et al., 2006), desencadeando uma série de eventos importantes no combate a
infeccdo. A ativacdo da producdo de citocinas inflamatorias por esses receptores representa
importante mecanismo de defesa do hospedeiro (Campos et al., 2004).

Embora os mecanismos ainda ndo estejam esclarecidos em humanos, acredita-se que
o0 controle da replicacdo parasitaria e da disseminacéo nos tecidos do hospedeiro nos estagios
iniciais da infeccdo com o T. cruzi seja efetuado por células da imunidade inata, como as
células NK e macréfagos. As células NK sdo importantes fontes produtoras de IFN-y e TNF-
a, citocinas essas que sdo relevantes na ativagdo de macrofagos. Essa populacgdo celular foi
um dos objetos de estudo de Sathler-Avelar e colaboradores (2003), os quais avaliaram o
perfil fenotipico de leucdcitos do sangue periférico de criancas chagasicas em fase aguda.
Observou-se que a ativagdo do sistema imune inato logo nos estdgios iniciais da infeccdo

29



ocorre através da ativagdo de células NK CD16°CD56’, fendmeno esse que se configura como
importante elo entre os eventos imunolégicos inatos e adaptativos, dada a producéo de IFN-y
por essas células. Ainda neste estudo, observou-se maior expressao de CD54 (ICAM-1) em
monocitos, porém ndo em linfécitos T, apoiando dados anteriores da literatura que
hipotetizam que a imunidade ndo dependente de células T durante a fase aguda da doenca de
Chagas é devida as atividades de moléculas da superficie do parasito (Argibay et al., 2002).

Importantes adaptacfes do sistema imune sdo verificadas no decorrer da infeccao
chagasica, sendo as respostas mediadas por células T determinantes para o controle da
infeccdo parasitaria. A ativacdo das células T é um evento chave contra patdgenos
intracelulares, sendo bem estabelecido que, de acordo com a atividade funcional dessas
células ativadas, a doenca evolui para um perfil protetor ou patogénico. Como o
reconhecimento e a resposta antigénica dependem do repertorio de TCR, estudos que visem a
identificar, detalhadamente, as células T envolvidas nas respostas imunes sdo de grande
interesse, porém 0s mecanismos relacionados a ativacdo de linfécitos T que ocorre durante a
fase aguda e persiste pela fase crénica da doenca néo estdo ainda esclarecidos.

Costa e colaboradores (2000) analisando o repertério de células T no sangue
periférico de pacientes chagasicos em fase aguda observaram um decréscimo da frequéncia de
células TCD4"VB5*, que poderia refletir uma migracgdo dessas células para sitios de lesdo ou
mesmo para orgéaos periféricos. Na fase cronica, por sua vez, observou-se que um aumento da
frequéncia de células TCD4"VB5* em pacientes cardiacos comparando-se com forma clinica
indeterminada. Estes resultados revelam que antigenos especificos do parasito estimulam uma
por¢do do repertorio de células T com uso preferencial de VB5-TCR, sugerindo um possivel
envolvimento destas células na patologia chagéasica.

Seguindo-se ao engajamento com o TCR, ocorre a sinalizagdo co-estimuladora
mediada, principalmente, por moléculas da familia B7 (B7.1 e B7.2) nas APCs e por
moléculas da familia CD28 (CD28 e CTLA-4) na superficie dos linfocitos T. Com relacéo a
expressao de moléculas co-estimuladoras, sabe-se que a expressdo de CD28 estad diminuida
em linfocitos T de pacientes chagasicos crénicos (Dutra et al., 1996; Menezes et al., 2004),
sugerindo intensa ativacdo celular. O aumento de células CD28 pode estar relacionado a
eventos citotoxicos na patogénese da doenca de Chagas, uma vez que células T ativadas
CD28" , principalmente pertencentes a sub-populacdo CD8, apresentam funcdo citotoxica
exacerbada (Azuma et al., 1993). Por outro lado, a expressdo da molécula co-estimuladora
CTLA-4, associada ao controle da resposta imune, estd diminuida em pacientes chagasicos
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cardiopatas (Souza et al., 2007). Apds o processo eficiente de ativacdo dos linfécitos T, esses
passam por uma série de modificacbes fenotipicas e bioquimicas que culminardo com o
desempenho de sua funcdo. Algumas dessas modificaces envolvem a expressdo de
moléculas da superficie celular, tais como o HLA-DR, um marcador de ativacdo tardio. No
contexto ex vivo, observou-se um aumento de células TCD4" e CD8" expressando a molécula
HLA-DR nos individuos chagésicos em relacdo aos ndo-infectados (Dutra et al., 1994;
Sathler-Avelar et al., 2003).

O perfil reativo do sistema immune frente a infeccdo com T. cruzi pode ser regulado
através das citocinas produzidas pelas células imunocompetentes, as quais associadas a outras
células presentes no microambiente inflamatério, sdo fundamentais no estabelecimento da
patologia. Dentre as diversas citocinas, o IFN-y tem sido associado, tanto em modelos
experimentais (Romanha et al., 2002, Ferraz et al., 2007) quanto em humanos, com resisténcia
do hospedeiro a infeccdo. Segundo Bahia-Oliveira, 2000, o IFN-y em conjunto com terapia
especifica pode levar a eliminacdo do parasito em pacientes agudos. Analisando o perfil
imunoldgico de pacientes em fase aguda, Samudio e colaboradores, 1998, mostraram que 0
IFN-y € a citocina determinante para o controle da infecgdo parasitaria. Na fase cronica, por
sua vez, Gomes e colaboradores, 2003, classificaram pacientes chagasicos em duas categorias,
com base nos niveis de secrecdo de IFN-y pelas calulas mononucleares do sangue periférico
(CMSP) em cultura: altos e baixos produtores. Foi observado uma maior frequéncia de
pacientes cardiacos com alta producgdo de IFN-y comparando-se a pacientes indeterminados.
Por outro lado, esses Gltimos apresentaram maior producdo de IL-10, a qual tem importancia
imunorregulatoria. Interessante ressaltar que a as populagdes comprometidas com a produgéo
de IFN-y e IL-10 foram as células TCD4" e os mondcitos, respectivamente, sugerindo que
essas células sejam fundamentais em orquestrar a resposta imune nos pacientes chagasicos,
influenciando a evolug&o clinica da doencga (Gomes et al, 2003; Souza et al., 2004, 2007). Um
dado interessante € que, embora seja correlacionada com o estabelecimento de um perfil
modulatorio em pacientes com a forma indeterminada da doenga de Chagas, a citocina anti-
inflamatdria 1L-10 é também produzida por CMSP de pacientes cardiopatas, enfatizando-se
que mais que a producdo de uma dada citocina por si sO, o balango entre as citocinas
inflamatdrias e anti-inflamatorias produzidas ao longo da doenca € fundamental para
determinar o curso da infec¢do. Guedes e colaboradores, 2012, mostraram que na doenca de
Chagas humana, baixos niveis de IL-17 e IL-10, contraposto a altos niveis de IFN-y e TNF-q,
estdo correlacionados a gravidade das lesbes do miocardio em pacientes chagasicos,
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observacdo essa que poderia estar relacionada a uma deficiéncia nas atividades supressoras de
células reguladoras. Trabalhos de nosso grupo mostraram que pacientes indeterminados
possuem maior freqiiéncia de células T CD4" e CD8" expressando 1L-17 do que pacientes da
forma cardiaca, e que a expressdo dessa citocina esta associada a melhor funcédo cardiaca
(Magalhdes et al., 2012, no prelo). Nesse contexto, € fundamental que os fatores que
determinam a producdo dessas citocinas, sejam esses 0s estimulos antigénicos associados a
infeccdo assim como a ocorréncia de polimorfismos génicos, sejam elucidados.

Infiltrados de células mononucleares podem ser observados no coracao de pacientes
infectados com o T. cruzi nas fases aguda e crénica da infecgdo (Higushi et al.,1997), sendo
que essas células produzem , principalmente, as citocinas inflamatdrias IFN-y e TNF-o (Reis
et al. 1993, 1997). O TNF-o também tem, isoladamente, um importante papel no processo de
inducdo da expressdo de adressinas, essenciais na localizacdo se sitios de infeccdo pelas
celulas mononucleares (Fearon e Locksley, 1996).

Também envolvidas na génese das lesGes teciduais estdo as citocinas IL-6 e IL-1, as
quais modulam a expressdo de moléculas de adesdo, que participam no recrutamento de
linfocitos para os sitios de inflamacdo. A citocina IL-6, a qual foi relacionada a patogénese e
progressao de doencas cardiovaculares, também foi associada a progressdao dos danos do
miocardio em pacientes chagéasicos (Lopez et al., 2006).

