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RESUMO

Introducéo: Receptores para Fc de IgG (FcyR) sdo moléculas que atuam na
interface da resposta imune celular/humoral e contribuem na ativagdao e/ou
modulacdo da resposta immune. Em humanos, séo descritas trés categorias de
FcyR: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) e FeyRIll (CD16). FeyRI, FeyRlla e RIII ativam
a resposta cellular, enquanto o Rllb apresenta papel inibitério. Na infec¢éo pelo T.
cruzi, ha poucos estudos em humanos. Estudos prévios demonstraram que
pacientes assintomaticos apresentavam maior expressao de CD64 em mondcitos
e maior freqiiéncia de mondécitos CD16" (VITELLLI et al.’ 2004).

Objetivo: Avaliar a expressao dos FcyRs no contexto ex-vivo e o impacto da
estimulacdo antigeno especifica em leucécitos do sangue periférico de pacientes
portadores das formas clinicas indeterminadas e cardiacas da doenca de Chagas.

Metodologia: Amostras de sangue periférico foram coletadas de individuos
ndo infectados e portadores das formas cronicas indeterminada e cardiaca. Foi
realizada imunfenotipagem por citometria de fluxo de leucocitos de sangue
periférico. Amostras de sangue também foram cultivadas por 5 horas na presenca
de antigenos de tripomastigotas e posteriormente imunofenotipadas.

Resultados: Na avaliacdo ex-vivo, neutrofilos do sangue periférico de
pacientes infectados apresentaram menor expressdao de CD16 e CD32. A
estimulacdo por antigenos derivados do T.cruzi induziu queda na expressao de
todos FcyRs em neutrofilos de pacientes néo infectados e infectados, porém com
maior intensidade nos pacientes cardiacos. Na populacdo de mondcitos, foi
observado aumento na expressao de CD16 nos pacientes assintomaticos e queda
de CD32 em pacientes cardiacos. Em linfocitos, a estimulagdo antigénica induziu
gueda na expressédo de CD16 em todos os grupos, especialmente em pacientes
cardiacos.

Conclusbes: A estimulacdo antigeno especifica induziu queda na
expressao de FcyR em diferentes populacdes de leucdcitos. Tal modulacdo, que
poderia ser consequéncia da internalizacdo ou clareamento do complexo
ligante/receptor, foi predominante em pacientes cardiacos, indicando ser
elemento importante nos eventos imunoldgicos observados nas formas clinicas

mais graves da infeccéo.
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ABSTRACT

Introduction: Fc receptors for 1IgG (FcyR) are molecules that interface
humoral and cellular immunity and contribute to activate and or modulate
immune response. In humans, three classes can be distinguished: Rl (CD64),
RIl (CD32); and RIll (CD16). FcyRI, Rlla and RIll activate cellular responses
upon triggering, whereas RIIb is inhibitory. A balanced action of these opposing
signaling systems determines cellular response. In Trypanosoma cruzi infection,
few studies have been conducted in humans. Previous data showed that
asymptomatic patients presented higher expression of CD64 in monocytes and
higher frequency of CD16™ monocytes (VITELLI et al.;2004).

Aims: To evaluate ex-vivo FcyR expression and the impact of T. cruzi
antigens stimulation on FcyR expression on different leukocyte populations from
chagasic patients.

Methodology: Peripheral blood from infected and non infected individuals
was assayed by flow cytometry. Whole blood was also cultured for 5 hours in
the presence of trypomastigote antigens before immune staining.

Results: In peripheral leucocytes, we verified lower expression of CD16
on neutrophils and monocytes. T.cruzi antigen stimulation induced decrease of
all FcyRs expression on neutrophils from non infected and infected individuals,
mainly in cardiac patients. In monocytes, an increase of CD16 expression was
observed in asymptomatic patients and a decrease in CD32 was verified in
cardiac patients. In lymphocytes, antigen stimulation induced consistent
decrease of CD16 expression in all groups, especially in cardiac patients.

Conclusions: Antigen stimulation was able to induce robust decay in
FcyR expression in different leukocyte populations. This down-regulation,
predominant in cardiac patients, could be consequent to internalization or
cleavage of ligant/receptor complex, acting as important element triggering

immunological events related to severe clinical manifestations.
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Expresséo de receptores Fcyem leucécitos do sangue periférico durante a fase cronica da Doenga de Chagas

Epidemiologia da doenca de Chagas

A descoberta da doenca de Chagas por Carlos Chagas constitui uma das
mais importantes conquistas médicas do Brasil. Em 1909, Carlos Chagas descreveu
nao sO aspectos da biologia do agente etioldgico, o Trypanosoma cruzi, como a
clinica, a epidemiologia e aspectos patolégicos da doenca (CHAGAS, 1909).

