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RESUMO

Trabalhos anteriores mostraram que células da imunidade inata produzem
prostaglandinas que atuam como moléculas reguladoras da resposta imune a varios
agentes etioldgicos, incluindo o Trypanosoma cruzi, causador da doenga de Chagas.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o papel de mondcitos/macréfagos
como célula reguladora, através da producao de PGE2 e de citocinas, bem como o
de célula apresentadora de antigeno em individuos ndo infectados (NI) e portadores
da doenca de Chagas, com as formas clinicas indeterminada ou cardiaca.

Células mononucleares totais (PBMC) e nao aderentes (NA) do sangue
periférico foram isoladas. Parte destas células foi submetida ao ensaio de
proliferacdo celular, durante seis dias, na presenca e auséncia de antigenos do T.
cruzi, a outra parte foi cultivada durante dezoito horas, apos este periodo coletou-se
0 sobrenadante para dosagem de PGE; e de IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y . As células
foram utilizadas para anélise fenotipica dos marcadores CD14, CD19, HLADR, CD80
e CD86.

A resposta proliferativa a antigenos do T cruzi mostrou-se aumentada nos
individuos dos grupos IND e CARD quando comparados ao grupo NI. Porém apds
remocdo das células aderentes houve aumento da resposta proliferativa nos
individuos NI. A adi¢do de bloqueador (indometacina) de PGEZ2 as culturas de PBMC
evidencia a formacgao de dois subgrupos dentro do grupo IND: altos respondedores
(AR) e baixos respondedores (BR), mostrando que o bloqueio de PGE2 pode
influenciar a resposta proliferativa nos individuos do grupo IND. A dosagem de PGE2
apresentou niveis semelhantes entre os grupos IND e CARD quando comparados ao
grupo NI sugerindo um papel de molécula reguladora de PGE2 na tentativa de
retorno a homeostasia do sistema imune. Por outro lado a dosagem das citocinas IL-
2, IL-4, IL-10 e IFN-y, mostraram niveis aumentados em quase todas as culturas
estimuladas quando comparada as culturas sem estimulo.

O estudo do fenoétipo de células mononucleares totais e células ndo aderentes
mostraram que células CD14" expressam moléculas HLA-DR, CD80 e CD86 com
intensidade semelhante nas culturas estimuladas ou ndo com T. cruzi, porém,
apesar de nao haver significancia, € possivel observar no grupo IND uma expressao
menor de moléculas HLA-DR e CD 80. Ja as células CD19" expressam moléculas
HLA-DR e CD80 com intensidade significativamente maior nas culturas NA
estimuladas quando comparadas as culturas sem estimulo. Demonstrando que
linfécitos B em culturas empobrecidas de macréfagos intensificam sua funcao de
APC.

Os dados em conjunto sugerem que linfécitos B tém sua funcdo de APC
regulada por macréfagos frente estimulacdo antigénica pelo T. cruzi independente
da resposta secundaria, uma vez que células de individuos NI apresentam o0 mesmo
perfil fenotipico dos pacientes estudados.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, macréfagos, linfocito B, APC, resposta imune.
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Abstract

It has been demonstrated that cells from innate immune response secreted
prostaglandins that act as regulators of the immune response against some
infectious agents as the pathogen of Chagas disease, the Trypanosoma cruzi.

In this work we evaluated the monocytes/macrophages activity as regulatory cells, by
the production of PGE2 and cytokines, and as antigen presenting cells (APC) in non
infected individuals (NI) and patients with the indeterminate(IND) or cardiac (CARD)
clinical forms of Chagas disease.

We isolated peripheral blood mononuclear cells (total and not adherent) and
performed cellular proliferative assays in the presence or not of T. cruzi antigens.
After eighteen hours of culture, the supernatants were assayed for the presence of
PGEZ2, IL-2, IL-4, IL-10 and IFN-y. Expression of CD14, CD19, HLA-DR, CD80 and
CD86 markers were performed in the culture cells.

Our data showed a high proliferative response of IND and CARD patients when
compared to the NI group, in the presence of antigen. After removal of the adherent
cells we observed an increase in the proliferative response of cells from the NI group.
In the presence of Indomethacin, a PGE: blocker, we observed that the proliferative
response of cells from IND patients could be subdivided into high (AR) and down
(BR) responders. These results demonstrate that the PGE, inhibition influences the
cellularproliferate response of IND patients. It interesting to note, that IND and CARD
patients presented similar levels of PGE, in comparison to NI group. These data
evidence that PGE, has an important role as an immune regulatory molecule. Our
results also showed higher levels of IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y cytokines in antigen
stimulated cultures when comparied to non the stimulated.

Phenotypical analyses of PBMC and NA populations demonstrated that CD14" cells
have similar expression of HLA-DR, CD80 and CD86 in cultures stimulated or not
with T. cruzi antigen. IND patient’s cells presented lower HLA-DR and CD80
expression although not significant. Analyses of CD19* cells in NA stimulated
cultures showed higher expression of HLA-DR and CD80 molecules when compared
with non stimulated cultures. These results demonstrated that in the absence of
macrophages, B-lymphocytes may function as antigen presenting cells.

These data suggest that in presence of T. cruzi, APC function of B-lymphocytes is
regulated by macrophages, independent of the secondary response, since NI cells
presented the same phenotypical profile by the patients with Chagas disease.

Key words: Trypanosoma cruzi, macrophages, B-lymphocytes, APC, immune
response.
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INTRODUCAO

A doengca de Chagas, infeccdo parasitdria causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, encontra-se desde o norte do México até o sul da Argentina, e
atinge cerca de 16 a 18 milhdes de individuos (Organizacao Mundial da Saude,
2002).

A incidéncia da doenca € a maior em areas rurais onde condigdes precarias
de vida facilitam o contato com os insetos triatomineos (Bogitsh et al.1999). Os
insetos sdo conhecidos como “barbeiros”, onde o T. cruzi, na forma epimastigota,
vive no interior do intestino, nao invadindo outras partes do corpo, e multiplica-se por
fissdo binaria. No intestino posterior — reto e ampola retal — do barbeiro, essa forma
adere pelo flagelo as células da parede do intestino e se diferencia para a forma
tripomastigota metaciclica, altamente infectante para vertebrados. Os “barbeiros”
adquirem o T. cruzi ao ingerir sangue de animais infectados e os transmite para o
homem e outros vertebrados pelas fezes, geralmente apds se alimentar de sangue.
Quando o inseto faz seu repasto, através da pele de um vertebrado, ha um grande
aumento de liquido em seu organismo e, em consequUéncia, ele rapidamente excreta
parte desse liquido na urina ou nas fezes, liberando junto as formas tripomastigotas
metaciclicas. Incapazes de atravessar a pele integra, essas formas morrem assim
que os dejetos do inseto secam, mas, antes disso, podem invadir o organismo e
iniciar a infecgdo se entrarem em contato com mucosas ou com alguma area lesada
da pele do hospedeiro. As formas tripomastigotas metaciclicas nao se multiplicam no
sangue do hospedeiro vertebrado, mas invadem seus tecidos. Apds penetrarem nas
células, as formas tripomastigotas escapam do vacuolo fagocitico e se estabelecem
no citoplasma celular, onde se transformam nas formas amastigotas e passam a se
dividir. Apos cinco dias, dezenas ou centenas de amastigotas sofrem um processo

de alongamento e se transformam em formas tripomastigotas, as quais, por sua
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grande motilidade, provocam o rompimento da célula e os parasitos livres invadem
outras células prdéximas ou alcangam a corrente sanguinea disseminando a infecgao
para diferentes 6rgdos e sistemas. Esse ciclo leva a um crescimento exponencial
das populacdes parasitarias intracelulares e conseqlentemente ao aumento da
parasitemia (Brener, Andrade e Barral-Neto; 2000).

No Brasil, desde a década de 1970, diretrizes de combate a doenca foram
direcionadas no sentido de interromper, 0 mais rapidamente possivel, a transmissao
vetorial através do emprego de inseticidas eficientes, bem como melhorias das
habita¢des rurais, com adequada higiene e limpeza das mesmas na tentativa de se
evitar a presenga do vetor nas residéncias. Concomitantemente, sabendo-se que
transmissdo sanguinea € o segundo modo de transmissdo de importancia
epidemiolégica, principalmente nos grandes centros urbanos, foram adotadas
medidas preventivas que permitiram controlar, também, a transmisséo por meio das
transfusbes de sangue e derivados. Assim sendo, foram estancados os dois
mananciais mais importantes que, anualmente, aumentava em cerca de 100.000
novos casos da doenca no Brasil (Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas,
2005)

Com o éxito inicial representado pela eliminagdo dos triatomineos de habitos
essencialmente domésticos, em especial o Triatoma infestans, os esforcos se
concentram atualmente no sentido de manter os resultados obtidos, consolidar o
controle de focos residuais e impedir o estabelecimento de novos focos de
transmissao vetorial (Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2005).

O T. cruzi pode induzir uma fase aguda de curta duracao (8-12 semanas),
caracterizada por elevada parasitemia, facilmente detectada em exames de sangue

a fresco. As principais manifestagdes clinicas nessa fase sao os sinais de porta de
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entrada para o parasito, febre, linfoadenopatia, esplenomegalia e miocardite. Essas
manifestacées sédo normalmente detectadas em criangas, entretanto a maioria dos
individuos infectados, a fase aguda muitas vezes passa despercebida (Prata, 2001).
A primeira reacdo ao T. cruzi durante a fase aguda implica na migragdo de células
mononucleares para o foco da lesdo onde ha ruptura das células parasitadas
(Andradre, 1991) liberando, entdo, citocinas que desencadeiam 0 processo
inflamatorio As lesdes tendem a ser difusas e mais graves no coracao. A destruicao
de células parasitadas ou nao, durante a fase aguda, parece ser importante na
patogenicidade da doencga, especialmente para inducao de disfungbes cardiacas e
digestivas que podem ocorrer tardiamente (Andrade, 1983; Andrade, 1994). Na
maioria dos casos agudos, os sintomas clinicos sdo seguidos por uma aparente
recuperacao completa da miocardite. A queda da parasitemia ocorre em decorréncia
da resposta imune efetora do hospedeiro, dando inicio a fase cronica. Nessa fase,
os tripomastigotas sangtiineos sao detectados apenas por métodos parasitolégicos
indiretos como xenodiagndéstico, hemocultura, ELISA e PCR (Minter-Goedbloed et
al., 1978; Cedilhos et al., 1982, Bronfen et al, 1989; Chiari et al.,1989; Avila et
al.,1993; Degrave et al., 1994, Zarate-Blates, 2007). Esses métodos séo altamente
especificos, porém menos sensiveis e eficazes para o diagnostico de rotina.

Do ponto de vista clinico, os individuos nessa fase podem ser classificados
como pertencentes as formas clinicas: indeterminada (IND), cardiaca (CARD),
digestiva (DIG) ou cardio-digestiva (CD). Os pacientes portadores da forma clinica
indeterminada correspondem cerca de 60-70% dos individuos infectados,
apresentam testes soroldgicos e/ou parasitolégicos positivos para o T. cruzi, e 0s
exames clinicos, eletrocardiogréaficos (ECG) e radiolégicos (area do torax, eséfago e

cblon) sem qualquer alteracao (Rocha et al., 2003). No entanto, exames adicionais e
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mais sofisticados podem demonstrar nesses pacientes algumas alteracdes e
anormalidades, geralmente discretas, que podem significar tanto um processo
evolutivo em marcha como apenas resquicios de processo agudo ou cronico inicial
ja cicatrizado e sem progressao clinica ou anatémica (Dias, 2000; Rocha et al.,
2003). Acredita-se que cerca de 2 a 5% dos pacientes apresentando a forma clinica
IND irdo desenvolver a forma clinica CARD a cada ano, enquanto um menor
percentual ira apresentar a forma clinica DIG (megacdélon e/ou megaeséfago) (Dias,
1989). Aproximadamente 30% dos pacientes podem apresentar a forma clinica
CARD que se caracteriza por distarbios de condugcdo e de contractilidade do
coragdo, levando ao surgimento de arritmias, insuficiéncia cardiaca e
tromboembolismo (Rocha et al., 2003). A infeccdo chagasica pode, ainda, gerar em
5 a 10% dos pacientes, alteragdes anatdémicas e funcionais do trato gastrointestinal,
como denervagdo da musculatura lisa que reveste a parede do tubo digestério,
dificuldades na degluticido e defecacdo, além de processos de dilatagdo de
estruturas esofagianas e intestinais (megas), caracterizando a forma clinica DIG
(Koberle, 1968; Macedo, 1982; De Rezende, 1988). Finalmente, a forma clinica CD,
sendo a menos comum, e nela se associam alteragdes de 6rgaos dos sistemas
digestério e cardiovascular.