Considerando-se que a evolucdo da fase aguda para a fase cronica é acompanhada por
uma diminuicdo da parasitemia e do parasitismo tecidual, fica claro que tanto células da
imunidade inata como da adquirida desempenham um importante papel na resposta imune na
doenca de Chagas. O desafio consiste em identificar quais mecanismos imunoldgicos tornam
as pessoas suscetiveis as formas mais graves da doenca de Chagas na fase crénica. Nossa
hipdtese de trabalho é de que a infec¢do aguda pelo T. cruzi leva a alteragdes na freqtiéncia e
producdo de citocinas por subpopulacGes de células T, e que essas diferencas podem
influenciar a progressdo das diferentes formas clinicas da doenga de Chagas humana. Um
entendimento mais aprofundado da fase aguda da doenca de Chagas, proposto nesse projeto
inédito, pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos imunopatogénicos relacionados

a evolucdo diferencial da doenca de Chagas.
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2. Justificativa

Mais de cem anos desde a sua descri¢do, a doenga de Chagas ainda é negligenciada,
muito porque em diversas regides o controle epidemioldgico é inexistente ou pouco rigoroso e
o tratamento tem eficacia limitada. Tao grave quanto esses fatores deve-se citar também que o
diagndstico muitas vezes ndo é prontamente realizado e ndo foram identificados, até o
momento, biomarcadores de prognostico e desenvolvimento das formas graves da doenca.
Muitos desses entraves sao consequéncias da escassez de dados relativos ao estudo da fase
aguda da doenca em humanos, a qual é critica em varios aspectos. Primeiro, deve-se citar que
€ nesse momento que se instala o contato do parasito com o hospedeiro. Segundo, a deteccéo
na fase inicial da infeccdo permite a intervencdo quimioterapica, a qual apresenta taxas de
cura favoraveis quanto mais precocemente administrada. Por fim e tdo essencial quanto, 0s
eventos imunoldgicos que sdo desencadeados na fase aguda sdo determinantes para a
progresséo da doenca numa fase tardia.

Considerando-se esse cenario, nosso estudo representa trés aspectos Unicos que
fornecem consistente subsidio para o desenvolvimento de intervencdo terapedtica nos
pacientes chagasicos: (1) ao analisar o perfil imunoldgico de pacientes em fase aguda,
poderemos identificar populaces celulares e/ou moléculas que se encontram altamente
ativadas nessa fase; (2) ao acompanharmos a progressdo dos pacientes da fase aguda para a
fase crénica, entenderemos como a dindmica das respostas imunes acontece frente a um
estagio da infeccdo onde a escassez de parasitemia se contrapde a intensidade e gravidade das
lesBes; (3) ao estudarmos pacientes originados de uma area endémica, no norte do Brasil, e
cuja provavel forma de contaminacdo ocorreu por via oral, poderemos identificar mecanismos
celulares e/ou moleculares que causam sintomatologia clinica mais exacerbada nesses
pacientes comparando-se a pacientes contaminados por via vetorial.

Dessa forma, acreditamos que 0 nosso trabalho venha a esclarecer diversos aspectos
enigmaticos da doenca de Chagas e, consequentemente, nortear o desenvolvimento de terapias
imunoldgicas que favorecam melhoria nas condi¢es de vida dos pacientes portadores da

doenca.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar a frequéncia de subpopulacbes celulares, sua expressdo de citocinas e seu
potencial citotdxico, em pacientes na fase aguda e na fase cronica recente da infeccéo pelo

Trypanosoma cruzi.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Avaliar, no sangue periférico dos pacientes chagasicos nas fases aguda e crbnica

recente e de individuos ndo infectados:

e Frequéncia das subpopulagdes de linfocitos T CD4", TCD8" e TCD4CDS’;
e A ativacdo das subpopulagdes de linfdcitos T pela analise da expressdo do marcador de

ativacdo celular HLA-DR.

3.2.2. Avaliar perfil imunorregulatério de células do sangue periférico dos pacientes
chagasicos nas fases aguda e cronica recente e de individuos ndo infectados pela determinagao
de:

e Frequéncia de células expressando as citocinas IFN- y, TNF-q, IL-17, IL-10, IL-1B e
IL-6;

e Fontes produtoras destas citocinas.

3.2.3. Avaliar o potencial citotoxico de células do sangue periférico dos pacientes chagasicos

em fase aguda comparando aos dados de individuos ndo infectados pela determinacéo de:

e Frequéncia de células TCD4", TCD8" e CD4 CD8 expressando Granzima A;
e Producdo de citocinas IL-1B, TNF-a e IL-6 em células TCD8 Granzima A".
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4. Pacientes, material e métodos

O projeto desenvolvido baseou-se, resumidamente, no seguinte delineamento
experimental (Esquema 3), o qual permite visualizar os objetivos especificos propostos em
nosso estudo em duas etapas. A primeira etapa consistiu em avalir o perfil imunoldgico de
pacientes em fase aguda da doenca comparando-se a individuos ndo infectados, e a segunda,

por sua vez, consistiu em avaliar o perfil imunoldgico de alguns desses pacientes chagasicos

S
Obten¢dode
sangue total

« Imunofluorescéncia
para moléculas de
superficie

de fase aguda que progrediram para a fase cronica:

Fase aguda
(n=27)

Pacientes
chagasicos

Fase crdnica
recente (n=7)

Selecdo de
pacientes

Individuosndo

infectados (n=5 A .
( ) + Imunofluorescéncia

para citocinas

* Imunofluorescéncia
para Granzima A

e

Esquema 3: Representacéo das etapas de execugdo do projeto

4.1. Selecéo dos pacientes

Os pacientes voluntarios participantes desse estudo foram selecionados no estado do
Paré sob responsabilidade das Dras. Adriana Almeida e Dilma Souza no Hospital de Clinicas
Gaspar Vianna, em Belém. Todos os pacientes foram doadores voluntarios e 0 acesso ao
tratamento e acompanhamento foram independentes da participacdo no estudo (Tabela 1). Na
primeira fase, foram incluidos pacientes agudos de Doenca de Chagas que apresentam a
seguinte sintomatologia: febre por periodo superior a 7 dias e uma ou mais das seguintes
manifestacdes clinicas: adenomegalia, exantema, edema de face ou membros, hepatomegalia,
esplenomegalia, cardiopatia aguda, manifestacfes hemorrégicas, ictericia, sinal de Romana ou
chagoma de inoculacdo. Exames parasitologicos, soroldgicos e epidemioldgicos foram
efetuados a fim de se confirmar os casos. Individuos ndo infectados da area endémica também

participaram do estudo, constituindo o grupo controle (n=5). Na segunda fase do estudo, por
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sua vez, foram recrutados alguns dos mesmos pacientes que se encontravam em fase aguda e

que progrediram para a fase cronica.
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Paciente Idade Sexo Fase da doenca | Data coleta | Fase da doenga| Data coleta
P1 25 Feminino Agudo Out. 2009 Crénico Fev.2011
P2 49 Feminino Agudo Out. 2009 Crénico Fev.2011
P3 61 Feminino Agudo Out. 2009 Crénico Fev.2011
P4 8 Feminino Agudo Out. 2009 Crénico Fev.2011
P5 63 Masculino Agudo Out. 2009 Crénico Fev.2011
P6 36 Masculino Agudo Out. 2009 Crénico Fev.2011
P7 35 Feminino Agudo Out. 2009 Crénico Fev.2011
P8 11 Masculino Agudo Out. 2009 - -
P9 16 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P10 9 masculino Agudo Out. 2009 - -
P11 23 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P12 81 Masculino Agudo Out. 2009 - -
P13 26 Masculino Agudo Out. 2009 - -
P14 18 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P15 34 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P16 31 Masculino Agudo Out. 2009 - -
P17 13 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P18 21 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P19 21 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P20 8 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P21 63 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P22 43 Masculino Agudo Out. 2009 - -
P23 31 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P24 28 Feminino Agudo Out. 2009 - -
P25 54 Masculino Agudo Out. 2009 - -
P26 31 Feminino Agudo Out. 2009 - -
p27 10 Feminino Agudo Out. 2009 - -
C1 23 Feminino Controle Out. 2009 - -
c2 45 masculino Controle Out. 2009 - -
C3 29 Feminino Controle Out. 2009 - -
C4 40 Feminino Controle Out. 2009 - -
C5 45 Feminino Controle Out. 2009 - -

Tabela 1: Relagéo dos pacientes voluntarios partipantes do estudo e respectivas datas de coleta
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A pesquisa atendeu aos preceitos éticos de autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia,

justica e equidade, tendo aprovacao do COEP (parecer ETIC #077/06)

4.2. Coleta, armazenamento e obtencéo de células para citometria de fluxo

Uma amostra de 10 mL de sangue periférico foi coletada de cada paciente e
distribuida em aliquotas de 1mL de sangue em criotubos. As amostras foram armazenadas em
freezer -20 °C overnight e entdo transferidas para freezer -80 °C, conforme descrito por Yssel
(2002). O processamento do sangue total para marcacdo de moléculas de superficie e
intracitoplasmaticas iniciou-se com o descongelamento lento a 37°C em banho-maria, seguido
de incubacdo em PBS por 10 minutos e centrifugacdo por 8 minutos a velocidade de 1400

rpm.

4.3. Imunofluorescéncia para analise de moléculas de superficie e intracitoplasmaticas

Os protocolos para avaliagdo da frequéncia de populacGes celulares especificas, assim
como da expressdo de moléculas de superficie e intracitoplasmaticas foram baseadas no
protocolo de Dutra e colaboradores, 2002.

Foram plagqueadas 250.000 células em cada pogo da placa de 96 pocos de fundo U
com solugdo contendo anticorpos monoclonais por 15 minutos, a 4°C ao abrigo de luz. A
diluicdo dos anticorpos foi realizada em solucdo de PBS 0,015M pH 7,4 contendo 0,01%
azida sodica e 0,2% de albumina sérica bovina (BSA). Seguindo-se a incubacdo com
anticorpos de superficie (Tabela 2), procedeu-se a lavagem das células com PBS 1X gelado
por centrifugagdo (1200 rpm, 10°, 4°C). Em seguida, as células foram fixadas com Fixation
Buffer (Biolegend).