A doenca de Chagas ocorre nas Américas principalmente na area que vai do
norte do México, a Argentina e sul do Chile, afetando 21 paises (WHO, 2002; OPAS
2006). A doenca € a terceira enfermidade tropical mais prevalente do planeta,
antecedida apenas, pela malaria e pela esquistossomose (DNDi, 2006). Atualmente,
podem ser identificadas diferentes caracteristicas regionais em relacéo a prevaléncia
e a incidéncia da doenca. Em alguns paises € observada forte tendéncia a queda
dos numeros de casos em decorréncia das fortes medidas de controle, como na
Argentina, Brasil, Chile, Uruguai e Venezuela. Estima-se que 25% da populacao da
América Latina, cerca de 100 milh6es de habitantes, encontram-se expostos a
infeccdo (WHO, 2002). Segundo a Organizacdo Pan Americana de Saude
aproximadamente 7.6 milhdes de pessoas estariam infectadas com o Trypanosoma
cruzi na América Latina (OPAS, 2006).

No Brasil a distribuicdo geografica é bastante heterogénea. A doenca ocorre
em aproximadamente 36% do territdrio nacional, atingindo mais de 2.450 municipios
(OPAS, 2006). Pressupde-se a existéncia de 2-3 milhdes de individuos infectados,
dos quais aproximadamente 60% estariam vivendo em éareas urbanas (DIAS &
MACEDO, 2005). As regibes em que h& maior ocorréncia da moléstia sdo o sudeste
e 0 noroeste do Rio Grande do Sul, o nordeste de Séao Paulo, o Triangulo Mineiro, o
oeste e nordeste de Minas Gerais, especialmente a area do Vale do Jequitinhonha, o
norte, o centro e oeste da Bahia, mais observado no Recdncano Baiano, também
merecendo mencdo é&reas de Goids, da Paraiba, Pernambuco, Piaui, Céara,
Amazoénia e sul do Tocantins (COURA et al., 1995; JUNQUEIRA et al.,1999; REY,
2001).

Ciclo evolutivo do  Trypanosoma cruzi
Na transmissdo vetorial da doenca de Chagas, a contaminacdo se da

principalmente pelo contato da pele ou mucosa do hospedeiro vertebrado com fezes

2



Expresséo de receptores Fcyem leucécitos do sangue periférico durante a fase cronica da Doenga de Chagas

de triatomineos contaminados pelo protozoario hemoflagelado T. cruzi. Os vetores
se infectam quando formas tripomastigotas sangliineas sao ingeridas durante a
succdo do sangue do hospedeiro vertebrado infectado. Uma vez no intestino
posterior do inseto, as formas tripomastigotas se transformam em formas
epimastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria e, posteriormente, passam por
alteracbes morfolégicas e fisioldégicas transformando-se em tripomastigotas
metaciclicos no reto do inseto, estando aptas a penetrar em células do hospedeiro
mamifero. Estas formas, apds o repasto sanglineo, sao eliminadas juntamente com
as fezes do vetor, penetrando na pele lesada no local da picada ou em mucosas
integras, infectando tanto células fagocitarias quanto nao fagocitarias, como células
epiteliais, tecido subcutaneo, musculo liso, células musculares cardiacas, supra-
renal, células de Schwann, ovarios e testiculos (BRENER Z, SOUZA W, 2000). No
interior destas, as formas tripomastigotas se transformam em amastigotas, que
conseguem escapar do vacuolo parasitofago para o citoplasma das células
hospedeiras, onde se inicia um processo de divisao binaria. Apos a multiplicacéo, as
formas amastigotas transformam-se em tripomastigotas sanguineas que rompem a
célula, agora na circulagdo sanguinea, podem infectar novas células ou serem
ingeridas por outro inseto vetor dando continuidade ao ciclo biolégico do parasito
(BRENER et al., 1973; GARCIA et al., 1991; DIAS, 2000).

Quando se estuda os métodos de transmissao pelo T. cruzi, observa-se que a
principal via € a transmissao vetorial. Entretanto, mecanismo de transmissédo, como
transfusdo sanguinea, transmissao congénita, transplante de 6rgaos, transmissao
oral e acidentes laboratorias, podem ser identificados e apresentam certa constancia
segundo literaturas (DIAS & MACEDO, 2005). Entre estas possibilidades sem
veiculacdo do triatomineo, vetor da infeccdo, tem especial importancia
epidemioldgica a transmissédo por transfusdo de sangue, que pode fazer com que a
doenca se dissemine para areas sem transmissao natural, inclusive para grandes
centros populacionais. Também, a transmissdo congénita pode representar risco
mais duradouro de producdo de novos casos e de manutencdo da endemia
chagéasica (SILVEIRA & VINHAES, 1998; DIAS & SCHOFIELD 1999; VINHAES &
DIAS, 2000). A transmissao do Trypanosoma cruzi por via oral tem carater habitual
no ciclo enzootico primitivo deste parasito, através da ingestdo - por mamiferos

suscetiveis - de vetores e reservatorios infectados. No caso do homem, esta

3



Expresséo de receptores Fcyem leucécitos do sangue periférico durante a fase cronica da Doenga de Chagas

transmissao ocorre de maneira esporadica e circunstancial, através de alimentos
contaminados com o parasito, principalmente a partir de triatomineos ou de suas
dejecbes (DIAS JCP, 2000; WHO;2002).