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doenca
de Chagas e sua morbidade sédo ainda pouco compreendidos. Acredita-se que estas
manifestacdes sao conseqiéncias de multiplos fatores ligados ao T. cruzi (cepa,
viruléncia, antigenicidade, tropismo, tamanho do in6culo), ao homem (idade, sexo,
raca, perfil da resposta imune) ou ao ambiente (Dias, 2000; Vago, 2000; Macedo,

2004).
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A escassez de parasitos contraposta a intensidade e extensdo das lesées,
assim como o prolongado periodo de laténcia que precede essas lesdes, tem levado
diversos autores a avaliarem o envolvimento de fatores autoimunes na patogénese
da lesdo chagasica. Alguns autores apontam para a existéncia de reacao cruzada
entre os componentes autdlogos e antigenos do T. cruzi (Kierszenbaum, 1986; Al-
Sabbagh et al., 1998; Cunha-Neto et al., 1995, Cunha-Neto et al, 1996; Levitus et al.,
1991; Van Voorhis & Eisen, 1989; Acosta & Santos-Buch, 1985; Wood et al., 1982;
Bahia-Oliveira et al., 2000, Montran et al., 2000). Além disso, outros autores tém
discutido que a resposta autoimune contra antigenos presentes no tecido cardiaco
pode favorecer o desenvolvimento da forma mais severa da cardiopatia chagasica.
Anticorpos contra receptores adrenérgicos e colinérgicos estdo entre os anticorpos
mais bem descritos na doenca de Chagas (Borda et al.,1984; Borda e Sterin-
Borda,1996; Sterin-Borda, et al, 1999). Talvani e colaboradores em 2006,
mostraram que individuos com cardiopatia chagasica crénica (CCC) tem elevados
niveis de anticorpos anti peptideos de receptores adrenérgicos e colinérgicos
quando comparados a individuos nao infectados.

Embora um grande volume de evidéncias indique que os parasitos
intracelulares per si exercam papel insignificante na patogénese da doenga de
Chagas (Brener, 1987), trabalhos recentes sugerem que o parasitismo intracelular
pode ser mais freqlente do que previamente demonstrado por microscopia éptica,
sugerindo haver, na doenca de Chagas, uma participacdo direta da reatividade
imune contra células parasitadas (Anez et al., 1999, Higuchi et al., 1993, 1997, Vago
et al., 1996; Palomino et al., 2000).

Entretanto, outros fatores além dos parasitos, tém importancia na patogénese

da miocardite chagésica, como a prépria resposta imune assim como alteragdes nos
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mecanismos de regulagcédo. A mobilizagdo do sistema imune € importante na redugao
da carga parasitaria, mas, por outro lado, pode contribuir para o aparecimento das
manifestagdes cronicas observadas em alguns pacientes.

Baseado nos aspectos imunoldgicos, a fase cronica da infeccao pelo T. cruzi
pode ser caracterizada pelo balangco entre o acumulo de uma eficiente resposta
imune (inata e adaptativa) e a presenca de poucos parasitos no tecido do
hospedeiro. Este balanco pode levar a um longo periodo assintomatico da doenca,
mas em uma porcao significante dos pacientes, por razées desconhecidas, ocorre
um disturbio nessa regulagdo favorecendo o aparecimento das manifestacdes
clinicas graves da doenca na fase crénica (Jones et.al — 1993, Garg e Tarlenton,
2002).

A resposta imune inata ndo desempenha apenas fung¢des defensivas logo
apods a infecgdo, mas também estimula e direciona as respostas imunes adaptativas
(Akira et al, 2001; Kaisho et. al., 2001). A ativacdo dos macrofagos representa um
evento relevante da imunidade inata na resisténcia a infec¢do pelo T. cruzi. O
processo de fagocitose mediado por macrofagos é capaz de ativar a producao de
uma série de citocinas inflamatérias, tais como IL-12 e TNF-a, que contribuem para
producdo de IFN-y por células NK (Silva et al.,1992). A produgédo de IFN-y leva a
reducdo da parasitemia e a mortalidade de animais infectados, promovendo a
estimulacao de macro6fagos e a producao de metabdlitos
toxicos para o parasito (Silva et al.,1992; Cardillo et al.,1996; Holscher et al.,1998;
Silva et al.,(1995; Vespa et al.,1994). Além disso, a regulacdo da expressao de
quimiocinas e de INF-y associados ao decréscimo do parasitismo nos tecidos pode
ser responsavel pela controle da inflamacdo e imunopatogenia observados nos

tecidos cardiacos na infeccdo experimental pelo T. cruzi (Talvani et al., 2000).
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Por outro lado, a producao de IL-10 pelos macréfagos parece ser um mecanismo
associado a susceptibilidade dos animais a infecgéo pelo T. cruzi (Silva et al.,1992)
devido, provavelmente, ao seu papel regulador sobre a ativacdo de macréfagos
induzida pelo IFN-y, inibindo tanto a liberagdo de metabdlitos toxicos quanto a
diferenciacdo de células com perfil de citocinas do tipo 1 (Reed,1988; Cardillo et
al.,1996).

Cabe ressaltar que, embora um perfil de resposta imune inflamatério seja
relevante para o controle da infeccao, uma excessiva estimulacédo da resposta imune
poderia também causar danos ao hospedeiro por estimular respostas inflamatérias
exacerbadas (Hunter et al., 1997). Um estudo recente em humanos demonstrou que
mondcitos derivados de pacientes do grupo IND apresentam caracteristicas
moduladoras como baixa expressdo da molécula HLA-DR e alta expresséo de IL-10,
enquanto mondcitos derivados de pacientes do grupo CARD parecem estar
comprometidos com intensa resposta inflamatéria devido a alta expressédo de TNF-a
(Souza et al., 2004,). Desta forma, monécitos de pacientes com diferentes formas
clinicas da doenca de Chagas apresentam perfis fenotipico-funcionais distintos,
sugerindo uma dicotomia nos mecanismos de controle e desenvolvimento da
patologia cardiaca.

Além disso, a imunidade inata fornece sinais importantes para estimular a
proliferagdo e a diferenciacao dos linfocitos T e B antigeno-especifica. Dentro deste
contexto, apo6s internalizacdo de moléculas antigénicas por fagocitose, os
macrofagos podem digeri-las e externa-las no contexto de moléculas do complexo
principal histocompatibilidade (MHC) de classe Il, atuando, assim, como células
apresentadoras de antigeno (APC) para os linfécitos T. Desta forma, os linfécitos ao

serem ativados secretariam citocinas e outras moléculas mediadoras para a prépria
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populacao de linfécitos T, B e, ainda para os macrofagos. Por outro lado, esta claro
que as APCs estéo freqlientemente envolvidas na regulagdo da resposta de células
T. Uma das estratégias usadas por varios microrganismos patogénicos para escapar
do sistema imune do hospedeiro € a modulacao das funcbes co-estimuladoras e
apresentadoras de antigenos das APCs. Considerando a resposta imune como
resultado destas interacdes celulares, desencadeadas pelo estimulo antigénico, a
imunidade mediada por células (IMC) em infeccbes por patdgenos intracelulares tem
sido avaliada in vitro tanto em populacdo total de leucdcitos, como em células
mononucleares do sangue periférico de individuos normais sensibilizadas in vitro

com antigenos do T. cruzi.

Os estudos realizados sobre a resposta imune celular na infeccdo chagasica
tém sido desenvolvidos através da analise da reatividade in vitro de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), apds a estimulagdo antigénica
especifica, bem como por estudos da composicdo celular de diferentes
compartimentos, producéo de citocinas, entre outros. A resposta de proliferagdo de
PBMC de pacientes portadores de diferentes formas clinicas da doenga de Chagas
tem demonstrado que essas células sao capazes de proliferar quando estimuladas in
vitro por antigenos do T. cruzi (Mosca et al., 1979, Gusmao et al., 1984; De Titto et
al.,1985, Morato et al., 1986; Gomes, 2002; Michailowsky et al., 2003). Entretanto,
nenhuma relagdo foi encontrada entre a resposta de proliferacdo das PBMC e as
formas clinicas CARD e IND. Diferencas na intensidade de resposta de proliferagao
de PBMC de pacientes aos antigenos do parasito foram demonstradas por Morato et
al., 1996; onde dois padroes de resposta foram observados: (1) “baixos
respondedores” que correspondiam a 32% dos pacientes, nos quais as PBMCs eram

incapazes de responder aos seis diferentes antigenos derivados de clones ou cepas
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do parasito e (2) “altos respondedores”, correspondendo a 69% dos pacientes, que
apresentavam resposta proliferativa de PBMC a, pelo menos, um antigeno. Esses
pesquisadores demonstraram, ainda, aumento da reatividade celular nesses
pacientes, apds remogao de macrofagos, sugerindo, entao, estreita correlacéo entre
o nivel da resposta proliferativa de PBMC e a estimulacdo das células aderentes.
Posteriormente, foi verificado que a atividade reguladora dos macréfagos sobre a
proliferacdo dos linfocitos estava relacionada a producao de prostaglandinas E.
(PGEy) e IL-10 (Morato, 1994, Pinge-Filho et, al., 1999; Barros-Mazon, et. a.2004). A
proliferagédo celular decorrente da ativagao por mitdgenos ou antigenos do parasito €
intensificada em culturas tratadas com indometacina, inibidor de cicloxigenase,
sugerindo que PGE; participa da regulagdo da resposta linfoproliferativa (Castes et
al.,1986). A PGE,, sintetizada por macréfagos ativados, € uma molécula moduladora
capaz de inibir a sintese de IL-2 por linfécito T, bem como de seu receptor, reduzir a
produgao de IFN-y, inibir a sintese de IL-1, TNF-a e IL-12 por macréfagos e induzir a
producdo de IL-10 (Rappaport et al,1982; Kunkel et al.,1986; Strassmann et
al.,1994; Van Der Pouw Kraan et al.,1995 Scales,1989; Michelin et al., 2005), além
de alterar a apresentacao de antigeno por inibir a expressdo de moléculas do MHC

de classe Il (Snyder, 1982).

Portanto, as PGE, teriam papel importante no balanco das respostas Th1 e
Th2, uma vez que inibem drasticamente a producéo de citocinas Th1, como IFN-y e
IL-2, direcionando a resposta imune para um perfil Th2 (Walker et al.,1983; Cillari et
al., 1986;). A capacidade de PGE, em modular a resposta das células T poderia ser
extremamente benéfica no contexto da infec¢ao pelo T. cruzi, sendo um componente
essencial para a protecao do hospedeiro através de sua habilidade de limitar uma
resposta imune exagerada (Th1) induzida pelo parasito (Gomes et al, 2003).

10
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Entretanto, a presenca destas moléculas pode também ser prejudicial para o
hospedeiro uma vez que podem auxiliar na persisténcia do patégeno suprimindo

uma resposta imune eficiente.

As PGE, podem também exercer efeito modulador na ativacdo e
diferenciaga@o dos linfocitos B, inibindo a expressao de moléculas de MHC de classe
Il e de receptores de baixa afinidade para a regido Fc da IgE, além de diminuir a
producdo de IgM. Em contraste, a PGE, aumenta a producdo de IgE e
sinergicamente aumenta a producédo de IL-4, potencializando o padrao de resposta

imune para o tipo Th2 (Fedyk e Phipps, 1997).