Apos a marcacdo de superficie, as placas foram centrifugadas por 10 minutos a
velocidade de 1200 rpm e o sobrenadante gerado foi descartado. A placa foi homogeneizada
em vortex e seguiram-se trés ciclos de lavagem com solucdo permeabilizante (PermBuffer
Solution, Biolegend). Em seguida as células foram incubadas com solugéo de anticorpos com
especificidade para moléculas intracitoplasméaticas (Tabela 3), diluidos em solugéo
permeabilizante, por 30 minutos. Essa etapa foi finalizada com mais dois ciclos de
centrifugacao 10’ com solucdo permeabilizadora e um ciclo com solu¢ao de PBS 0,015M pH

7,4 contendo 0,01% azida sodica e 0,2% de albumina sérica bovina (BSA). Por fim, as células
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foram ressuspendidas em PBS 1X e mantidas ao abrigo da luz até o momento da aquisi¢do no

citbmetro de fluxo.

Especificidade | Fluorocromo Marca Clone
HLA-DR V500 BDPharmigen L243
CD4 APCCy7 Biolegend OKT4

CD8 PerCpCy5.5 Biolegend HIT8a
TCRof FITC BDPharmigen | WT31

Tabela 2: Relacdo dos anticorpos monoclonais para identificacdo de

moléculas de superficie

Especificidade | Fluorocromo | Marca Clone
IL-17 Pacific Blue | Biolegend | BL168
IL-10 PE Biolegend | JES3-

19F1
TNF-a APC Biolegend | MAb11
IFN-y Pacific Blue | Biolegend | 4S.B3
Granzima A FITC Biolegend CB9
IL1-B Pacific Blue | Biolegend | H1b-98
IL-6 APC Biolegend MQ2-
13A5

Tabela 3: Relacdo dos anticorpos monoclonais para identificacdo de
moléculas intracitoplasmaticas




4.4. Aquisicdo e andlise dos dados

A citometria de fluxo é uma técnica muito sensivel e precisa que foi escolhida como
metodologia principal de nosso estudo, uma vez que permite a analise fenotipica e funcional
das células de nosso interesse. Por meio da marcacdo diferencial, foi possivel avaliar varias
moléculas de superficie e intracitoplasmaticas que sdo determinantes nas respostas imunes.

As preparacbes celulares marcadas com os anticorpos monoclonais fluorescentes
foram avaliadas no citdmetro de fluxo modelo LSRII (Becton & Dickinson) imediatamente
apos a coloracdo, anteriormente descrita. Durante a aquisicdo dos dados foram coletados
30000 eventos.

Os dados coletados foram analisados utilizando o programa Flowjo (Tree Star). A
primeira etapa do processo de andlise consistiu na determinacdo da populacdo celular de
interesse. Isto foi feito baseando-se no perfil de tamanho e granulosidade das populagdes
adquiridas (Esquema 4A).

Uma vez definidas as populacdes celulares de interesse, procedeu-se as analises de
fluorescéncia. Para isto, foram montados graficos puntuais de expressdo de fluorescéncia. A
delimitacdo dos quadrantes foi definida a partir do posicionamento de células marcadas com
os controles de isotipo. Nestas marcacdes, os quadrantes foram posicionados de forma que, no
minimo 97-99 % das células estivessem no quadrante inferior esquerdo (Esquema 4B). A
partir do posicionamento das células nestes graficos, procedeu-se a analise da expressdo de
citocina total no histograma (Figura 4C). Além disso, foi possivel determinar a freqiiéncia de
a frequéncia de células duplo-positivas (Esquemas 5A e 5B). Definido o posicionamento dos
quadrantes, o programa Flowjo forneceu a porcentagem ou no ndmero absoluto de células

posicionadas em cada quadrante, dentro das regides definidas.
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Esquema 4: A.Gréfico dot-plot representativo do perfil da localizagao dos linfdcitos de acordo com o tamanho e
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Esquema 5:A. Distribuicdo representativa em dot-plot obtida pela marcagdo de sangue total com anticorpos
monoclonais para marcacio de células TCD4" e IFN-y. B: Distribuicdo representativa em dot-plot obtida
pela marcagdo de sangue total com anticorpos monoclonais para marcacéo de células TCD8" e IFN-y

4.4.1 Calculo das proporcoes celulares

Com o objetivo de verificarmos quais populacdes celulares séo as principais fontes das
citocinas estudadas, assim como da molécula citotdxica Granzima A, realizamos o calculo das
proporcdes celulares. Para obtermos a contribuicdo das células TCD4" na producéo de IFN-y,
por exemplo, multiplicamos o valor do quadrante Q10 (Esquema 5A) por 100 e entdo fizemos
a razdo pelo valor de IFN-y total obtido no histograma (Esquema 4C).O mesmo procedimento

foi realizado para célculo da contribuigéo de células TCD8" na producdo de IFN-y. Dada a



soma da contribuicio das células TCD4" e TCD8" na produgéo de IFN-y, subtrai-se esse valor
do total de linfécitos (100%), de forma a entdo termos a contribuicéo das células TDN.

4.5. Andalise estatistica

Os dados obtidos no citdmetro de fluxo foram analisados no Excel, sendo aplicado o teste
T-student para calculo estatistico das diferengas entre os grupos de comparacdo. Para avaliar a
frequéncia e a expressdo dos marcadores em estudo comparando-se individuos chagasicos
agudos e ndo infectados foi utilizado o teste T ndo pareado. Para determinar a diferenca no perfil
dos marcadores utilizados comparando-se chagasicos agudos e cronicos, foi utilizado o teste T
pareado. As andlises de correlagdo foram baseadas no coefieciente de correlagcdo de Pearson,
analise essa realizada no software JMP. Foram consideradas significativas as comparaces em

que p < 0,05.
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5. Resultados- parte |

5.1. Estudo das populagdes de células T em pacientes chagéasicos agudos, comparando-se 0s
dados aos obtidos de individuos ndo infectados

A primeira andlise de nosso estudo foi baseada na investigacdo de uma possivel
expansdo das principais populacfes de células T durante os estagios iniciais da infeccdo com
o T. cruzi, as quais ja foram demonstradas como determinantes na imunopatologia chagasica
cronica. Dessa forma, avaliamos a frequéncia de células TCD4", TCD8" e TCD4 CD8 (TDN)
no sangue periférico de pacientes chagasicos agudos e individuos ndo infectados. Observou-se
gue ndo ha alteracdo significativa da frequéncia das populacdes celulares comparando-se

pacientes chagéasicos agudos (Chg) e individuos ndo infectados (NI) (Figura 1).
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Figura 1: Analise da frequéncia de células TCD4" (A), TCD8" (B) e TCD4CD8" (C) presentes no sangue
periférico de pacientes chagésicos agudos-Chg (barras escuras, n=27) e individuos ndo infectados- NI (barras
claras, n=5). Células foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4-APCCy7 e anti-CD8-
PercpCy5.5 para determinacdo da frequéncia de populagdes, conforme descrito em materiais e métodos. As
barras representam as médias + desvio-padréo.

5.2. Expressio de HLA-DR em linfcitos TCD4" e TCD8" em pacientes chagasicos agudos e
individuos ndo-infectados

A anélise do marcador de ativacdo tardia o HLA-DR, foi considerada como pertinente
para 0 nosso estudo uma vez que ele é expresso na superficie de linfocitos humanos apés a
ativacdo. Na infec¢do chagésica humana, foi demonstrado por Dutra e colaboradores (2000)
que antigenos de tripomastigotas estimulam preferencialmente células TCD4"HLA-DR".
Dessa forma, avaliamos a frequéncia de células TCD4"HLA-DR* e CD8'HLA-DR" em
pacientes chagasicos comparando-se a individuos ndo infectados. Nossos resultados

mostraram haver maior frequéncia de células TCD4"HLA-DR" em pacientes chagasicos

43



agudos em relacdo aos individuos ndo infectados (Figura 2A), fendmeno esse nao
significativo para a subpopulagio CD8"HLA-DR™ (Figura 2B ).
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Figura 2:Andlise da frequéncia de células TCD4"HLA-DR" (A) e TCD8"HLA-DR" (B) no sangue periférico
de pacientes chagéasicos agudos-Chg (barras escuras, n=27) e individuos ndo-infectados-NI (barras claras,
n=5). Células foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4- APCCy7, anti-CD8- PercpCy5.5 e
anti- HLA-DR-V500 para definicio das frequéncias das populagdes TCD4" e TCD8" expressando HLA-DR,
conforme descrito em materiais e métodos. As barras representam as médias + desvio-padrdo. * representa
diferenca significativa com p<0.05.

5.3. Comparacdao do perfil de citocinas entre pacientes chagasicos agudos e individuos ndo
infectados

Além do status de ativacdo, a reatividade celular se manifesta pela producdo de
citocinas, as quais sdo derivadas de distintas populacdes celulares que estdo continuamente
interagindo, e sdo essenciais para 0 curso da infeccdo. Nesse contexto, analisamos a
frequéncia das citocinas IFN-y, IL-10, IL-17, IL-1B, TNF-a ¢ IL-6 dentro da populacao total
de linfécitos. Ao compararmos os dados de pacientes chagasicos e individuos nédo infectados,
ndo observamos diferenca significativa na frequéncia das citocinas analisadas dentro da
populacéo linfocitaria total. Em relagio as células TCD4" expressando IL-10, observa-se que
nos individuos ndo infectados a frequéncia € significativamente maior comparando-se aos
dados de pacientes chagasicos agudos. Analisando-se a a citocina IL-17, por sua vez, observa-
se que a frequéncia tanto de células TCD4" quanto TCD8" expressando essa citocina €
significativamente maior nos individuos ndo infectados em relacdo aos pacientes chagasicos
agudos. Comparando-se a frequéncia de células TCD4", TCD8" e TDN expressando as
citocinas IFN-y, TNF-a, IL-1p e IL-6 em individuos ndo infectados e pacientes chagasicos

agudos, ndo foram observadas diferencas significativas (Tabela 4).
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Grupos Citocina total %TCD4 Citocina®  %TCD8 Citocina® %CD4 CD8 Citocina”

NI (n=5) 10,31 + 4,30 4,58 + 3,06 1,41+ 1,37 431+2,63
IEN-y
Chg (n=27) 9,02 + 4,85 2,41+2,34 0,88 + 0,95 5,73 +3,73
NI (n=5) 493+373 7'3,55+337 0,93 + 0,43 0,45 + 0,31
IL-10
Chg (n=27) 2,78+2,76 1,18 +1,26 0,6+0,78 1+1,44
NI (n=5) 11,55 + 3,90 “'4,22+355 "1,84+1,01 5,50 + 1,19
IL-17
Chg (n=27) 6,89 + 5,39 1,59+ 1,55 0,87 + 0,93 4,43+ 406
NI (n=5) 0,86 +0,34 0,35 +0,16 0,23 +0,13 0,29 + 0,07
TNF-a
Chg (n=20) 2,19 +1,39 0,62 +0,36 1,03 +0,79 0,54 +0,57
IL1-B NI (n=5) 12,70 +3,39 3,89 +3,79 1,70 1,10 7,12 £5,23
Chg (n=20) 10,16 + 3,95 2,93 + 2,56 0,90 + 0,82 6,33 + 3,86
NI (n=5) 6,49 + 4,94 1,02 + 0,98 1,06 + 0,83 4,41+5,08
IL-6
Chg (n=20) 434+1,11 2,44+0,85 1,01+0,54 0,89 + 0,42

Tabela 4: Porcentagem de expressdo de citocinas dentro da populagdo linfocitéria total e frequéncia de
células TCD4*, TCD8" e TCD4 CD8 positivas para cada uma das citocinas analisadas no sangue periférico
de pacientes chagésicos agudos-Chg (n=27) e individuos ndo infectados-NI (n=5). Para determinar se ha
diferenca entre os diferentes grupos foi utilizado o Teste T ndo pareado. Em cada pardmetro avaliado,
diferencas estatisticamente significativas entre grupos Chg e NI estdo indicadas por **.

5.3.1. Contribuicdo das populacdes celulares para a producéo de citocinas em pacientes
chagasicos, comparando-se aos dados de individuos néo infectados

Baseando-se na perspectiva de que diferentes subpopulagdes celulares estariam
comprometidas predominantemente com a producdo de determinada citocina e na premissa
que a identificagdo dessas fontes majoritarias de citocinas pode ser alvo de intervencéo
terapéutica, analisamos separadamente a proporcéo de células TCD4", TCD8" e TCD4CD§
na producdo de cada uma das citocinas estudadas: IFN-y, IL-10, IL-17, TNF-a, IL-1p ¢ IL-6.
Em relacéo a citocina IFN-y, observa-se que as células TDN sdo a principal fonte linfocitaria
nos pacientes agudos, seguidas das células T CD4" e com uma pequena contribuicdo de
menos de 10% das células CD8". Interessantemente, nos ndo chagasicos, células TDN e CD4"
contribuiram de forma semelhante, seguidas das células T CD8". A producdo de IFN-y pelas
células TDN foi significativamente maior nos pacientes agudos do que nos individuos nédo

infectados. J& em relacdo a IL-10, obsevou-se que as principais fontes dessa citocina foram as
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células T CD4" e TDN, seguidas de TCD8" nos chagasicos, enquanto que nos ndo infectados,
as células CD4", foram a principal fonte, seguidas de TCD8" e entdo de células TDN. A
producdo de IL-10 pelas células TDN foi significativamente maior nos pacientes agudos e
menor nas células TCD4" dos pacientes agudos do que nos individuos ndo infectados. As
células DN sdo as principais produtoras de IL-17 nos pacientes chagasicos agudos, seguindo-
se das células TCD4" e TCD8", respectivamente., observacdo essa também valida para os
individuos ndo infectados. Com relacdo a citocina TNF-o, observa-se que nos pacientes
chagasicos as células TCD8" sdo as que mais contribuem para a expressdo da citocina,
seguidas das células TCD4" e TDN. Nos individuos néo infectados, as principais fontes foram
as células TDN e TCD4", seguidas das células TCD8". Nos dois grupos estudados,
observamos que as células TDN sdo as que mais expressam IL-1B, seguindo-se de células
TCD4" e uma pequena expressdo por células TCD8". Analisando-se a citocina IL-6, por sua
vez, 0s dados mostraram que nos pacientes chagasicos as células TCD4" sdo as principais
fontes produtoras desta citocina, seguida de células TCD8" e TDN com frequéncias
semelhantes. J& nos individuos ndo infectados, as células TDN sdo as principais produtoras,
seguindo-se de células TCD4" e entdo células TCD8". A producéo de IL-6 pelas células TDN
mostrou-se significativamente maior nos individuos ndo infectados comparando-se a

pacientes chagasicos agudos (Tabela 5).
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Proporgdo das populacdes celulares na producdo de citocinas

Grupos %TCDA™ %TCDS™ %CD4 CD8’
NI (n=5) 45,18 + 16,98 12,78 + 6,54 42,04 22,41
IFN-y
Chg (n=27) 27,75 + 19,46 9,18 + 8,74 "'63,06 + 22,32
NI (n=5) "'65,87 + 10,32 22,83 + 8,46 11,30 + 8,13
IL-10
Chg (n=27) 41,54 +21,78 19,68 + 12,60 37,78 + 24,73
NI (n=5) 32,55 + 15,86 16,19 + 7,70 51,26 + 17,34
IL-17
Chg (n=27) 22,61 +12,89 13,25 + 12,39 64,14 + 17,42
NI (n=5) 39,26 + 7,99 25,60 + 3,83 35,14 + 9,82
TNF-a
Chg (n=20) 30,73 +13,10 43,97 + 13,36 25,31 + 20,56

IL1-B  NI(n=5)

29,28 + 28,15

14,10 + 8,20

56,52 + 34,79

Chg (n=20) 28,61 + 22,83 9,02 £ 6,13 62,37 + 25,40
NI (n=5) 30,34 + 38,17 16,14 + 0,54 "'53,31 £ 37,63
IL-6
Chg (n=20) 56,50 + 14,23 22,42 £9,12 21,09 + 8,41

Tabela 5: Andlise da propor¢do das populagdes celulares na expressdo de citocinas presentes no sangue
periférico de pacientes chagésicos em fase aguda (n=27) e individuos ndo infectados (n=5). Para determinar
se ha diferenca entre os diferentes grupos foi utilizado o Teste T ndo pareado. Em cada pardmetro avaliado,
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos Chg e NI estdo indicadas por **.

5.3.2. Balanco de citocinas inflamatdrias e modulatorias em pacientes chagasicos agudos,
comparando os dados aos obtidos de individuos ndo infectados

Existem muitos estudos que relatam a importancia do balango entre citocinas
inflamatdrias e modulatérias no prognéstico da patologia chagasica e no estabelecimento de
suas diferentes formas clinicas (Cunha-Neto et al., 1994; Dutra et al., 2000; Dutra et al., 1997;
Gomes et al., 2003; Souza et al., 2003, 2007). Considerando a diversidade de importantes
citocinas inflamatdrias analisadas em nosso estudo (IFN- vy, IL-17, IL-1B, TNF-a e IL-6), foi
de grande interesse avaliar a razdo dessas pela citocina modulatoria 1L-10 como forma de
caracterizar um possivel desequilibrio que poderia estar associado ao dano tecidual grave nos

pacientes chagasicos. Ao compararmos os dois grupos de estudo, ndo observamos alteracdo
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estatisticamente significativa no equilibrio das citocinas inflamatérias em relagdo a citocina

modulatéria IL-10 (Figura 3).
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Figura 3: Andlise de razdo das citocinas inflamatdrias IFN-y, IL-17, TNF-a, IL-1p e IL-6 pela citocina
modulatéria 1L-10 em linfécitos totais do sangue periférico de pacientes chagasicos agudos -Chg
(barras escuras, n=27) e individuos ndo-infectados - NI (barras claras, n=5). As barras representam as
médias + desvio-padrdo. * representa diferenca significativa com p<0.05.

5.3.3. Analise da correlagdo da expressao de citocinas em pacientes chagasicos em fase
aguda

Muitos estudos descrevem os papeis criticos e antagbnicos das citocinas IL-10 e IFN-y
na resposta imune elicitada pela infeccdo aguda com o T. cruzi. Como mencionado
anteriormente, a maioria destes achados sdo derivados de modelos experimentais. Nestes

modelos, foi demonstrado que o IFN-y mostra-se atuante na reducdo da parasitemia e da
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mortalidade nos animais infectados, ativando os macrofagos e consequente producdo de
derivados de oxigénio, 0s quais sdo toxicos ao parasito (Silva et al.,1992), ao passo que a IL-
10 inibe a ativacdo de macrdfagos pelo IFN-y, sendo associada a susceptibilidade a infecgdo
com o T. cruzi. A IL-17, cujos estudos sugerem ter efeito protetor na infeccdo com T. cruzi
(Guedes et al., 2010, 2012, Magalhdes, 2011), foi demonstrada como positivamente
correlacionada com a IL-10 na esclerose multipla (Edwards et al., 2011), e negativamente
correlacionada na doenca de Crohn (Wilke et al., 2011). Além de IFN- y e IL-17, outras
citocinas inflamatdrias, tais como IL-6, TNF-a e IL-1pB, quando correlacionadas com a IL-10,
estdo envolvidas na progressdo diferencial de diversas condi¢cdes patologicas (Visentainer et
al., 2008, Corso et al., 2007, van Deuren et al.,1995). Na fase aguda da doenca de Chagas
humana, por sua vez, essa correlacdo ainda ndo foi investigada. Neste contexto, parece
fundamental abordar a relacdo entre as diversas citocinas inflamatérias e a citocina
modulatdria 1L-10 em pacientes chagasicos agudos. Realizamos, dessa forma, a andlise de
correlacdo da frequéncia total de cada uma das citocinas inflamatdrias pela frequéncia total da
citocina IL-10.0s dados obtidos mostraram que, nesses pacientes, as citocinas IFN-y e 1L-10
estdo positivamente correlacionadas (Figura 4A), constatacdo essa ndo significativa para as
demais citocinas inflamatorias IL-17, IL-1p, TNF-a e IL-6. (Figuras 4B, 4C, 4D e 4E).
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Figura 4:Anélise de correlacéo das citocinas inflamatérias IFN-y (A), IL-17 (B), IL1-B (C), IL-6 (D) e TNF-
o (E) com a citocina IL-10 em pacientes chagasicos em fase aguda (n=27).
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5.4. Expressdo de Granzima A em células TCD4", TCD8" e CD4'CD8’ de pacientes
chagasicos agudos e individuos ndo infectados