Outra fungdo moduladora das PGE; esta associada a capacidade de controlar
a atividade das APCs profissionais, tais como células dendriticas, macréfagos e
linfocitos B (Harizi, et al., 2001). Em macréfagos a PGE; inibe fortemente a
expressdo das moléculas ICAM-1, CD80 e CD86, envolvidas na apresentacao de
antigenos, através dos receptores prostanoides (EP) 2 e EP 4, (Morichika et al.,
2003.

Durante o processamento e apresentacao de antigenos as APCs profissionais
necessitam de estimulos para a expressdao de moléculas co-estimuladoras (CD80,
CD86) e de adesao (LFA-1), importantes para promover ativagdo e diferenciagéo
dos linfécitos T, além de favorecer interacées entre células B e a producao de
anticorpos (Freeman, et al.,1993a, Freeman, et al., 1993b). Embora os linfécitos B
carecam de atividade fagocitica, eles tém a capacidade de capturar, processar e
apresentar antigenos as células T auxiliares. Eles mostram-se especialmente
eficazes na apresentacdo de antigenos que se ligam especificamente as suas
imunoglobulinas de superficie. Em geral, os linfocitos B com especificidade

apropriada sdo muito escassos por ocasidao do primeiro contato com o antigeno,
11
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entretanto, tornam-se cada vez mais importantes como APC, a cada exposigao.
Numerosos estudos tém abordado diferentes aspectos da funcado de apresentacao
de antigeno por linfécitos B nas ultimas duas décadas, mostrando a importancia
dessas células como APC na resposta imune primaria e secundéaria (Rodriguez-
Pinto, 2005). Dentro desse contexto, os linfécitos B podem induzir tolerancia ou
gerar resposta imune, dependente do seu estado de ativacao (Saoudi, et al., 1995;
Yuschenkoff, et al., 1996; Townsend e Goodnow,1998; Tsitoura, et al., 2002).
Linfécitos B expressando receptor de célula B (BCR) com alta afinidade podem
induzir proliferacdo de linfécitosT CD4" apds incubagdo com antigeno sollvel em
baixa concentragdo, mostrando que células B possuem mecanismo altamente
eficiente para a concentragdo de pequenas quantidades de antigeno, o que resulta
em uma intensificacdo de sua apresentagdo, podendo modular a resposta imune
contra o antigeno (Batista e Neuberger, 1998; Guermonprez, et al., 1998). Outros
estudos mostram que nas doengas auto-imunes as células B tém um papel central
como ceélulas apresentadoras de antigenos (Liang e Mamula, 2000). A auto-
reatividade de células B e T co-existem num repertério normal, mas sua ativagéo €
dependente de varios fatores genéticos e ambientais. As células B auto-reativas séo
importantes APCs na iniciacao e desenvolvimento da resposta imune por células T
CD4" a antigenos préprios, pois seu BCR ndo pode determinar a origem do
antigeno (proprio ou estranho). Isto contrasta com as outras APCs, onde a ativagao
depende do reconhecimento do padrdao molecular do antigeno, ou seja, do antigeno
patogénico. Portanto, em muitos casos, a auto-imunidade pode surgir quando
antigenos que estao seqlestrados tornam-se accessiveis, permitindo que células B
reconhecam esses antigenos, e os apresente as células T CD4", amplificando as

respostas auto-imunes.

12
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Na doencga de Chagas, a ocorréncia de auto-imunidade continua sendo um
aspecto fundamental na compreensdo da patogénese da doencga. Estudos
demonstraram que pacientes com a forma clinica CARD da doenga de Chagas
apresentam niveis elevados de células B CD5" no sangue periférico e apds
estimulacao in vitro com anticorpos especificos contra o parasito (Dutra et al.,2000).
Células B CD5" tém sido associadas a patologia na doenca de Chagas experimental
(Minoprio, 1991) e também tem sido observada a presenca dessas células em
doencas auto-imunes (Becker, 1990; Smith e Olson, 1990).

O desenvolvimento da patologia na doenca de Chagas € consequéncia de
uma longa e complexa relacdo entre persisténcia do parasito e mecanismos
homeostaticos mal adaptados do hospedeiro, levando a alteragbes patolégicas
(Pérez-Fuentes et al., 2003). Desta forma, os estudos propostos neste trabalho
buscam um melhor entendimento dos mecanismos imunolégicos envolvidos na
homeostasia do hospedeiro através da caracterizacdo do perfil de macréfagos e
células B como APCs e a avaliagcdo da producao de citocinas e PGE; por células

mononucleares do sangue periférico.
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2.1. Objetivo Geral
Avaliar o papel de monécitos/macrofagos como células apresentadoras de antigeno
e como células reguladoras da resposta imune em pacientes portadores das formas

clinicas indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a resposta de proliferacao das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) e de células nao aderentes (NA) ap6s estimulagao in vitro por antigenos do
T. cruzi,

- Avaliar o efeito da adicao de indometacina sobre a resposta de proliferacao das
PBMC e de células NA apés estimulagao in vitro por antigenos do T. cruzi,

- Avaliar os niveis de PGE2 nos sobrenadantes de cultura de PBMC e de células NA
apos estimulacao in vitro com antigenos do T. cruzi;

- Avaliar a producado das citocinas, IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, nos sobrenadantes de
culturas de PBMC e de células NA apds estimulagéo in vitro com antigenos do T.
cruzi,

- Avaliar a expressao de moléculas HLA-DR, CD80 e CD86 na superficie de
mondcitos e de linfécitos B nas populacbes de PBMC e de células NA apds

estimulacao in vitro com antigenos do T. cruzi;
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3. POPULAGAO ESTUDADA

Neste estudo, avaliamos o papel de mondcitos/macréfagos como células
apresentadoras de antigeno e como células reguladoras da resposta imune em
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada ou cardiaca da doenca de
Chagas, e em individuos nao infectados pelo T. cruzi, saudaveis, que apresentavam
testes soroldgicos negativos (imunofluorescéncia indireta, ELISA, hemaglutinagdo ou
Fixacdo do complemento) bem como auséncia de qualquer alteracao cardiaca. Os
pacientes avaliados neste trabalho apresentavam idade variando entre 24-66
anos(CONFERIR). Esses pacientes eram provenientes do Centro de Treinamento e
Referéncia em Doencgas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais e
foram acompanhados clinicamente pelo Professor Manoel Otavio da Costa Rocha.
Os pacientes chagasicos foram classificados considerando-se os aspectos clinicos,
radioldgicos e eletrocardiograficos, segundo critério sugerido por Rocha et al., 2003.
Para definir a forma clinica indeterminada foram realizados, ainda, esofagograma e
enema opaco.

O critério de exclusdo de pacientes neste estudo incluiu presenca de
hipertensao arterial, diabetes mellitus ou tolerancia reduzida a glicose, disfuncao
tireoidiana, insuficiéncia renal, doengas de obstrucao respiratoria cronica, desordens
hidroeletroliticas, histéria de obstrucao coronariana e doenga reumatica, alcoolismo,
gravidez, anemia e qualquer outra doenca sistémica significativa crénica ou aguda
que pudesse interferir nos resultados dos métodos propostos.

Os detalhes da populacao estudada estao resumidos na TAB.1. Os pacientes

com doenga de Chagas foram classificados da seguinte forma:
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Pacientes com doenca de Chagas pertencentes a forma clinica Indeterminada (IND

n=11):

Pacientes com doenca de Chagas assintomaticos, sem miocardiopatia aparente,
sem histéria ou exame fisico sugestivo de comprometimento crénico, com apenas
evidéncias soroldgicas da infeccdo, e os exames de ECG (eletrocardiograma),
Raios-X de Térax, Raios-X de Eséfago e Enema opaco normais.

Pacientes com doenca de Chagas pertencentes a forma clinica Cardiaca (CARD

n=11

Pacientes cardiacos que apresentavam alteracbes de ECG graves, com
cardiomegalia e/ou sinais de insuficiéncia cardiaca congestiva.

Todos os individuos incluidos nesse estudo foram doadores voluntarios. Para
isto foi indispensavel o consentimento escrito dos mesmos. O protocolo adotado
nesse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas

Gerais.

TABELA 1

, NUMERO DE INDIVIDUOS MEDIANA DA
GRUPO CLINICO SIGLA

Homens  Mulheres Total IDADE/Variacao
N&o infectados NI 6 5 11 38 (26-59)
Forma clinica
IND 9 8 17 43 (30-59)

Indeterminada
Forma clinica

CARD 11 4 15 42 (24-66)
Cardiaca
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Obtencao do antigeno soluvel do parasito da forma epimastigota (EPI) do

T.cruzi

A forma epimastigota do parasito foi cultivada e mantida em meio LIT,
suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os parasitos da forma epimastigota
(EPI), pertencentes a cepa CL, foram lavados trés vezes em solucéo salina (PBS
0,15M pH=7,4) por centrifugacao, e a massa umida gelada e degelada trés vezes. A
ruptura total dos parasitos se deu por homogeneizagdo em tubos Potter Elvejen a
20000 rpm por 60 segundos. Esse procedimento foi repetido cinco vezes com
intervalos de 30 segundos em banho de gelo. Subsequentemente, as suspensdes
foram centrifugadas a 50000 rpm durante 60 minutos a 4°C com PBS. O
sobrenadante foi coletado, dialisado por 48 horas a 4°C, filtrado em filtro Millipore

0.45um e mantido em pequenas aliquotas (1mL) a —70°C até o uso.

4.2 - Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

O sangue dos pacientes que participaram deste estudo foi coletado em tubo
Vacutainer estéril contendo heparina. O sangue total heparinizado foi lentamente
adicionado a uma mistura de Ficoll-Hypaque (LMS, Litton Biogenetics, Savannah,
Georgia, USA), na proporcdo de 2:1 em tubos de 50 mL e centrifugados a 400g
durante 40 minutos a 20°C em centrifuga refrigerada Beckman, modelo J-
6B(Beckman Instruments Icn., Irvine, USA). Ao final da centrifugacao obteve-se um
anel de PBMC entre a mistura de Ficoll-Hypaque e o plasma. O plasma foi retirado,
cuidadosamente, e posteriormente utilizado para os testes de sorologia convencional
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para a doenca de Chagas. As células foram coletadas e transferidas para tubos
conicos de 50 mL onde foram lavadas 3 vezes por centrifugacdo 400g por 10
minutos a 4°C em meio de cultura MEM (Minimal Essential Medium). Finalmente, as
células foram ressuspendidas em RPMI, contadas em camara de Neubauer, e
ajustadas para a concentracao desejada de acordo com 0 ensaio a ser realizado.
Toda a manipulacdo, com excecdo da contagem de células, foi realizada em
condicoes estéreis em capela de fluxo laminar (BBL-Biological Cabinet, model
60474, Cockeysville, MD ou Veco, modelo VLFS 12 M, Campinas, Sdo Paulo) com
solugdes e vidrarias também estéreis previamente siliconizados para evitar

aderéncia de células a parede dos vidros.