A resposta imune mediada por células TCD8" ocorre tanto pela inibicdo da replicagio
parasitaria, etapa essa essencial uma vez que é o Unico estagio replicativo do T. cruzi em
mamiferos, quanto pela eliminacdo da célula hospedeira infectada (Martin e Tarleton, 2004).
Os mecanismos efetores constituem, além da secrecdo de citocinas, em mecanismos liticos
pela via da Granzima A. Em modelos experimentais foi demonstrado que camundongos knock
out para Granzima A sucumbem a infeccdo em taxas maiores e em menor intervalo de tempo
comparado a camundongos selvagens (Muller et al., 2003). Ainda no contexto da
citotoxicidade, as células TCD4" do tipo Th1 também tem forte atuacdo. Embora o principal
mecanismo ocorra por via Fas-FasL (Hahn et al., 1995), o estudo da citotoxicidade nessa
populacdo celular pode nos fornecer importantes achados no contexto da doenca de Chagas
aguda humana, ainda pouco investigada. Assim como as células TCD4" e TCD8", as células
TDN também sdo capazes de realizar citototoxicidade (Grossman et al., 2004). Assim sendo,
avaliamos a expressao de Granzima A na populacéo linfocitéria total, assim como a proporgéo
das células TCD4", TCD8" e TCD4CD8 na expressio dessa molécula citotoxica. Ao
compararmos a frequéncia de expressao de Granzima A dentro da populacdo linfocitéria total,
observamos que tanto pacientes chagasicos agudos quanto individuos ndo infectados
apresentam valores semelhantes (43,08% e 41,63%, respectivamente). Avaliando-se as células
TCD4" expressando Granzima A, por sua vez, a frequéncia dessas é significativamente maior
comparando-se aos valores obtidos de individuos ndo infectados. No contexto das células
TCD8" expressando Granzima A, observamos que os dois grupos estudados, Chg e NI,
possuem valores muito semelhantes (19,74% e 19,75%, respectivamente), observacdo essa
também verdadeira ao comparar os valores da frequéncia de células TDN expressando

Granzima A nos grupos Chg e NI (15,60% e 18,84%, respectivamente) (Tabela 6).
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Grupo Granzima Atotal %TCD4 Gran”™ %TCD8 Gran™ %CD4 CD8 Gran™

NI (n=5) 41,63 + 16,19 3,05 + 0,98 19,75 + 13,31 18,84 + 8,21

Chg (n=20) 43,08+1507  824+481 19,74+ 12,78 15,60 + 6,64

Tabela 6: Porcentagem de expressdo de Granzima A dentro da populacdo linfocitaria total e
frequéncia de células TCD4", TCD8" e CD4'CD8" positivas para Granzima A presentes no sangue
periférico de pacientes chagasicos agudos-Chg (n=20) e nédo infectados- NI (n=5). Para determinar
se hé diferenca entre os diferentes grupos foi utilizado o Teste T ndo pareado. Em cada pardmetro
avaliado, diferencas estatisticamente significativas entre os grupos Chg e NI estdo indicadas por

**%

5.4.1. Contribuicéo das populacgdes celulares para a producéo de Granzima A em pacientes
chagasicos, comparando-se aos dados de individuos néo infectados

A partir dos dados obtidos na Tabela 6, calculamos a propor¢do das populagdes
celulares produtoras da Granzima A mostrada na Tabela 7. Em relagdo a expressdo de
Granzima A, observa-se que nos individuos n3o infectados tanto as células TCD8" quanto as
TDN s&o as principais fontes desta molécula, seguidas de células TCD4" que contribuem com
menos de 10% do total (7,52%). Nos pacientes chagasicos, por sua vez, observamos também
essa mesma ordem de contribuicdo das populacdes celulares na producéo de Granzima A. Foi
interessante notar que, quando comparamos 0s dados de individuos ndo infectados aos de
pacientes chagasicos agudos, observamos que esses apresentam significativamente maior

proporcao de células TCD4*Granzima A",

Proporcéo de populacdes celulares na producgéo de Granzima A

Grupo %TCD4™ %TCD8™ %CDA CDE
NI (n=5) 7,52 + 0,99 45,68 + 18,87 46,30 + 18,36
Chg (n=20) 20,04 + 10,91 41,01 +15,18 38,95 + 17,56

Tabela 7: Andlise da proporcdo das populacfes celulares expressando Granzima A no sangue
periférico de pacientes chagasicos em fase aguda (n=20) e individuos ndo infectados (n=5). Para
determinar se ha diferenca entre os diferentes grupos foi utilizado o Teste T ndo pareado. Em cada
pardmetro avaliado, diferencas estatisticamente significativas entre os grupos Chg e NI estdo
indicadas por **.
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5.5. Correlagao de células TCD8"HLA-DR™ e Granzima A em pacientes chagasicos em fase
aguda

Investigamos se a expressdo de granzima A estaria correlacionada a expressao do
marcador de ativacio celular nas subpopulacdes de células T CD4" e CD8™ A estratégia de
analise baseou-se em correlacionar a frequéncia de células TCD8"HLA-DR" ou TCD4 HLA-
DR" e a frequéncia de Granzima A, umas das principais moléculas da via citotoxica. Nossos
resultados mostraram que, embora ndo tenha sido observada correlacdo positiva entre as
células TCD4"HLA-DR" e TCD4'GranzimaA® (dados ndo mostrados), a correlagio da

frequéncia de células TCD8"HLA-DR" e a expressdo de Granzima A ¢ significativa (Figura

5).
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Figura 5: Andlise da correlacdo da frequéncia de
células TCD8"Granzima A" e células TCD8"HLA-
DR" no sangue periférico de pacientes chagasicos
em fase aguda (n=20).

5.6. Comparacéo da frequéncia de células TCD8 Granzima™ produtoras de IL-6, IL-18 e
TNF-a em pacientes chagéasicos agudos e individuos ndo infectados

Uma vez que a atividade efetora das células TCD8"Granzima® estaria comprometida a
atuar em nos sitios inflamatdrios da infeccdo chagasica, avaliamos trés citocinas com
propriedades inflamatérias, TNF-o, IL-1B e IL-6, que estdo diretamente envolvidas no
recrutamento de linfocitos para area de lesdo. Comparando-se pacientes chagasicos agudos

(Chg) e individuos ndo infectados (NI), observamos um aumento significativo da expressao
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de TNF-a e IL1-B em células TCD8"Granzima A" em pacientes chagasicos agudos em relagéo
a individuos ndo infectados (NI) (Tabela 8).

%TCD8 Granzima A'IL-1p" %TCD8 Granzima A TNF-a” %TCD8 Granzima A'IL-6"
Grupo
NI (n=5) 2,40 + 0,65 3,27 +2,56 2,65+ 0,98
Chg (n=20) 4,84 +2,28 7'8,01+3,58 6,46 + 3,11

Tabela 8: Andlise da frequéncia de citocinas inflamatorias IL1-B, TNF-o e IL-6 em células TCD8"Granzima®
no sangue periférico de pacientes chagasicos agudos-Chg (n=20) e individuos ndo infectados-NI (n=5). **
representa diferenga significativa com p<0.05.
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6. Resultados- parte 11

6.1. Estudo das populacdes de células T em pacientes chagasicos agudos, comparando 0s
dados aos obtidos de pacientes chagésicos em fase cronica recente

Em contraste com a fase aguda na qual sdo detectados altos niveis de parasitemia e
parasitismo, a evolucéo para a fase cronica ¢ acompanhada por uma diminuicdo desses niveis,
sendo que o estimulo de linfocitos acontece em resposta a uma variedade de antigenos de
natureza persistente na fase cronica da infec¢do. Considerando-se esse contexto, é de grande
relavancia verificar se a evolugédo para a fase cronica recente dos pacientes em nosso estudo se
traduz em diferencas quantitativas nas subpopulacdes celulares TCD4*, TCD8" e TCD4 CDS.
N&o observamos alteracdo na frequéncia das populacdes celulares TCD4",. TCD8" e TDN ao

compararmos os dados de pacientes chagésicos em fase aguda aos dados dos mesmos em fase

cronica recente (Figura 6).
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Figura 6: Andlise da frequéncia de células TCD4" (A), TCD8" (B) e TCD4 CD8 (C) presentes no sangue
periférico de pacientes chagasicos em fase aguda-Ag e cronica recente-Cr.

6.2. Perfil de citocinas em pacientes chagasicos agudos, comparando-se os dados dos
mesmos em fase crénica

Além de avaliarmos a frequéncia de linfocitos TCD4", TCD8" e TCD4CDS,
comparamos a producao das citocinas IFN-y, IL-10 e IL-17 nas populacdes de linfécitos T no
sangue periférico de pacientes em fase aguda que progrediram para a fase cronica da doenca
de Chagas, uma vez que em modelos experimentais foi demonstrado que essas citocinas
podem ter atuacOes distintas de acordo com o estagio da infecgdo com o T. cruzi (Bryan et al.,
2010), fenbmeno esse também observado para infeccdo com Leishmania amazonensis

(Pinheiro e Rossi-Bergmann, 2007). Observamos que , de forma interessante, ndo ha alteracéo
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na frequéncia das citocinas IFN-y, IL-10 e IL-17 dentro da populacéo linfocitéria total assim
como da frequéncia de células TCD4*, TCD8" e TDN expressando as mesmas ao
compararmos os dados de pacientes chagasicos em fase aguda aos dados de fase cronica
recente (Tabela 9).

Grupos Citocina total  %TCD4'Citocina®  %TCD8 Citocina~ %CD4 CD$ Citocina”

Ag (n=7) 6,82 + 3,81 1,81+1,78 0,40 + 0,41 462 +2,48
IFN-y

cr(n=7) 9,70 + 7,02 1,07 + 1,10 0,05 + 0,05 8,58 £ 6,20

Ag (n=7) 2,92 2,53 1,45+ 1,91 0,44 £ 0,51 1,03 £ 0,93
IL-10

cr(n=7) 1,75 + 2,47 0,61+ 1,36 0,15+ 0,24 0,15+ 0,24

Ag (n=7) 13,10 + 6,73 2,66 + 2,32 1,33 +1,31 9,12 + 5,54
IL-17

cr(n=7) 17,43 10,92 2,84 + 3,67 0,58 + 0,88 14 + 6,70

Tabela 9: Porcentagem de expressdo de citocinas IFN-y, IL-10 e IL-17 dentro da populagdo linfocitéaria total
e frequéncia de células TCD4", TCD8" e TCD4'CD8" positivas para essas citocinas presentes no sangue
periférico de pacientes chagasicos agudos-Ag (n=7) e crénicos-Cr (n=7). Para determinar se ha diferenca
entre os grupos foi utilizado o Teste T pareado. Em cada pardmetro avaliado, diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos Ag e Cr estdo indicadas por **.

6.2.1. Contribuicdo das populacdes celulares na producéo de citocinas em pacientes
chagaésicos, comparando-se aos dados de pacientes em fase cronica

Com base nos dados da Tabela 9, analisamos a proporcao das populacfes de células
TCD4", TCD8" e TCD4'CD8 expressando as citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10, resultados
apresentados na Tabela 10. Em relacdo a citocina IFN-y, tanto na fase aguda quanto na
crbnica recente, observa-se que as principais fontes produtoras dessa citocina inflamatéria sdo
as celulas TDN, sendo que a proporcdo dessas € significativamente maior na fase crénica
recente. Seguindo-se as células DN, as células TCD4" sdo importantes fontes produtoras nas
duas fases da doenca de Chagas. Por fim, a frequéncia de células TCD8" expressando IFN-y ¢
maior na fase aguda em relagdo a cronica. Quanto a citocina modulatéria IL-10, observamos
contribuicBes similares das células TCD4" e TDN, seguidas das células TCD8" em pacientes
chagasicos em fase aguda. Na fase cronica recente, por sua vez, a principal fonte produtora de
IL-10 sdo as células TDN, seguidas por baixas frequéncias de células TCD4" (22,47%) e

TCD8" (9,72%). As células TDN sdo principais produtoras de IL-17 tanto nos pacientes
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chagasicos em fase aguda quanto cronica recente, seguidas pelas células TCD4" e TCDS",
respectivamente (Tabela 10).

Proporgdo das populagdes celulares na produgdo de citocinas

Citocina Grupos %TCD4” %TCD8” %CD4 CD8
Ag (n=7) 2398 + 11,87 5,36 + 3,30 70,66 + 14,18
IFN-y
cr (n=7) 9,84 + 6,49 0,47 £ 0,32 89,69 £ 6,74
Ag (n=7) 4448 + 27,41 14,46 + 8,97 41,06 + 32,37
IL-10
cr (n=7) 22,47 + 19,53 9,72 + 10,83 67,81 + 23,90
Ag (n=7) 21,14 + 11,85 9,15 + 6,65 69,71 + 17,67
IL-17
cr (n=7) 14,80 + 13,47 2,97 + 3,24 82,22 + 16,65

Tabela 10: Analise da proporcao das populacdes celulares para a a produgdo de cada uma das citocinas no
sangue periférico de pacientes chagasicos em fase aguda-Ag (n=7) e crdnica recente -Cr (n=7). Para
determinar se ha diferenga entre os grupos foi utilizado o Teste T pareado. Em cada pardmetro avaliado,
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos Ag e Cr estdo indicadas por **.
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7. Discussao

J& estd bem estabelecido que o sistema imune é um dos fatores determinantes na
cronificacdo diferencial da doenga de Chagas. Dentre os componentes do sistema imune que
tem participacdo destacada nesse processo estdo os linfocitos, os quais sdo diretamente
envolvidos tanto na resposta efetora quanto no aspecto de imunorregulacdo. Além disso,
diante da complexidade de interaces que ocorrem no sistema imune, os linfocitos sdo criticos
na geracdo de outras respostas imunes tdo importantes quanto no controle da replicacdo
parasitaria.

Um dos primeiros aspectos considerados em nosso estudo foi a investigacdo da
frequéncia das populagdes de células T em pacientes infectados com o T. cruzi, uma vez que
em modelos experimentais a expansao policlonal de linfocitos T e B € uma das caracteristicas
criticas da infeccao (Minoprio et al., 1986). Na fase aguda da doenca de Chagas humana, por
sua vez, Sathler-Avelar e colaboradores (2003) caracterizaram uma expansao de células B e
ativagdo de mondcitos, mas ndo de linfécitos T. Embora no presente estudo ndo tenhamos
utilizado marcadores de superficie para identificacdo de células B, a auséncia de expanséo de
células TCD4" (Figura 1A), TCD8" (Figura 1B) e células TDN (Figura 1C) observada em
nossos resultados € mais uma evidéncia de que na fase aguda ha pouca resposta proliferativa
de linfdcitos, a qual poderia estar relacionada a baixa expressdo do receptor para IL-2, como
demonstrado por Mosca e Briceno, 1993. Embora ndo tenhamos obervado proliferacdo de
linfocitos T no sangue periférico, é importante ressaltar que tal fenbmeno poderia estar
ocorrendo em &rgdos linfoides periféricos, como demonstrado por de Meis e colaboradores
(2009) em modelos experimentais.

Apesar de ndo obervarmos modificacbes quantitativas nas populacdes celulares
avaliadas em nosso trabalho, o perfil de ativagdo pode ter um significado funcional
extremamente relevante nos demais fendmenos imunes desencadeados pela infec¢cdo com o T.
cruzi. Considerando que na doenca de Chagas hd uma constante estimulacdo com antigenos
autologos e/ou heterdlogos (Cunha-Neto, 1994), a expressdo de um marcador de ativacdo
tardio foi pertinente para nosso estudo, de forma que analisamos a expressdo de HLA-DR em
linfocitos TCD4" e TCD8". Observamos que ha significativo aumento de células TCD4"
positivas para HLA-DR (Figura 2A), dados esses que também foram observados em pacientes

na fase cronica (Dutra et al.. 1994, Sathler-Avelar et al., 2003), de forma que podemos inferir
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que logo nos estagios iniciais da infec¢do os antigenos parasitarios seriam capazes de elicitar
ativacdo de células TCD4". Albareda e colaboradores (2010) mostraram que, em pacientes
chagasicos com infeccdo cronica recente, ha aumento de células TCD8" com perfil de
diferenciacédo tardia (CD45RA'CD27°'CD28") e, assim como nos nossos dados em pacientes
chagasicos em fase aguda, ndo verificou alteragdo na frequéncia de células TCDS8"
expressando o marcador HLA-DR, sugerindo-se que, logo nos estagios iniciais da infeccdo a
estimulacdo antigénica constante que leva a ativacdo intensa de células T acaba por gerar
exaustdo das mesmas. No contexto em que o T. cruzi apresenta mecanismos de escape da
resposta imune, Lopes e colaboradores, 1995, mostraram que na infecgdo experimental aguda,
as células TCD4", ap6s ativagdo, morrem por apoptose.