4.3 — Remocao de células aderentes

Partes das células mononucleares obtidas no ensaio acima foram utilizadas
para o ensaio de remocao de macréfagos. Cerca de 1 mL da suspensao de células
(1X107) foi distribuida em 3-4 placas de petri contendo 1mL de meio CMBLAST
(1,6% de L-glutamina, 3% de um coquetel de antibiético e antimicético [penicilina,
estreptomicina e anfotericina] e 5% de soro humano normal AB Rh + diluidos em
meio RPMI 1640) e incubadas por 50 minutos em estufas com ar umido contendo
5% de CO, a 37°C. Ap6s este tempo, as células foram ressuspensas por
movimentos delicados de rotacdo das placas e transferidos para tubo falcon de
15mL. As placas entdo eram lavadas trés vezes com RPMI a 25°C, juntando os
lavados ao sobrenadante no mesmo tubo falcon de 15mL e centrifugados a 400g por

10 minutos a 4°C. Apds a centrifugagao, as células foram ressuspensas com RPMI e
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volume ajustado para concentracdo de células de 1X10’ células por mL. O
percentual de remocao dos mondcitos foi monitorado por citometria de fluxo. Os
dados do citdmetro de fluxo mostraram contaminagéo entre 15 a 20% de mondcitos

na populacao de células nao aderentes (NA),(FIG.1)
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FIGURA 1: Analise do percentual de mondcitos obtidos antes e apds remogéao de
células aderentes. A figura representa o perfil de localizagdo de células de acordo
com a emissdo de fluorescéncias FL1 (CD14) em fungdo da granulosidade,
abordagem utilizada para delimitar a populagdo de mondécitos (R2) em PBMC (A) e
em células NA, apds remocao dos mondcitos(B).
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4.4 - Ensaio de proliferacao celular

O ensaio de proliferacdo celular (blastogénese) foi realizado segundo
procedimento descrito por GAZZINELLI et. al.(1983). Em resumo, as PBMC foram
mantidas em meio de cultura CMBLAST. O cultivo foi feito em placas de fundo chato
com 96 pocos, onde se acrescentaram a cada po¢o 150uL de CMBLAST, 25uL de
suspensdo de células em RPMI, na concentracdo de 10° células/mL, 25 uL de
preparacdo antigénica EPI na concentragcdo de 200ug/mL. Paralelamente foi
realizado o ensaio de inibicao de prostaglandina (PGE,) através da adicao de 25 uL
de Indometacina (10°M e 10°M) as culturas de PBMC sem estimulo e com estimulo
antigénico. A Indometacina é um inibidor da via da cicloxigenase, enzima
responsavel pela degradagéo do 4cido araquidénico, precursor de varios metabolitos
ecosandides como as prostaglandinas.

As culturas foram mantidas em incubadora contendo 5% de CO. em
atmosfera umida (Forma Scientific, Marietta, OH, USA) a 37% durante 6 dias. No
sexto dia de cultivo adicionaram-se a cada poco 25 plL de solucéao de timidina tritiada
(3[H]-timidina) contendo 0,2 uCi, com atividade de 20 Ci/mmol (ICN,
Radiochemicals, Irvine, CA, USA), e as placas de cultura foram, novamente,
incubadas por mais 6 horas. Finalmente, as células foram oletadas em papel de fibra
de vidro (Whatman 934-AH, Whatman INC., Clifton, N.J., USA), com auxilio de um
coletor automatico de células (Cell Harvester Brandel, M-24S, USA). O papel de fibra
de vidro contendo as células radioativas foi submetido a secagem em estufa e
colocado em frascos de cintilagdo liquida, aos quais acrescentaram-se 3,5 mL de

coquetel de cintilacdo, contendo em cada litro de tolueno: -333mL de Triton X 100
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(Sigma), - 5g de PPO ( 2,5-difeniloxazole / Fisher Scientific Company, N. J., USA) —
0,1g de POPOP(1,4-bis 2-[5-feniloxazolil]-benzeno] / Fisher).

A radioatividade incorporada foi, inicialmente, determinada em cintilador
Beckman LS6000SC. Cada amostra era contada durante 2 minutos, com 0s canais
de ® H e "C abertos. Cada experimento era feito em triplicata, acompanhado da
cultura controle, onde se adicionava RPMI em substituicao a preparagao antigénica.
Os resultados foram expressos em contagens por minuto (cpm) e os dados
analisados apds a diminuicdo do cpm das células ndo estimuladas (experimental —

controle) E-C = A cpm.

4.5 - Obtencao de sobrenadantes de cultura para deteccao dos niveis de
prostaglandina E; e de citocinas

Utilizando-se a mesma metodologia para o ensaio de proliferacao celular, as
células (108 células/pogo) foram incubadas em placas de fundo chato de 24 pogos,
que continham 800 uL CMBLAST e 100 uL de preparacdo antigénica EPl. Em
culturas controle acrescentaram-se 100ul de RPMI em substituicdo ao estimulo
antigénico. As culturas foram mantidas em incubadoras contendo 5% de CO»o, em
atmosfera Gmida a 37°C. Os sobrenadantes de cultura foram coletados apds 18
horas e estocados imediatamente a -70°C para posterior utilizagado para dosagem de
prostaglandina E, através da técnica de ELISA e para dosagem das citocinas pelo
sistema Cytometric Bead Array (CBA) utilizando o citémetro de fluxo (FACScalibur,

Becton Dickinson, Mountain View, CA).
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4.6 — Analise do fenotipo celular de leucécitos do sangue periférico

As reacbes de imunofluorescéncia para PBMC foram realizadas de acordo
com protocolo sugerido pela Becton Dickinson (San Jose, CA,USA) e adaptado para
placas de 96 pocos. Os anticorpos monoclonais utilizados sdo marcados com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) e ficoeritrina (PE) e foram obtidos
comercialmente da Becton Dickinson (Tabela 2). As placas de 96 pocos foram
adicionados 25uL de solucdo de anticorpo monoclonal especifico para o receptor
celular de interesse, marcado com fluorocromo, diluido 1:5 em Tamp&o FACS (PBS
contendo 1% BSA, pH 7.4). Para cada teste, utilizaram-se 250.000 células por pogo
(PBMC ou NA cultura controle e apéds estimulagao antigénica), que foram incubadas
por 20-30 min, ao abrigo da luz, a 4°C. Em seguida, as amostras foram lavadas com
200uL de PBS 0.015 M pH 7.4 por centrifugagdo (1300rpm, 7min, 4°C) e o
sobrenadante desprezado. As amostras foram entdo fixadas com 200ulL de solugéo
fixadora (10g/l de Paraformaldeido, 1% de Cacodilato de Sddio, 6.67¢g/l de Cloreto
de sédio, pH7.2). Ap6s um periodo de 30 min a 4°C, transferiu-se as amostras para
tubos de 500uL e os parametros fenotipicos das células foram determinados por

citometria de fluxo (FACScan Becton Dickinson).

4.2.6.1 - Aquisicao e analise dos dados em Citometro de Fluxo

O citbmetro de fluxo utilizado neste trabalho é equipado com lampada de
argbnio que permite a avaliacdo basica de 4 parametros: tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), fluorescéncia do tipo 1 (FL1), fluorescéncia do tipo 2 (FL2),

fluorescéncia do tipo 3 (FL3) e fluorescéncia do tipo 4 (FL4).
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A identificacdo de populagdes celulares de interesse, bem como a
determinagao do valor percentual destas populagdes e sub-populagdes, foram feitas
através de um sistema de computador e o “software, Cell Quest’, acoplado ao
citbmetro. O “Cell Quest” fornece um perfil de células de acordo com o tamanho e
granulosidade. Foram coletados 10.000 eventos para a andlise apds estimulagao in
vitro.

A FIG. 2 representa, de forma esquematica, a determinacao do fenoétipo celular.
A FIG. 2A mostra a selecao da populacdo de linfocitos baseada em aspectos
morfométricos, através de gréaficos de distribuicdo pontual de tamanho (Dispersao
Frontal - FSC - Forward Scatter) versus granulosidade (Dispersado Lateral - SSC -
Side Scatter). Apds selecdo da populagcdo de interesse, por meio de uma janela
(“oate” R1), a frequéncia das subpopulagbes fluorescentes, dentro da populacao
selecionada, foi obtida em graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de
fluorescéncia 1 (FITC) versus fluorescéncia 2 (PE). A FIG. 2B ilustra a selegéo da
subpopulacao de linfécitos B CD19". Os resultados obtidos foram avaliados pelo

Canal Médio de Fluorescénica (CMF).
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FIGURA 2: Andlise de linfécitos do sangue periférico apds estimulacao in vitro com
antigenos do T. cruzi. (A) representa o perfil celular da populagdo de linfécitos
selecionada no “Gate” R1, em gréafico de tamanho (FSC) versus granulosidade
(SSC). (B) representa o perfil de andlise da populagcdo de linfocitos B CD19%,
expressando CD86 em gréfico de fluorescéncia 1 (CD19-FITC) versus fluorescéncia
2 (CD86-PE).

Para garantirmos uma selecdo segura para a populagdo de mondcitos foi
construido um gréfico de FL1 para o marcador CD14 em fungédo da granulosidade
(FIG.3A). A populacdo analisada apresenta granulosidade intermediaria e fortemente
positiva para este fenétipo celular, sendo delimitada por um marcador (R2). Através
desta abordagem pode-se obter uma populacdo homogénea e bem definida das
demais, ndo s6 facilitando a selecdo da populagdo de interesse, como também
garantindo a sua identificacdo de forma segura e padronizada. Apds a selecao da
janela de interesse (R2) analisou-se a intensidade de fluorescéncia apresentada
pelas células presentes nesta janela, utilizando-se de graficos de FL1 versus FL2

(FIG.3B).
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FIGURA 3 : Andlise de mondcitos do sangue periférico apos estimulacao in vitro
com antigenos do T. cruz. (A) representa o perfil celular da populagédo de monécitos
selecionada no “gate” R2,. (B) representa o perfil de andlise da populagdo de
monécitos CD14"expressando CD86, em grafico de fluorescéncia 1 (CD14-FITC)
versus fluorescéncia 2 (CD86).

TABELA 2

Relacao dos anticorpos utilizados para analise do fenétipo dos leucocitos do
sangue periférico

Marcador* Clone Concentracao Atividade'
CD19-FITC 4G7  0,5ug Expresso em linfécitos B; transducédo de
sinal.
MOP9  0,5ug Identificacdo de células mieldides como
CD14-FITC

monadcitos e macréfagos; receptor para o
complexo de LPS e LBP.

G466  0,5ug Molécula do Complexo de MHC de classe
HLA-DR-PE L. )
Il expressa na superficie de células
humanas.
L307.4 0,5ug Co-estimulo para ativacao e proliferacao
CD80-PE ]
de células T.
2331  0,5ug Co-estimulo para ativacao e proliferacao
CD86-PE )
FUN-1 de células T.

*Anticorpos marca Becton Dickinson (BD), E.U.A.

T 8th HLDA International Workshop (2004)
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4.7 - Avaliacao do padrao de citocinas nos sobrenadante de cultura de PBMC e
células NA apds estimulacao in vitro

Os niveis de citocinas dos sobrenadantes de cultura estimuladas foram
quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA), Becton
Dickinson, seguindo a metodologia sugerida pelo fabricante. Esta técnica emprega
uma mistura de 6 esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia distintas,
recobertas com anticorpos especificos para as citocinas humanas detectadas no
canal de FL3. A utilizagdo de uma mistura de esferas permite a avaliacao simultanea
de diversas citocinas de interesse no mesmo ensaio, empregando pequenos
volumes de amostra.

Desta forma, 50ul da mistura de esferas de captura, marcadas com anticorpos
monoclonais anti IFN-vy, IL-2, IL-4 e IL-10 foram transferidas para tubos de 12x75mm
destinados ao controle negativo e as amostras a serem testadas. Em seguida, 50uL
do diluente G e das amostras de sobrenadantes a serem testadas foram adicionados
aos seus respectivos tubos. As misturas foram incubadas por 90 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apés a incubagéo, as esferas de captura
foram lavadas com 1mL da solucdo tampéao (PBS) e centrifugadas a 200g, por 5
minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi aspirado e descartado, restando
aproximadamente 100ul em cada tubo. As esferas de captura foram entéo
incubadas por 90 minutos, ao abrigo da luz, com um coquetel de anticorpos
monoclonais humanos marcados com PE (Human Inflammation PE Detection
Reagent). Apds a incubagéo, as esferas foram novamente lavadas com 1ml de
tampao e centrifugadas a 200g por 5 minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi
aspirado e descartado, restando aproximadamente 100ul em cada tubo, onde foram
adicionados 300ul de solugdo tampao para ressuspender as esferas e posterior
leitura das amostras no citdmetro de fluxo.