A existéncia de clones celulares secretando intensamente determinadas citocinas
durante a infeccdo foi considerada como extremamente pertinente para 0 nosso estudo, uma
vez que a cinética de producdo dessas citocinas assim como a ampla comunicagdo celular
derivada desse processo pode ser explorada para intervencdo terapéutica. Ao compararmos 0s
dados obtidos de pacientes chagasicos em fase aguda aos de individuos ndo infectados,
observamos que no primeiro grupo ha menor frequéncia de células TCD4" expressando IL-10,
dado esse que se contrapde ao de Samudio e colaboradores, 1998, o qual mostrou que as
células TCD4" sdo a principal fonte de IL-10 em pacientes chagasicos agudos. Pode-se
sugerir que as divergéncias de resultados podem ser devido a diferencas de metodologias
assim como pelo fato dos pacientes analisados serem provenientes de areas endémicas
distintas. Em relacdo a citocina IL-17, observa-se menor frequéncia de células TCD4" e
TCD8" expressando a mesma em pacientes chagasicos em fase aguda (Tabela 4). A maioria
dos dados da literatura focam nas células TCD4" como importante produtoras de IL-17 e
associando as mesmas com fendmenos de autoimunidade (Harrington et al., 2005), porém na
doenca de Chagas humana essas estdo associadas a regulacdo da cardiomiopatia (Guedes et
al., 2012; De Araujo et al, 2012, Magalhées et al., , no prelo).Uma vez que observamos uma
menor frequéncia de células TCD4" expressando IL-10 e IL-17, pode-se sugerir que
mecanismos imunorregulatorios encontram-se suprimidos na fase aguda da doenca, o que
poderia gerar descontrole do processo inflamatério intenso elicitado pela presenga do parasito
na fase aguda. Alternativamente, esta diminuicdo de citocinas modulatérias poderia ter um
importante papel em permitir a ativacdo de células fagociticas, essenciais para a eliminagéo
do parasito. De fato, sabe-se que a parasitemia é controlada na fase aguda, uma vez que

pacientes cronicos possuem niveis de parasitemia extremamente baixos.
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De forma interessante, ao analisamos a contribuicdo das populacfes celulares na
expressdo das citocinas em estudo, observamos que a proporcdo de células TCD4'CD8
produtoras tanto da citocina inflamatdria IFN-y quanto da citocina modulatéria IL-10 € maior
nos pacientes chagasicos em fase aguda comparando-se aos dados de individuos néo
infectados (Tabela 5). Corroborando nosso estudo, dados anteriores da literatura mostraram
também o comprometimento das células duplo negativas com a producdo de IFN-y. No
modelo de Leishmaniose cutanea, por exemplo, Bottrel e colaboradores, 2001, mostraram que
as células TDN séo a segunda fonte celular, apés TCD4", comprometida com a producio da
citocina inflamatéria IFN-y. Villani e colaboradores (2010), por sua vez, revelaram a
importante contribuicdo das células T duplo negativas no desenvolvimento das formas polares
da doenca de Chagas, isso porque os dados mostraram que as células TDN com TCR af‘estdo
comprometidas com a producdo de citocinas préinflamatdrias, em contraposicdo com as
células TDN com TCR 8" que estdo comprometidas com a producéo da citocina modulatoria
IL-10. Este foi um dado interessante considerando-se que estas células sdo preferencialmente
ativadas por antigenos ndo peptidicos (Zajong e Krinemberg, 2007), apontando para uma
nova e até entdo inexplorada possivel forma de intervencdo na doenca.

A citocina inflamatoria TNF-o € expressa em células do infiltrado inflamatério do
coragdo de pacientes chagasicos crbnicos, avaliado através de bidpsias do tecido (Reis et al.,
1993), sendo que em pacientes chagasicos cardiopatas observa-se maior frequéncia de células
TCD8" expressando essa citocina além do receptor de quimiocina CCR5 comparando-se a
pacientes com a forma clinica indeterminada (Savino et al., 2007; Gomes et al, 2005),
sugerindo-se dessa forma que 0 TNF-a esteja envolvido na manutengdo da miocardia
chagasica. Em nossos dados, observamos uma alta proporcéo de células TCD8" expressando
essa citocina (43,97 = 13,36), o que poderia indicar a existéncia de um componente
inflamatorio logo no estégio inicial da infeccdo. No contexto em que a citocina IL-6 induz a
expressdao de moléculas de adesdo, essenciais ao processo de migracdo de linfocitos para
6rgdos ndo-linfdides (Gao e Pereira, 2002), observamos uma alta proporcéo de células TCD4"
expressando essa citocina (56,60 + 14,23) nos pacientes em fase aguda da doenca de Chagas.
Além da funcéo inflamatdria, essa subpopulacdo também poderia estar envolvida na ativagdo
e diferenciacdo de células T antigeno especificas, como demonstrado em modelos
experimentais (Samoilova et al., 1998, Boe et al., 1999).

Diante desses dados, constatamos a importéncia da reatividade celular efetuada por

meio de citocinas produzidas por células imunocompetentes. Deve-se enfatizar, no entanto,
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que, dependendo do balanco entre citocinas proinflamatérias e antiinflamatérias, a célula
ativada pode desempenhar um papel protetor ou citotoxico, levando, muitas vezes, a injuria
tecidual. No nosso trabalho, escolhemos avaliar as citocinas IL-10, IFN-y, IL-17, TNF-a, IL-
1P e IL-6 devido ao seu papel ja demonstrado como importante na doenca de Chagas (Dutra
et al.,, 2000, Gomes et al., 2003, Cunha-Neto et al., 2005) e também em modelos
experimentais (Roffé et al., 2012, Chessler et al., 2011, Miyazaki et al., 2010). Em nosso
estudo, ndo observamos alteracdo na razdo de cada uma das citocinas inflamatorias pela
citocina modulatoria IL-10 (Figura 3). A presenca simultanea de respostas a estimulos
antigénicos assim como aquelas mediadas por anticorpos durante a fase cronica da doenga de
Chagas poderiam explicar a existéncia de reatividade inflamatoria e antiinflamatdria detectada
na maioria dos pacientes, como demonstrado por Dutra e colaboradores (1997).

Além do balanco de citocinas, outro aspecto muito valioso para nosso estudo consistiu
em analisar a correla¢do de cada uma das citocinas inflamatérias IFN-y, IL-17, IL-1p, IL-6 e
TNF-a com a citocina modulatéria IL-10. Nossos dados apontaram para uma correlacdo
positiva entre IFN-y e IL-10 (Figura 4), o que é particularmente importante uma vez que,
nessa fase da infeccdo, mecanismos inflamatérios de eliminacdo ao parasito seriam
acompanhados por atividade regulatéria. Essa dualidade de perfil de expressdo de citocinas
antagonicas foi observada in vitro e in vivo apds estimulo com antigenos derivados de ancoras
de GPI do T. cruzi. Demonstrou-se uma inducdo da co-expressdo das citocinas IFN-y e 1L-10
em células TCD4" (Flores-Garcia et al., 2011), as quais s&o ativadas em um ambiente de forte
estimulo antigénico. Dada a contraposicao da IL-10 ao efeito inflamatério do IFN-y , sugere-
se que essa subpopulacdo celular tem atividade imunorregulatéria (Liu et al., 2009), uma vez
que mecanismos efetores seriam seguidos por atividade modulatéria. A correlacdo positiva
das citocinas IL-10 e IL-17, demonstrada como benéfica na na esclerose multipla (Edwards et
al., 2011) e em pacientes que se submeteram ao transplante de érgdos (Mohammadnia et al.,
2011), ndo foi observada em nossos dados. As demais correlagdes de IL-1p, TNF-a ¢ IL-6
com a citocina IL-10 também n&o foram significativas, devendo-se enfatizar, no entanto, que
essa analise foi realizada considerando-se a populagdo linfocitaria total. No contexto em que o
sistema imune é composto de vias muito conectadas, é possivel que citocinas inflamatérias e
antiinflamatdrias derivadas de populagdes celulares distintas estejam atuando em conjunto e,
desta forma, contribuindo para o balango de citocinas.

Outro aspecto critico para o desempenho da resposta imune adaptativa é a presenga de
celulas nos sitios de lesdo inflamatdria. Sabe-se que na composi¢édo do infiltrado inflamatorio

60



no tecido cardiaco de pacientes com cardiopatia chagéasica foi encontrada uma predominancia
de linfocitos T CD8" expressando granzima A (Reis et al. 1993), a qual tem importancia na
regulacdo imune (Chowdhury e Lieberman, 2008). A presenca de elevadas concentracdes de
granzima A circulante em varios processos inflamatorios e a clivagem mediada por granzima
de substratos extracelulares sugerem que essas proteases possam ter um papel extracelular
relevante na rejeigdo de virus e tumores, mas também na patogénese de doengas inflamatdrias
crénicas (revisto por Romero e Andrade, 2008). Villani e colaboradores (2010) mostraram
aumento dessa molécula citotoxica em pacientes com cardiopatia dilatada. No nosso trabalho
observamos uma maior frequéncia de células TCD4"Granzima A" nos pacientes chagasicos
agudos em relacdo aos ndo infectados (Tabela 7). Na infeccdo com o HIV, a expansdo de
células TCD4" produtoras de Granzima A durante os estagios iniciais da infeccdo atua no
controle da replicacdo viral (Soghoian et al.,2012), fenbmeno esse que também poderia
ocorrer nos estagios iniciais da infec¢cdo com o T. cruzi. Na fase crénica da doenca de Chagas,
de Araujo e colaboradores, 2012, observaram que pacientes com a forma indeterminada
apresentam uma frequéncia de células TCD4" expressando granzima B e que essa populac&o
teria papel ndo apenas citotoxico como também regulatério.

Objetivando adquirir informacgdes quanto ao perfil de ativacdo das células TCD8"
expressando Granzima A, realizamos a andlise de correlacdo da frequéncia de células
TCD8'HLA-DR" e células TCD8" produtoras de Granzima A, a qual mostrou-se
positivamente significativa (Figura 5). Ao estudar pacientes alérgicos, Geraldes e
colaboradores, 2010, mostraram que células T reguladoras expressando HLA-DR apresentam
maior expressdo de genes relacionados a citoxicicidade celular comparando-se a células T
reguladoras sem expressdo de HLA-DR. No contexto da infec¢do chagasica, a presenca de
células TCD8" ativadas secretando Granzima A é importante para o controle da replicagio
parasitaria, porém na fase cronica, a persisténcia de estimulos antigénicos causaria uma
cronificacdo desse fendmeno, causando extenso dano tecidual.