Para aquisicdo dos dados das amostras, o aparelho foi ajustado utilizando o
BD FACSComp Software e o BD Calibrate Beads. O objetivo do ajuste do aparelho
consiste em definir os parametros de tamanho e granulosidade adequados para o
posicionamento das esferas de captura em graficos de tamanho versus
granulosidade. Apéds a selegcao das esferas, procedeu-se o ajuste da intensidade da

FL3 para permitir a segregacao das esferas policromaticas, apresentando diferentes
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intensidades de fluorescéncia, em histogramas unidimensionais. Para cada tubo
processado foram adquiridos 1800 eventos dentro da regido selecionada R1 (300
eventos por citocina testada).

A andlise do perfil de citocinas do Tipo 1 (IL-2, IFN-y) e do Tipo 2 (IL-10 e IL-
4) nos sobrenadantes de cultura foi realizada segundo protocolo proposto pelo
fabricante através da utilizacdo do BD CBA Analyses Software, com auxilio do
Microsoft Excel, modificado como descrito a seguir. O programa BD CBA Analysis
Software faz a selegdo automatica da regido das esferas de captura em graficos de
tamanho versus granulosidade (FIG.4A). Em seguida, o programa separa as esferas
em funcdo da intensidade da FL3 e analisa o deslocamento das esferas em funcéo
da intensidade da fluorescéncia 2 (FL2) em graficos bidimensionais de FL2 versus
FL3).( FIG 4B e C). A ligacéo da citocina presente na amostra de interesse a esfera
de captura e a revelagao da ligacao através do uso de um coquetel de anticorpos
monoclonais anti-citocinas humanas marcadas com ficoeritrina (PE) pode ser
evidenciado através do deslocamento do conjunto de esferas para a regiao de maior
intensidade de fluorescéncia em relacdo ao tubo controle negativo, sem amostra
(FIG.4 B e C). Os valores correspondentes a intensidade média de fluorescéncia FL2
na escala logaritmica foram utilizados como a unidade de analise semi-quantitativa

para cada citocina analisada.
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FIGURA 4: Analise quantitativa de citocinas de sobrenadante de cultura utilizado
pelo BD CBA Analyses Software. Inicialmente, o programa promove a selegédo
automética da populacdo de esferas de captura em graficos de tamanho versus
granulosidade (A). Em seguida, separa as esferas e analisa da intensidade de
fluorescéncia correspondente ao complexo esfera-citocina-anticorpo PE(B e C).
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4.8 - Quantificacao dos niveis de Prostaglandina E2 nos sobrenadantes de
cultura

A quantificagdo de prostaglandina E2 (PGEZ2) secretada por macréfagos, apos
estimulacao por antigenos do T. cruzi foi realizada empregando-se o KIT de ELISA -
Prostaglandin Es Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA) Systen -
RPN22210(Amersham Biosciences). Em microplacas de ELISA de fundo chato
(Amersham Biosciences) de 96 pocos foram adicionados 50 pL de tampéao de ensaio
diluido (Amersham Biosciences), 50 uL das amostras de sobrenadante de cultura e
50uL de anticorpo de cabra anti-mouse (Amersham Biosciences). As placas foram
incubadas por trés horas em geladeira (2-8°C). Em seguida, 50uL de anticorpo anti-
PGE; conjugado com peroxidase (Amersham Biosciences) foram adicionados e por
as placas foram incubadas por 1 hora em geladeira (2-8°C). Apds este tempo, os
pocos foram aspirados e lavados por 4 vezes com tampéo de lavagem (Amersham
Biosciences) Em seguida adicionaram-se 150uL de substrato Tetramethylbenzidine
(TMB) por 30 minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo. A reacao enzimatica foi
bloqueada pela adicdo de solugcdo de &cido sulfurico (1M) e a densidade éptica
medida em leitor de ELISA automatico utilizando-se um filtro de 450nm. A
sensibilidade € de 1 — 32pg/poco, ou seja, 20 — 640pg/mL. Os dados obtidos na
leitura foram entdo processados através do programa Soft Max para o calculo da

concentragado de PGE, em pG/mL nos sobrenadantes testados.
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4.9. Analise estatistica

A analise estatistica dos dados de perfil celular, freqiéncia de marcadores
celulares e de produgao de citocinas foi realizada através do software GraphPad

PRISM 3.03 (E.U.A.).

Para comparacao de dois grupos de amostras foi utilizado o Teste t de “Student”,
para dados paramétricos, e o teste de Mann-Whitney, para dados né&o

paramétricos.

Na comparacao entre trés grupos, a avaliagdo para determinagdo de dados
paramétricos ou ndo parameétricos foi realizada utilizando-se o programa
estatistico Making Data Analysis Easier MINITAB 13.20 (E.U.A.). Os testes
estatisticos foram realizados utilizando-se o software GraphPad PRISM 3.0
(E.U.A.). A analise de variancia (ANOVA), seguida pela analise de comparacoes
multiplas pelo teste de Tukey, foi feita para dados paramétricos. O teste de
Kruskal-Wallis, seguido pela andlise de comparagdes multiplas pelo teste de
Dunns foi realizado para dados ndo paramétricos. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05 (95% de confianga).
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5.0 - RESULTADOS

33



RESULTADOS

5.1 Ensaio de proliferacao de PBMC e de células NA, estimuladas com

antigeno de T.cruzi

Para avaliar a proliferagdo de PBMC e de células NA de individuos nao
infectados (NI) pelo T cruzi e de pacientes com as formas IND e CARD da doenca
de Chagas, essas células foram cultivadas in vitro na presenca e auséncia de
homogenato antigénico de formas epimastigotas do T. cruzi (EPI).

Observou-se que as PBMC dos pacientes dos grupos IND e CARD
apresentaram resposta de proliferagcao celular significativamente maior (p< 0,05), em
comparacgao aos individuos do grupo NI. No entanto, nenhuma diferenga significativa
foi encontrada na resposta proliferativa entre as células dos pacientes dos grupos
IND e CARD (FIG.5A). Ja no ensaio de proliferagéo de células NA observou-se nivel
mais alto de incorporacdo de *[H]-Timidina pelas células do grupo NI, fazendo com
que nado houvesse mais significancia dos resultados entre os grupos (FIG.5B).
Considerando-se que a molécula reguladora dessa proliferagdo celular inespecifica
pudesse ser a PGE2, seguiu-se para o ensaio de inibicdo da producao deste

mediador lipidico.
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150000+ 150000-

FIGURA 5. Proliferacao celular de PBMC e células NA de individuos do grupo NI (o)
e de pacientes do grupo IND (&) e CARD (0). Os resultados estao representados
por A cpm (contagem de células por minuto (cpm) da cultura de células com
estimulo (E) menos cultura de células sem estimulo (C).Os resultados sao expressos
como dispersdao dos valores individuais (sinais) e mediana (barras). A letra a
representa as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) relacionadas ao
grupo de pacientes NI.
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5.2 Ensaio de proliferacao de PBMC, estimuladas com antigeno de T.cruzi, na
presenca de indometacina

Procedeu-se entdo ao ensaio de proliferacdo de células de individuos dos
grupos NI, IND e CARD, estimuladas com EPI, na presenca e auséncia de
indometacina,nas concentragdes 10°M e 10°M (INDO 5 e INDOS, respectivamente),
como descrito na metodologia.

Verificou-se nao haver diferenca estatisticamente significativa entre a
proliferacao celular dos individuos dos grupos NI, IND e CARD. Entretanto, no grupo
IND, observou-se dois perfis de proliferacdo: células com baixa capacidade
proliferativa (< 50000 A cpm), oriundas de pacientes denominados baixos
respondedores (BR), tanto na cultura com INDOS5, quanto na concentracdo de
INDOB6, e células com maior capacidade de proliferacdo (> 50000 A cpm), oriundas
de pacientes, denominados altos respondedores (AR) - (FIG. 6A e 3B).

Os pacientes do grupo IND foram, entédo, separados em dois subgrupos para
uma nova avaliagao estatistica (Fig 6C e 6D). Neste caso, observou-se diferenca
significativa (p<0,05) do subgrupo IND BR, quando comparado com o grupo CARD,
e do subgrupo IND AR, quando comparado com o grupo NI. Os dados foram
reprodutiveis nas culturas adicionadas de INDO5 e de INDO6. Mostrou-se, assim,
que o bloqueio da producdo de PGE2 pb6de evidenciar capacidades distintas de
proliferacao celular de pacientes do grupo IND.

Considerando a resposta de proliferacdo como conseqiiéncia da ativacao
celular, induzida pelo estimulo antigénico, passou-se a analise de moléculas HLA

DR, responsaveis pela apresentacao de antigeno.
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FIGURA 6. Proliferacdo celular de PBMC de individuos do grupo NI (2) e de
pacientes do grupo IND (2), subgrupo IND BR (¢) e IND AR (o) e do grupo CARD (a
), na presenca de Indometacina. Em 2A e 2B antes de separar o grupo IND em dois
perfis e em 2C e 2D ap06s separagao do grupo IND em dois perfis. Os resultados
estao representados por A cpm, contagem de células por minuto (cpm) da cultura de
células com estimulo (E) menos cultura de células sem estimulo (C). Os resultados
s&o expressos como dispersao dos valores individuais (sinais) e medianas (barras).
As letras a e d representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
relacionadas ao grupo de pacientes NI e CARD respectivamente.
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5.3 Avaliacao da expressao de HLA-DR nas populacées de mondcitos em
cultura de PBMC e células NA

Para verificar a ativacdo de mondcitos em PBMC de individuos do grupo NI e
pacientes dos grupos IND e CARD, as células foram cultivadas na presenca e
auséncia de EPI. Avaliou-se a expressao do marcador HLA-DR em células CD14+,
atraves do canal medio de fluorescéncia (CMF).

Observou-se que independentemente de os mondcitos estarem presentes na
populacdo de PBMC ou remanescentes na populacdo de células NA,
antigenicamente ndo estimuladas (C), ou estimuladas por EPI, ndo houve diferenca
significante na expresséo de HLA-DR na superficie das células CD14". Esse achado
sugere que o estimulo antigénico nao foi capaz de aumentar a capacidade de
apresentacdo de antigeno dos mondcitos, para interacdo com LT, na resposta
secundaria dos pacientes com doenga de Chagas dos grupos IND ou CARD, em

relagéo as células dos individuos NI (FIG. 7) .
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FIGURA 7. Expressao de HLA-DR, por CMF, na populagcdo de mondcitos em
culturas controle (C) e estimuladas (E) de PBMC e células NA dos grupos NI cultura
sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e cultura
com estimulo (v) e CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v). Os

resultados estdo expressos como dispersao dos valores individuais (sinais) e
medianas (barras).

5.4 Avaliagdo da expressdao das moléculas CD80 e CD86 na populacao de
monaocitos em cultura de PBMC e NA

Para confirmar a auséncia da ativagdo de mondcitos para a funcdo APC,
avaliou-se a expressao do marcador CD80 em culturas de PBMC e NA controle
(RPMI) e estimuladas com EPI de individuos do grupo NI e pacientes do grupo IND e
CARD.

Realizou-se avaliagdo dos marcadores CD80 e CD86 através de canal
médio de fluorescéncia (CMF). Verificou-se ndo existir diferenca significativa na
expressao das moléculas CD80 ou CD86 em mondcitos das culturas de PBMC e NA
estimuladas ou ndo com antigenos do T. cruzi, quando compararam-se 0S grupos
IND e CARD com os individuos do grupo NI (Fig 8 e 9).
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FIGURA 8. Expressao de CD80, por CMF, na populagdo de monécitos em culturas
controle (C) e estimuladas (E) de PBMC e células NA dos grupos: NI cultura sem
estimulo (2) e cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e cultura com
estimulo (v) e CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v). Os

resultados estdo expressos como dispersdo dos valores individuais (sinais) e
medianas (barras).
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FIGURA 9. Expressao de CD86, por CMF, na populagdo de monécitos em culturas
controle (C) e estimuladas (E) de PBMC e NA e células NA dos grupos: NI cultura
sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e cultura
com estimulo (v) e CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v). Os
resultados estdo expressos como dispersao dos valores individuais (sinais) e
medianas (barras).
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Para confirmar, entdo, que mondcitos/macréfagos funcionam como células
reguladoras da resposta proliferativa, e que a PGE2 esta presente neste processo,

tornou-se necessaria a avaliagcao deste mediador nas culturas.

5.5 - Dosagem de PGE2 em sobrenadantes de culturas de PBMC e de células
NA

Para verificar a quantidade de PGE2 produzida ap6s estimulagao in vitro por
antigenos do T. cruzi, utilizou-se a técnica de ELISA, como descrito na metodologia.

Os sobrenadantes de cultura de PBMC e de células NA dos
individuos/pacientes dos grupos NI, IND e CARD foram removidos apds 18 horas da
estimulacao in vitro por antigenos do T. cruzi.

Embora se percebesse uma diminuicao da producdo de PGE2 na populagao
de células NA, ndo houve diferenca estatistica entre os niveis de PGE2 nos
sobrenadantes das culturas de PBMC ou de células NA, sem estimulo ou
estimuladas por EPI nos grupos NI, IND e CARD (FIG. 10). Os dados sugerem que a
producao de PGE2 esta associada a presenca de mondécitos na cultura, reforgcando o

papel desta célula como imunorreguladora.
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FIGURA 10. Dosagem de PGE2 (pg/mL) em sobrenadante de culturas controle (C) e
estimuladas (E) de PBMC e células NA dos grupos: NI cultura sem estimulo (2) e
cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v) e
CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v). Os resultados estao
expressos como dispersao dos valores individuais (sinais) e medianas (barras).

5.6 - Avaliacao da expressao de HLA-DR na populacao de linfocitos B CD19*
em cultura de PBMC e células NA

Para verificar a capacidade dos linfocitos B atuarem como APC nas
populacées de PBMC e de células NA de pacientes dos grupos IND e CARD,
comparadas as do grupo NI, as células foram cultivadas in vitro na presenca e
auséncia de EPI, avaliando-se a expressao da molécula HLA-DR na superficie dos

linfécitos B CD19+, através do canal médio de fluorescéncia (CMF).
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Observou-se que nas culturas de PBMC, estimuladas por EPI, ndo houve
diferenga significante da expressao de HLA-DR nos linfécitos B CD19+, quando
comparada as culturas sem estimulo dos grupos NI, IND e CARD (FIG. 11A e B).

No entanto, a expressdao de HLA-DR em linfécitos CD19+ nas culturas de
células NA, estimuladas por EPI, aumentou significantemente quando comparada as
culturas sem estimulo, tanto no grupo NI como nos grupos IND e CARD. (FIG. 11 A

e B), indicando o aumento da capacidade dos linfécitos B atuarem como APC na
auséncia de mondécitos/macrofagos.
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FIGURA 11. Expressdo de HLA-DR, por CMF, na populagdo de linfécitos B em
culturas controle (C) e estimuladas (E) de PBMC e células NA dos grupos: NI
cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e
cultura com estimulo (v) e CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo
(v). Os resultados estao expressos como dispersao dos valores individuais (sinais) e
medianas (barras). As letras a, ¢ e e representam as diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) da cultura com estimulo em relagdo a cultura sem estimulo
dos grupos NI, IND e CARD respectivamente.
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5.7 Avaliacao da expressao de moléculas CD80 e CD86 na populacao de
linfécitos CD19+, em culturas de PBMC e de células NA

Considerando, entdo, que houve ativacdo do linfécito B através da
verificagcdo do aumento da expressdao de HLA-DR na populacdo de células NA,
decidiu-se avaliar a expressao das moléculas de co-estimulagdo CD80 e CD86 em
células CD19+, tanto na populagdo de PBMC como na de células NA de
individuos/pacientes dos grupos NI, IND e CARD, cultivadas in vitro na presenca e
na auséncia de EPI. Realizou-se avaliagdo dos marcadores CD80 e CD86 através
de canal meédio de fluorescéncia (CMF).

Nao houve diferenga significativa na expressdo de CD80 nos linfécitos B
CD19+ na cultura de PBMC estimulada com EPI, quando comparada aos linfécitos B
CD19+ na cultura de PBMC sem estimulo dos grupos NI, IND e CARD (FIG. 12A).
No entanto, observou-se aumento significativo na expressdo de CD80 nos linfocitos
B CD19+ na cultura de células NA apds estimulo in vitro por EPI, quando comparada
a cultura sem estimulo dos grupos NI, IND e CARD (FIG. 12B). A andlise da
expressdo da molécula CD86 nos linfécitos B CD19* mostrou nao haver qualquer
alteracao tanto na populacéo de PBMC (FIG.13A) como na de células NA (FIG.13B).
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FIGURA 12. Expressao de CD80, por CMF, na populagao de linfécitos B em culturas
controle (C) e estimuladas (E) de PBMC e células NA dos grupos: NI cultura sem
estimulo (2) e cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e cultura com
estimulo (v) e CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v). Os
resultados estdo expressos como dispersao dos valores individuais (sinais) e
medianas (barras). As letras a, ¢ e e representam as diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) da cultura com estimulo em relacdo a cultura sem estimulo
dos grupos NI, IND e CARD respectivamente.
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FIGURA 13. Expressao de CD86, por CMF, na populagao de linfécitos B em culturas
controle (C) e estimuladas (E) de PBMC e células NA de individuos dos grupos: NI
cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v) , IND cultura sem estimulo (2) e
cultura com estimulo (v) e CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo
(v). Os resultados estao expressos como dispersao dos valores individuais (sinais) e
medianas (barras).
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Considerando o importante papel que as citocinas exercem no sistema imune,
atuando como moléculas reguladoras do desenvolvimento e do comportamento das
células efetoras da resposta imune, o passo seguinte foi quantificar e avaliar estas
citocinas nas populacdées de PBMC e de células NA apds 18 horas de estimulacao in

vitro por EPI de individuos/pacientes dos grupos NI, IND e CARD.

5.8 Avaliacao do padrao de citocinas produzidas nos sobrenadantes das
culturas de PBMC e de células NA

IL-2

Observou-se aumento significativo de IL-2 na cultura de PBMC com estimulo
antigénico, em relacao a cultura sem estimulo nos grupos IND e CARD (FIG. 14A).
Ja no sobrenadante de células NA, houve aumento de IL-2 somente nas células
estimuladas do grupo IND (FIG.14B).
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FIGURA 14. Dosagem de IL-2 (pg/mL) em sobrenadante de culturas controle (C) e
estimuladas (E) de PBMC e células NA dos grupos: NI cultura sem estimulo (2) e
cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v) e
CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v). Os resultados sao
expressos como dispersdo dos valores individuais (sinais) e medianas (barras). As
letras ¢ e e representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) da
cultura de PBMC ou NA com estimulo em relagdo a cultura de PBMC ou NA sem
estimulo dos grupos IND e CARD respectivamente.
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IL- 4

Verificou-se aumento na producao de IL-4 nas culturas de PBMC e de células
NA estimuladas com EPI, quando comparada a de culturas sem estimulo dos grupos
NI, IND e CARD (FIG 15 A e B).
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FIGURA 15. Dosagem de IL-4(pg/mL) em sobrenadante de culturas controle (C) e
estimuladas (E) de PBMC e células NA dos grupos: NI cultura sem estimulo (2) e
cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v) e
CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v). Os resultados sao
expressos como dispersdo dos valores individuais (sinais) e medianas (barras). As
letras a, ¢ e e representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) da
cultura de PBMC ou NA com estimulo em relagdo a cultura de PBMC ou NA sem
estimulo dos grupos NI, IND e CARD respectivamente.
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IFN-y

Observou-se aumento significativo de IFN-y no sobrenadante de culturas de
PBMC estimuladas, dos grupos IND e CARD, em relagdo aos individuos do grupo
NI. Houve também aumento na producdo dessa citocina nas culturas de PBMC
estimuladas, em relagéo as ndo estimuladas (FIG.16 A).

No entanto, nas culturas de células NA, ndo se observou qualquer diferenga

estatisticamente significativa (FIG.16 B).
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FIGURA 16. Dosagem de IFN-y (pg/mL) em sobrenadante de culturas controle (C)
e estimuladas (E) de PBMC e células NA dos grupos: NI cultura sem estimulo (2) e
cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v) e
CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v). Os resultados séo
expressos como dispersdo dos valores individuais (sinais) e medianas (barras). A
letra b representam a diferenca estatisticamente significativas (p<0,05) da cultura
com estimulo do grupo IND em relagdo a cultura com estimulo do grupo NI e as
letras ¢ e e representam as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) da
cultura com estimulo em relagdo a cultura sem estimulo dos grupos IND e CARD
respectivamente.
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IL-10

Observou-se aumento significativo de IL-10 nas culturas de PBMC e de
células NA com estimulo, em relacdo as culturas sem estimulo dos grupos NI, IND e
CARD. Observou-se também que, nas culturas estimuladas de pacientes do grupo
IND, a quantidade de IL-10 no sobrenadante de PBMC foi estatisticamente maior,
comparada a cultura de células NA (FIG. 17A e 17B).
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FIGURA 17. Dosagem de IL-10 (pg/mL) em sobrenadante de culturas controle (C) e
estimuladas (E) de PBMC e células NA dos grupos: NI cultura sem estimulo (2) e
cultura com estimulo (v), IND cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v) e
CARD cultura sem estimulo (2) e cultura com estimulo (v). Os resultados sao
expressos como dispersdo dos valores individuais (sinais) e medianas (barras). As
letras a, ¢ e e representam as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) da
cultura de PBMC ou NA com estimulo em relagdo a cultura de PBMC ou NA sem
estimulo dos grupos NI, IND e CARD respectivamente. O asterisco (*) representa a
diferenca estatisticamente significativa da cultura de PBMC com estimulo em a
relacéo a cultura de NA com estimulo do grupo IND.
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5.9 - Resumo dos Resultados

- A proliferacdo de PBMC, estimuladas por EPI, foi significantemente maior nos

grupos IND e CARD em comparagao ao grupo NI.

- A indometacina adicionada as culturas de PBMC facilitou a distincao de dois
subgrupos no grupo IND: o primeiro, denominado IND AR, com resposta proliferativa
significativamente maior do que o segundo subgrupo, IND BR.

- O nivel de proliferacao celular do subgrupo IND AR foi semelhante ao do CARD,
enquanto que a do subgrupo BR foi semelhante ao do subgrupo NI

- Células CD14+ de culturas de PBMC e de células NA, na presenga ou na auséncia
de EPI, ndo mostraram alteragcdo da intensidade média de fluorescéncia para as
moléculas HLADR, CD80 e CD86.

- Linfécitos CD19" de culturas de células NA, estimuladas por EPI, nos grupos NI,
IND e CARD mostraram maior intensidade de expressao das moléculas HLA-DR e

CD80 em relacao as culturas ndo estimuladas.

- Os niveis de citocinas mostraram-se aumentados nos sobrenadantes de culturas

estimuladas com EPI
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6.0 - DISCUSSAO
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O estudo dos mecanismos imunoldgicos envolvidos no curso da doenga de
Chagas € de fundamental importancia para o entendimento das diferentes e
complexas manifestagdes clinicas associadas a doenca. A interacdo parasito-
hospedeiro leva a ativagdo e regulacdo da resposta imune, na qual a reacao do
hospedeiro € dependente de varios fatores, dentre eles, a genética, o estado
nutricional, o meio ambiente, etc. No que diz respeito ao parasito, a variabilidade
molecular das cepas infectantes é crucial para o reconhecimento inicial dos padrdes
moleculares pelas células da imunidade inata do hospedeiro (Andrade, 1991;
Andrade et al., 2002).

Esses fatores, em conjunto, podem determinar o sentido do desenvolvimento
das formas clinicas na fase cronica. Acredita-se que o sistema imunolédgico exerca
papel importante na evolucao das lesées teciduais, induzidas pelo parasito, através
da intensa resposta imune observada em modelo experimental, principalmente na
fase aguda da doenca (Andrade e Magalhaes, 1996; Tarleton, 2001; Soares et al.,
2001, Campos e Gazzinelli, 2004). Desta forma, tém-se demonstrado, em estudos
multidisciplinares, alteragdes funcionais de componentes do sistema imune do
hospedeiro, relacionando-os a evolugédo da fase crénica (Brener e Gazzinelli, 1997,
Gomes,et. al.,, 2003; Dutra et. al., 2005; Talvani et al., 2004;.Higuchi et al., 1997,
Souza et al. 2004; 2007).