Avaliamos ainda a expresséo das citocinas proinflamatérias IL-1p, IL-6 e TNF-o nas
células TCD8" produtoras de Granzima A, uma vez que as duas primeiras estao associadas a
um grande nimero de alteracdes nas funcbes da célula endotelial, que por sua vez poderiam
estar implicadas nas alteracdes microvasculares observadas na miocardia chagasica. Alem
disso, essas citocinas, assim como 0 TNF-a, modulam a expressdo des moléculas de adesdo
que recrutam linfdcitos para os sitios de inflamacdo. Observamos que pacientes chagasicos
apresentam aumento signficativo de células TCD8 granzima A" produtoras de IL-1p e TNF-o
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(Tabela 8), corroborando com nossa hipétese. Esse fendmeno observado na fase aguda nos faz
questionar, no entanto, se seria um mecanismo de controle parasitario para o hospedeiro nessa
fase ou se ja seria um potencial causador de danos teciduais que seriam intensificados ao
longo da infeccgéo.

A segunda parte de nosso trabalho € de extrema contribuicdo para nortear a
identificacdo de biomarcadores de prognéstico para a doenca de Chagas, uma vez que
tracamos um perfil imunoldgico dos pacientes da primeira etapa do estudo, que agora estdo
em fase cronica recente.

Diferentes delineamentos experimentais tem demonstrado a relevancia dos linfocitos
TCD4" na imunidade anti T. cruzi, assim como dos linfocitos T CD8*. Uma questdo que
permanece ainda mal compreendida € o entendimento da funcionalidade das células T duplo
negativas no contexto da infeccdo chagasica. Embora representem uma minoria das células T
de individuos saudaveis, as células TDN apresentam-se em frequéncia aumentada em algumas
doengas autoimunes e imunodeficiéncias (Shivakumar et al., 1989; Ilum et al., 1991; Sieling
et al., 2000; Ohga et al., 2002). No nosso estudo, ndo observamos alteracdo quantitativa das
subpopulac@es celulares nos pacientes chagasicos agudos e cronicos (Figura 6), porém em
modelo de infeccdo experimental, foram descritos niveis elevados de células T duplo
negativas no linfonodo, e alguns desses linfocitos possuem um TCR potencialmente
autorreativo, que poderia contribuir para o desenvolvimento de cardiomiopatia chagasica
através da resposta autoimune (Mendes-da-Cruz et al., 2003). Dado que existem evidéncias de
gue a doenca de Chagas possui um componente de autorreatividade (Cunha-Neto et al., 1994),
estudos que visam determinar se ha expansdo e ativacdo preferencial de subpopulacGes
celulares expressando determinadas cadeias de TCR na infecgdo com o T. cruzi seria de
grande contribuicao.

A andlise funcional de populages celulares ao longo da evolucéo da doenga mostra-se
muito informativa, considerando-se dados anteriores da literatura que mostraram papel
funcional distinto das populagdes celulares ao longo da infec¢do chagasica. Um exemplo bem
caracterizado é a citocina IFN-y, cujos niveis encontram-se maiores em pacientes chagasicos
tratados curados, sugerindo-se um papel protetor para essa citocina no processo de cura
associado ao tratamento quimioterapico (Bahia-Oliveira et al., 2000). Gomes e colabaradores
(2003), por sua vez, mostraram uma clara associacdo entre a producdo de IFN-y e a
morbidade da doenca de Chagas cronica. Ao compararmos os dados de pacientes em fase
aguda aos de fase cronica recente, observamos que a frequéncia das populagdes celulares néo
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se altera (Tabela 9), o que poderia indicar que, em um estagio recente da fase crénica, a
dindmica de expresséo de citocinas ainda ndo tenha sido alterada.

No contexto em que a dindmica das populacdes celulares e o perfil das mesmas séo
determinantes para a evolucdo da infeccdo, a andlise dessas quanto a expressao de diversas
citocinas pode indicar a existéncia de um ambiente inflamatério ou imunorregulatério.
Comparando-se a proporc¢do de células TCD8*IFN-y", observamos que essas s&0 maiores nos
pacientes chagasicos em fase aguda em relacdo aos mesmos em fase cronica recente (Tabela
10). Com base em modelos experimentais, uma menor frequéncia de células TCD8"
expressando IFN-y na fase cronica poderia indicar uma exaustdo clonal devido a uma
estimulacdo antigénica persistente (Martin e Tarleton, 2004). A exemplo da demonstragdo
feita por Leavey e Tarleton (2003), a maioria dos linfécitos T CD8" infiltrantes no corago,
com fendtipo de células ativadas e/ou de memoria, apresentava funcionalidade imunoldgica
atenuada representada pela menor producdo de IFN-y, o que poderia contribuir para o
descontrole do parasito e resposta inflamatéria danosa. Deve-se considerar também que, a
medida que a replicacio parasitaria é controlada, células TCD8" parasito-especificas formam
uma populacdo de memdria (Padilla et al., 2008 ).

As células TCD4CD8 sdo as principais fontes produtoras de IL-17 tanto na fase
aguda (69,71 17,67) quanto na cronica recente (82,22 *+ 16,65), sendo que essa mesma
populacdo celular também expressa altos niveis de IL-10 na fase cronica recente (67,81 +
23,90) (Tabela 10). Guedes e colaboradores, 2012, mostraram que na doenca de Chagas
humana, baixos niveis de IL-17 e IL-10, contraposto a altos niveis de IFN-y e TNF-a, estdo
correlacionados a gravidade das lesdes do miocardio em pacientes chagasicos, observacao
essa que poderia estar relacionada a uma deficiéncia nas atividades supressoras das células
duplo negativas.

Os resultados aqui apresentados trouxeram informagdes inéditas e extremamente
relavantes referentes as caracteristicas dos linfocitos na resposta imune contra a infec¢éo
aguda humana com o T. cruzi. Deve-se ressaltar, no entanto, que alguns pontos importantes
ainda nao foram avaliados no presente estudo, tal como a sorologia dos pacientes e analises
gue mostrem se aqueles pacientes que se encontravam em fase crbnica recente ja
apresentavam algum grau de acomentimento cardiaco. Esses dados séo criticos ao trabalho e
serdo obtidos em breve. Uma outra questdo a ser enfatizada € que a analise de citocinas foi

toda realizada no contexto ex vivo, ao contrario da maioria dos dados da literatura que
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utilizam-se de estimulos antigénicos, 0 que é muito interessante uma vez que indica intensa

ativacao celular nos pacientes analisados em nosso estudo.

Como perspectivas, algumas importantes questdes devem ainda ser elucidadas, tais
como: (1) ha existéncia de expansdo preferencial de alguma sub-populacdo celular
expressando regido variavel conservada dentro das cadeias a, B, y ou & dos receptores de
célula T (TCR)?; (2) qual a funcdo dos linfocitos B na fase aguda da infec¢do?; (3) qual a
participacdo das células T com TCR vd; (4) como ocorre o processo de apresentagdo de
antigenos para as diferentes populacées de linfocitos T? (5) como os dados observados na fase

aguda podem impactar a evolucao na fase crénica?

O entendimento da biologia dos linfécitos, englobando suas caracteristicas funcionais
e fenotipicas e expressdo de citocinas € crucial para nortear o desenvolvimento de
intervencdes terapéuticas que possam interromper ou evitar a progressao da doenca de Chagas

em suas formas clinicas mais graves.
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8. Conclusao

Tendo em vista os resultados apresentados, concluimos que na fase aguda da doenca
de Chagas, os pacientes apresentam reatividade celular intensa caracterizada por aumento da
frequéncia de células TCD4" expressando HLA-DR e aumento da frequéncia da expressio de
citocinas inflamatdrias IL-1B e TNF-o em células TCD8" expressando a molécula citotoxica
Granzima A. De forma interessante, observamos uma correlacdo entre as frequéncias totais
das citocinas IL-10 e IFN-y na fase aguda, podendo-se sugerir a elicitacdo de mecanismos
imunorregulatorios protetores ao hospedeiro. Ao longo da infec¢do, na qual a fase cronica
recente ¢ estabebelecida, observamos um perfil de células TCD8" com menor expressdo de
IFN-y. As células T duplo negativas assumem um papel de destaque, uma vez que sdo as
maiores fontes produtoras de IL-10 e IL-17. Os resultados obtidos no trabalho estdo
resumidos no esquema 6.

Nossos estudos abrem importantes perspectivas para a identificacdo de biomarcadores
de progressdo da doenga, representando um grande avanco no tratamento dessa doenca tao

negligenciada.
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Esquema 6: Resumo dos dados encontrados em nosso trabalho. Na fase aguda da doenca, observamos um perfil de
ativacdo dada a maior frequéncia de células TCD4" expressando o marcador de ativagdo HLA-DR. Essa mesma
populacgdo celular tem contribuicdo significativa na epressdo da molécula citotoxica Granzima A, a qual é importante
mecanismo de controle da replicacdo parasitaria. As células TCD8" expressando Granzima A tem alta expressdo das
citocinas TNF-a e IL-1p, as quais tem particpagdo fundamental no recrutamento linfocitario para os focos inflamatdrios.
As células duplo negativas tem grande destaque uma vez que sdo importantes fontes produtoras tanto da citocina
modulatoria IL-10 quanto da citocina inflamatdria IFN-y, indicando um mecanismo imunorregulatério na fase aguda da
doenga. Na fase cronica recente, por sua vez, essas células também sdo elementos essenciais nos mecanismos
imunorregulatérios uma vez que sdo importantes fontes produtoras das citocinas IL-10 e IL-17. A frequéncia de células
TCD8" IFN-y * é menor na fase cronica recente em relago a fase aguda, o que poderia contribuir para o descontrole do
parasito e resposta inflamatoria danosa.
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