A inducdo de uma eficiente resposta imune é diretamente dependente da
ativacao apropriada de APCs, uma vez que o estimulo de células T requer uma
interacdo entre seus receptores (TCR, CD3 e CD4/CD8) e o complexo MHC-
peptideo. Neste contexto, o estudo funcional de mondécitos/macréfagos tem sido alvo
de investigacdes tanto na resposta imune inicial, através de captagdo de antigenos,

via receptores tipo Toll, bem como através da producdo de citocinas e
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prostaglandinas e da expressdo de moléculas reguladoras, envolvidas nos
processos imunopatoldgicos da doenca de Chagas (Borges et. al., 1998; Campos et
al., 2001; Muzio et. al., 2000, Takahashi, et. al., 2005; Kuroda e Yamashita, 2003;
Alegre et al., 2001, Souza et al. 2004, 2007; Campos e Gazzinelli, 2004).

No presente trabalho, mondcitos/macréfagos estimulados in vitro com
antigenos derivados do T. cruzi foram avaliados como células indutoras da resposta
imune através de seus marcadores de apresentacdo de antigenos bem como células
reguladoras de mecanismos imunoldgicos que envolvem também células e
moléculas da imunidade adaptativa.

A reatividade in vitro aos antigenos do T. cruzi é dependente, por um lado, da
apresentagdo de antigenos por mondcitos/macrofagos ou por linfocitos B e, por
outro lado, da proliferagdo de linfocitos. As andlises da resposta celular a antigenos
de epimastigota do T. cruzi mostraram que a proliferacdo de PBMC de pacientes
com doenga de Chagas foi significativamente maior do que a dos individuos NI (FIG.
5A). Entretanto, nenhuma diferenca significativa foi observada entre as culturas de
células de pacientes das formas clinicas IND ou CARD (FIG 5B), indicando que
estes pacientes respondem rapidamente ao estimulo antigénico, via linfécitos de
memdria, responsaveis pela resposta secundaria. Todavia, trabalhos anteriores que
também utilizaram extratos brutos do parasito ndo estabeleceram correlagdo
significativa entre o grau de resposta de proliferacao celular induzida in vitro por
antigenos do T. cruzi e a forma clinica da doenca de Chagas (Mosca et al., 1979;
Gusmao et al., 1984; De Titto et al., 1985; Morato et al., 1986; Dutra et al., 1996;
Pinge-Filho,1999, Gomes et al., 2003). Além desses estudos, outros investigadores
avaliaram a resposta imune a antigenos isolados e/ou recombinantes do T. cruzi.

Neste contexto, proteinas derivadas do T. cruzi como B13, proteina que apresenta
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reatividade cruzada a miosina cardiaca (Abel et al., 1997), a trans-sialidase (Ribeirao
et al.,, 2000) e a cruzipaina (Arnholdt et al., 1993) apesar de induzirem in vitro
reatividade de células de pacientes com doenga de Chagas, também néo
demonstraram diferencas significativas entre as formas clinicas.

Com o objetivo de avaliar a participacdo de mondcitos/macréfagos como
APC, a reatividade in vitro aos antigenos de EPI foi conduzida em paralelo com
células NA, empobrecidas dessas células mononucleares (FIG.5B). A populacao de
células NA estimuladas in vitro com EPI mostrou aumento significativo da
proliferagcdo celular nos individuos NI, quando comparado com o nivel de
proliferagdo de PBMC (FIG 5A). O aumento de proliferacdo da populacdo NA em
individuos NI sugere a existéncia de mecanismos reguladores da homeostasia
fisiologica na populagédo de PBMC, uma vez que esses individuos nédo tém células
de memoria para antigenos de T.cruzi. De maneira similar, Piuvezam et al. (1993)
demonstraram resposta de proliferagédo significativa de células de individuos NI aos
antigenos do parasito acompanhada por produgdo de IL-2. Entretanto, os
mecanismos responsaveis por essa estimulagdo ndo sdo ainda bem esclarecidos,
podendo ser devido a mitbgenos presentes nas preparagdes antigénicas do T. cruzi.
Outra possibilidade seria a existéncia de células capazes de fazer o reconhecimento
parcial de antigenos soluveis de EPI, devido ao mimetismo antigénico, decorrente de
similaridades entre moléculas autdlogas e antigenos do parasito (Cunha-Neto et. al.,
1996; Abel et. al., 1997; Tarleton et. al.,1997; Minoprio, 2001).

No entanto, a reatividade in vitro com EPI de células NA ndao mostrou
qualquer diferenca significativa nos pacientes dos grupos IND e CARD, como
previamente mostrado por outros autores (Morato, 1994; Barros-Mazon et al., 2004),

onde a remocéo de células aderentes das culturas de PBMC induzia aumento na
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proliferagcdo celular (Morato, 1994; Barros-Mazon et al., 2004). Esses autores
sugerem que efeitos supressores seriam exercidos pelos mondcitos/macréfagos.
Citocinas e mediadores produzidos por macréfagos como prostaglandinas, IL-10 e
NO seriam moléculas candidatas a mediar supressao na ativacao e proliferacao de
linfécitos (Walker et. al. 1983; Borges et. al.,1998;; Cheon et al., 2006).

Prostaglandinas sdo mediadores lipidicos que regulam numerosos processos
biol6gicos, incluindo a fungdo renal, agregacdo plaquetaria, liberagcdo de
neurotransmissores € modulacao de funcdes imunes (Phipps et al., 1991; Goetzl et
al.,1995). Trabalhos ja demonstraram que a PGE; influencia ativagdo Th1/Th2,
sendo produzida por APCs como macrofagos e células dendriticas (Mosmann et. al,
1989; Constant e Bottomly, 1997). Recentemente, observou-se que a produgado de
PGE, em sobrenadantes de cultura, estimuladas por EPI, de pacientes dos grupos
IND e CARD da doengca de Chagas eram semelhantes as concentragbes
encontradas em sobrenadantes de cultura de individuos NI, (Pinheiro, 2007).

O efeito da produgédo de PGE; sobre a resposta imune in vitro de células de
pacientes com doenca de chagas e individuos NI foi avaliada nos sobrenadantes
das culturas de PBMC e de células NA. Os niveis de PGE;, nos sobrenadantes de
cultura estimuladas ou ndo com antigenos de EPI dos pacientes com doencga de
chagas e individuos NI foram semelhantes (FIG. 10). Esses resultados sugerem que
a PGE., possa ser produzida pelas células em cultura, mesmo na auséncia de
estimulo antigénico, talvez em resposta ao estresse das células submetidas a cultura
in vitro. Da mesma forma, a adicao de indometacina, inibidor de PGE», em culturas
de PBMC e de células NA nao mostrou diferenca significativa sobre a proliferagao
dessas células apds a estimulagéo in vitro com EPI (FIG.6). Resultado diferente foi

observado por Morato (1994) que observou aumento do nivel de proliferagdo de
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células NA de pacientes com doenga de Chagas, independentemente da forma
clinica, sugerindo estreita correlagdo entre o nivel da resposta proliferativa de células
NA, com a inibicdo da produgdo de PGE, em PBMC, por indometacina. Esses
achados sugerem que a PGE,, produzida possivelmente por macrofagos, estaria
envolvida na regulagdo da proliferacdo celular. Esta controvérsia entre os dois
trabalhos poderia ser atribuida a varios fatores, dentre eles, a avaliacdo mais
criteriosa dos pacientes, por meio de exames propedéuticos mais acurados e
seguindo classificacao direcionada a avaliacao dos graus de morbidade e evolucao
da cardiopatia chagasica (Rocha et al.,2003), o0 que ndo era possivel no passado.
Além disso, homogenatos antigénicos do T. cruzi, utilizados nos experimentos
anteriores, eram preparados de um clone do parasito, enquanto que o do presente
trabalho foi originado da cepa CL. A origem distinta dos homogenatos antigénicos
pode implicar em alteragbes qualitativas e/ou quantitativas nos constituintes
moleculares do parasito e, em consequéncia, interferir na resposta imunolégica dos
pacientes (Andrade e Magalhaes, 1996; Vago, 2000).

No entanto, ao se avaliar o perfil individual de resposta de proliferagéo celular,
na presenga indometacina, dos pacientes do grupo IND pode-se evidenciar dois
subgrupos distintos (FIG. 6C e D). Os pacientes do grupo IND foram, entao,
diferenciados em: “altos respondedores” (AR) que correspondiam a 40% dos
pacientes e que apresentavam resposta proliferativa de PBMC acima de 50000
CPM; e “baixos respondedores” (BR) que correspondiam a 60% dos pacientes e que
apresentavam resposta proliferativa de PBMC abaixo de 50000 CPM. A analise dos
dados mostrou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o subgrupo
IND BR e o grupo CARD:; e entre o subgrupo IND AR e o grupo NI. Este critério de

classificagdo permitiu-nos verificar que o grupo IND BR apresenta um perfil de
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proliferacdo celular semelhante ao perfil do grupo NI, enquanto o grupo IND AR
apresenta perfil de proliferacdo semelhante ao perfil do grupo CARD.

Diante desses resultados seria razoavel especular que os pacientes do grupo
IND, considerados como altos respondedores seriam candidatos a desenvolver mais
rapidamente miocardiopatia chagasica apés a infeccao pelo T. cruzi. Por outro lado,
poder-se-ia admitir que o grupo IND, baixo respondedor, ndo evoluiria para a doencga
cardiaca ou a desenvolveria lentamente. Algumas alteracbes que podem ser
detectadas em pacientes apresentando a forma clinica IND incluem mudancas
histopatolégicas em bidpsias cardiacas e disturbios autonémicos cardiacos
insignificantes e transitérios de condugédo (Decourt e Barreto, 1988). Estudo
longitudinal realizado em Bambui-MG mostrou que cerca de 2-5% dos pacientes
com a forma clinica IND evoluiram para forma cardiaca, a cada ano de curso da
doenca (DIAS, 1989). O padrdao mais comum de evolugdo € uma miocardiopatia
chagasica incipiente. Infelizmente, ainda, ndo existe marcador imunologico capaz de
indicar evolugdo da forma clinica IND para a forma clinica CARD (Dias 1989,
Macedo, 1982), dai a importancia dos dados aqui apresentados. Neste sentido,
estudos clinicos longitudinais paralelamente a avaliagdo da resposta imune in vitro
apos estimulacao especifica podera ser de grande valor para elucidar esta questao.

Neste contexto, macrofagos teriam papel importante na regulacdo da
proliferagdo celular através da producao de PGE,. Recentemente, foi demonstrada
associacao entre a sintese PGE pelos macréfagos e a resisténcia do hospedeiro a
infeccao experimental pelo T. cruzi (Cardoni e Antunez, 2004). Os autores acreditam
que PGE; ative macréfagos, aumentando a producao de NO que, por sua vez, inibe
a replicacdo intracelular do parasito, impedindo a morte dos camundongos

infectados A PGE, produzida pelos macréfagos, atuando de maneira autocrina,
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poderia também modular sua fungdo de APC, regulando a expressao de moléculas
de MHC de classe Il e de moléculas co-estimulatérias como CD80 e CD86.
Considerando que macrofagos presentes na populacdo de PBMC e remanescentes
na populagdo de células NA seriam capazes de estimular linfocitos, através da
interacdo MHC/peptideo — complexo TCR investigou-se a capacidade de
apresentagcado de antigeno de monécitos/macrofagos CD14" através a expressao de
moléculas HLA-DR, CD80 e CD86 (FIGs. 7, 8 € 9).

A avaliagdo da expressdao da molécula HLA-DR em células CD14" na
populacdo de PBMC e de células NA estimuladas mostrou ndo existir diferengas
significativas, quando comparou-se culturas controle dos individuos dos grupos NI,
IND e CARD. No entanto, foi observado que células CD14" de pacientes do grupo
IND expressam menor IMF de moléculas HLA-DR quando comparada as células dos
individuos do grupo NI (FIG.7). Os dados sugerem que macréfagos de pacientes do
grupo IND apresentam pouca habilidade para estimular linfécitos T, visto que
moléculas MHC classe Il sdo fundamentais para apresentacdo de antigenos aos
linfécitos T. Esses achados podem indicar um mecanismo de controle da resposta
imune nos pacientes, levando a uma menor lesdo tecidual, o que caracterizaria a
forma indeterminada. Além disso, foi também observado um subgrupo (BR) na
populacao de individuos do grupo IND com resposta proliferativa menor em relacao
aos pacientes do grupo CARD, possivelmente em decorréncia da baixa expressao
de HLA-DR nos monécitos. Esses dados corroboram outros estudos que também
demonstraram diminuicdo da expressao de HLA-DR em células CD14" de pacientes
do grupo IND em relacdo ao grupo CARD da doenca de Chagas (Souza et al.,
2004). Em animais de experimentacdo, a infeccdo pelo T. cruzi pode alterar a

sinalizagdo celular, levando a desativacdo de células acessoérias que pode ser
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definida como um processo pelo qual a célula torna-se parcialmente ou
completamente sem resposta para estimulo de ativagdo, o que normalmente seria
esperado para elevar suas atividades microbicida e tumoricida, produtora de
citocinas, de seu poder oxidativo (Reiner, 1994).

Quanto a expressdao de moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 na
populacao de células CD14" verificou-se ndo haver diferengas significativas entre as
culturas controles e estimuladas de PBMC e de células NA (FIGs. 8 e 9). Contudo,
foi possivel observar menor expressdao de CD80 e CD86, embora sem significancia
estatistica, nas culturas de PBMC de pacientes do grupo IND e CARD. Em conjunto,
os achados parecem indicar que mondcitos/macrofagos na doengca de Chagas nao
tém, preferencialmente, fungdo de células apresentadoras de antigenos, o que leva
a hipotese de que esta funcao seja exercida por linfécito B.

Para compreender melhor o envolvimento dos linfécitos B como células
apresentadoras de antigenos, avaliou-se a expressao das moléculas HLA-DR, CD80
e CD86 em células B CD19+ nas culturas de PBMC e de células NA, apos
estimulacao in vitro com EPI (FIGs.11, 12 e 13). Diferentemente do padrdo de
expressdo de muitos outros tipos celulares, a das moléculas classe Il do MHC em
linfécitos B é constitutiva (Benjamini, Coico e Sunshine, 2000). E importante
acrescentar que a expressao dessas moléculas pode ser aumentada em linfocitos B,
por meio a exposicdo a determinadas citocinas como IL-4 (Benjamini, Coico e
Sunshine, 2000). Nesse sentido, foi investigada a expressdo de HLA-DR, CD80 e
CD86 em células CD19" de culturas de PBMC e de células NA, estimuladas in vitro
com EPI, o que permitiu verificar uma maior expressao das moléculas HLA-DR e
CD80 em LB CD19", na cultura de células NA (FIG 11B e 12 B). Esses dados, em

conjunto com os achados apresentados para macrofagos, sugerem que os linfécitos
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B exercem efetivamente a fungdo de APC, e que macro6fagos, além de exercerem
suas fungdes como APC, atuam também como células efetoras, reguladoras e
produtoras de citocinas. Poderia, entdo, a funcdo reguladora ser exercida sobre a
atividade de APC de linfécitos B? E possivel que sim, devido ao aumento verificado
da expressdao de moléculas HLADR e CD80 em células B CD19". O fato de
pequenas quantidades de antigenos serem melhor apresentadas por LB poderia
levar mondcitos/macréfagos a regularem a funcdo de APC dos LB, impedindo o
reconhecimento de antigenos com alta afinidade, o que desencadearia resposta
auto-imune. Na doenca de Chagas, observou-se uma predominancia de LB CD5" na
circulacéo, apds estimulagéo in vitro com anticorpos anti- T. cruzi de pacientes com
a forma clinica CARD, sugerindo o envolvimento dos linfécitos B CD5" com
desencadeamento de doengas autoimunes autoimunidade (Dutra et. al, 2000;
Minoprio et. al, 2001). Com a finalidade de esclarecer melhor o papel de
mondcitos/macréfagos como células reguladoras e de linfocitos B como APC, foram
avaliados os niveis de citocinas nos sobrenadantes das culturas celulares. As
citocinas estdo envolvidas em varios processos celulares, incluindo: ativagéao,
proliferacdo, diferenciacdo, maturacdo e migracao celular, além da secregdo e
mudancga de isotipos. Elas se ligam aos receptores especificos das membranas das
células-alvo, disparando sinais que alteram a expressao génica na célula-alvo.

A avaliagdo da produgéo de IL-2 e IL-4 evidenciou aumento nas culturas
estimuladas de PBMC, quando comparadas as culturas sem estimulo, nos grupos

IND e CARD.

Com relacdo a producao IFN-yno sobrenadante das culturas de PBMC dos
grupos IND e CARD, evidenciou-se aumento significativo em relacdo ao grupo NI,

bem como na cultura estimulada em relacdo a néo estimulada (FIG.16A). Quanto a
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produc@o de IFN-y nos sobrenadantes de cultura de células NA n&o foi observado
diferencas significativas (FIG.16B). Esse dado pode indicar que a maior produgéo de
IFN-y seja dependente de macréfago, uma vez que ao serem ativados produziriam
citocinas como IL-12 e TNF-a que induziriam a diferenciagcao para uma resposta Th1
com altos niveis de IFN-y. De fato, na doenca de Chagas foi demonstrado que
macrofagos podem atuar de maneira diferenciada de acordo com a forma clinica,
podendo induzir respostas inflamatérias com alta producdao de TNF-a e expressao
de HLA-DR nos pacientes do grupo CARD, e também estarem associados a
caracteristicas moduladoras como alta expressdo de moléculas supressoras como
CTLA-4 e baixa expressao de HLA-DR, bem como a alta produgédo de IL-10 nos
pacientes do grupo IND (Sathler-Avelar et al., 2003; Souza et al., 2004; 2007).
Portanto, é provavel que a diferenca entre os individuos do grupo IND, sub-grupo AR
e do grupo CARD com os do grupo IND, sub-grupo BR poderia estara associada a
acao reguladora dos macréfagos, e consequentemente refletiria no controle e/ou
desenvolvimento da miocardiopatia chagéasica. Além disso, a avaliagdo da producgéo
de IL-10 foi estatisticamente maior nos sobrenadantes de PBMC de pacientes do
grupo IND, o que corrobora com aqueles encontrados por Gomes et al. (2002), que
mostraram uma maior producao de IL-10 nos pacientes do grupo IND. Os achados
reforcam a interpretacdo que a IL-10 teria papel importante em proteger o
hospedeiro contra uma resposta do Tipo 1 desregulada impedindo assim um dano
tecidual que poderia ocorrer mais tardiamente. Estudos na literatura mostram que
PGE, poderia suprimir a produgcdo de citocinas inflamatérias como IFN-y e
intensificar a sintese de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 (De Witt,
1991;Kambayashi et. al., 1995; Cheon et. al., 2006). Portanto, os resultados obtidos

de producdo de IL-10 associados a acdo de PGE, na proliferagdo celular e na
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expressao de moléculas de MHC e moléculas co-estimulatérias pode sugerir que IL-
10 juntamente com PGE; estariam envolvidas na regulacdo de uma resposta imune

exagerada induzida pelo T. cruzi.

Em sintese, o presente estudo mostrou que modificacdes importantes no
sistema imune, relacionadas a capacidade de apresentagcdo de antigenos por
macréfagos e linfécitos B e seus produtos (citocinas e PGE>), ocorrem no curso da
infeccdo chagasica crbnica. A continuacdo dos estudos clinicos associados a
investigacao imunolégica da reatividade celular dos pacientes, principalmente o
envolvimento dos linfécitos B e macréfagos, sera de grande importancia para
entendimento dos mecanismos responsaveis pelo aparecimento das manifestacoes
clinicas na fase crénica da doenca de chagas. A compreensao da relagdo parasita-
hospedeiro certamente permitira avangos no delineamento racional de condutas de

tratamentos quimioterapicos nos individuos cronicamente infectados pelo T. cruzi.
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Apoés realizacdo deste estudo podemos inferir que macréfagos, além de ser uma
célula hospedeira para o parasito T. cruzi, célula efetora e apresentadora de
antigenos, também tém papel importante na regulagdo da resposta imune no curso
da infeccdo chagasica cronica. Macrofagos poderiam atuar como modulador da

funcéo de linfécitos B como célula apresentadora de antigeno.
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ANEXO

FACULDADE DE MEDICINA A
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Prof. Alfredo Balena 190/sala 7003 CPQRR/FIOCRUZ
Belo Horizonte — MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3248.9641
FAX: (31) 3248.9939

Ministério da Saude- Fundagao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
Av. Augusto de Lima, 1715 — Bairro Barro Preto
39100-002 Belo Horizonte — MG — BRASIL
Tel.: (31) 3295-3566 — FAX: (31) 3295-3115

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) paciente

Vocé esta sendo convidado(a) para participar de um projeto de pesquisa sobre a Doenga de
Chagas: (ASSOCIAGCAO ENTRE APRESENTACAO DE ANTIGENO, IMUNORREGULAGCAO E
DESENVOLVIMENTO DA MORBIDADE NA DOENGA DE CHAGAS). Esse projeto se iniciara em
setembro de 2006, com término previsto para margo de 2008.

A proposta deste trabalho é buscar esclarecer como o organismo do paciente esta reagindo
com relagao a doenga. A infecgao pelo parasito Trypanossoma cruzi, causador da doenga, pode se
manifestar de diversas maneiras e gravidade, dependendo, entre outros fatores, do tipo da resposta
imunolégica contra a infecgdo, ou seja, da resposta do organismo do individuo. As informagdes
obtidas por este tipo de investigagdo podem auxiliar na compreensao dos mecanismos do surgimento
das lesdes e evolugao da doenga e no tratamento clinico dos pacientes.

Se vocé concordar em ser atendido pela equipe de pesquisadores e colaborar
voluntariamente com este estudo, sera colhida amostra de sangue (50mL) em tubos estéreis, para a
realizagcao dessa pesquisa. Os possiveis riscos associados com a coleta de sangue é formagao de
um pequeno hematoma no local da puncéo venosa, através do sistema de coleta a “vicutainer”, este
processo € pouco freqliente e ndo trara problemas clinicos importantes. A amostra deste material
sera conduzida ao Laboratério de Imunologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René
Rachou - FIOCRUZ para realizagdo do exame de sangue e deverd ser utilizado exclusivamente para
as finalidades acima. Todo o material a ser utilizado sera descartavel, seguindo as normas de
biosseguranca estabelecidas pelo laboratério. O restante da avaliagao clinica e laboratorial a ser
realizada faz parte da rotina de atendimento do ambulatério

Sua participacao nesse estudo é voluntaria e nao lhe trara beneficio direto ou privilégio. Vocé
pode abandonar o estudo em qualquer momento sem que isto lhe cause qualquer prejuizo,
inclusive no seu acompanhamento médico. Todos os exames e consultas médicas serdo gratuitos.
Para qualquer esclarecimento, por favor, entre em contato com um dos pesquisadores abaixo:

Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha Telefone: 3248-9547
Dr. Rodrigo Corréa Oliveira Telefone: 3349-7775
Dra. Juliana de Assis Silva Gomes Telefone: 3349-7779
Andréia Maria Molica Telefone: 3349-7748
Comité de Etica em Pesquisa (UFMG) Telefone: 3499-4592

Desde ja, agradecemos sua colaboragao.

Eu, , apos ser esclarecido sobre
0 projeto de pesquisa, concordo em participar do estudo acima.

Belo Horizonte, ........... de . de 200....

Orientador responsavel: Manoel Otavio da Costa Rocha

Mestranda: Andréia Maria Molica
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