Apresentacdo clinica da infeccao

A andlise de aspectos clinicos e laboratoriais de pacientes portadores da
doenca de Chagas permite classificar a infeccdo em duas fases: aguda e crbnica. A
fase aguda caracteriza-se por alteracbes teciduais degenerativas e inflamatérias
focais, devido a intensa multiplicacdo local do parasito (LARANJA et al., 1953).
Manifestacbes sistémicas, como febre, mal estar, astenia, edema subcutaneo,
linfadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia, podem também ser observados
(REZENDE & RASSI, 1994). A duracao da fase aguda varia geralmente entre 4 a 12
semanas, ao fim das quais o quadro febril e a parasitemia tendem a desaparecer.
Em paralelo, descrevem-se também queda nos niveis de imunoglobulinas da classe
M e aumento dos niveis de IgG. Esses elementos praticamente definem a transicao
para fase crbnica da doenca de Chagas (DIAS & COURA,; 1997).

Os individuos portadores da infeccdo crénica podem ser classificados, do
ponto de vista clinico, como indeterminados (IND), cardiacos (CARD), digestivos e
cardiodigestivos. A forma cronica indeterminada € caracterizada pela presenca da
infeccdo, comprovada através de reacdes soroldgicas especificas, porém com
auséncia de manifestagfes clinicas, eletrocardiograficas e radioldgicas. (DIAS &
COURA; 1997) Essa é a forma mais frequiente da doenca de Chagas detectada na
populacdo geral das areas endémicas e entre doadores de sangue infectados,
possuindo prognostico favoravel em médio e longo prazo, podendo persistir por toda
a vida em 40-50% dos casos. Estima-se que cerca de 50-60% dos individuos
infectados sdo classificados nessa forma clinica. Os pacientes apresentam-se de
forma geral, em bom estado de saude, desconhecendo, muitas vezes, a presenca da
infeccdo. A evolucdo da forma crbnica indeterminada para formas crdnicas mais
graves € uma possibilidade que ocorre, em geral de maneira insidiosa nas areas
endémicas, numa propor¢do aproximada de 2-3% dos casos ao ano (DIAS &
COURA, 1997).

Lesbes organicas que se desenvolvem durante a fase aguda correlacionam-

4



Expresséo de receptores Fcyem leucécitos do sangue periférico durante a fase cronica da Doenga de Chagas

se temporal e topograficamente com elevada parasitemia e parasitismo tissular em
regides-alvo da infeccdo (coracado, tubo digestivo e sistema nervoso). Quando os
niveis de parasitemia e as lesfes inflamatdrias da fase aguda declinam, uma
miocardite focal de baixa intensidade se instala durante a fase indeterminada da
doenca de Chagas. ApGs 20-30 anos de infeccéo, cerca de 20-30% dos individuos
desenvolvem a forma cardiaca apresentando miocardite, inicialmente focal e
discreta, evoluindo incessantemente, com destruicdo coalescente de fibras cardiacas
e fibrose tissular reparativa marcante. A infeccdo chagéasica pode levar ainda a
megaformacbes, principalmente  megaeséfago e megacdlon, principais
manifestacbes da forma clinica digestiva. Esta forma crénica ocorre em menos de
10% dos individuos portadores da doenca de Chagas, sendo resultado da destruicdo
das células nervosas do sistema nervoso autbnomo, presentes no trato
gastrointestinal pelos complexos nervosos intramurais (REZENDE & MOREIRA,
2000). Na fase crdnica, o parasito ndo é encontrado no sangue periférico pelo exame
direto, embora seja possivel o seu isolamento através do xenodiagnostico ou
hemocultura. Os principais determinantes desta evolucdo desfavoravel ainda néao
foram definitivamente esclarecidos e devem incluir cepa, carga parasitaria, idade,
intensidade da infeccdo aguda, sexo, raca, doengas concomitantes e intercorrentes,
estado nutricional, alcoolismo, fatores hereditarios, reinfec¢do e grau de parasitemia,

além da resposta imune do hospedeiro (DIAS, 2000).

Interface entre a resposta imune celular e a respos ta imune humoral na
fisiopatologia da doenca de Chagas

Na fisiopatologia da doenca de Chagas, € evidente o papel da resposta
imune, que compreende mecanismos complexos envolvendo componentes celulares
e humorais, tanto na patogenia da infec¢cdo quanto na protecéo.

Vérios estudos destacam, durante a fase aguda, a forte ativacdo do sistema
imune inato, como sendo a primeira linha de defesa contra a invasdo do parasito
(GAZZINELLI et al.,1998; JANEWAY.,2001). Tanto em casos humanos quanto em
modelos experimentais, estudos demonstraram uma forte ativagdo do sistema imune
inato com envolvimento de macrofagos e células natural killer (NK), acompanhada

ainda por expansao da populacédo de linfocitos B, especialmente da subpopulacéo
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CD5" (ORTIZ et al., 1976, HATCHER et al., 1981, SATHLER-AVELAR et al., 2003;
VITELLI et al., 2004). Estudo fenotipico realizado durante a infeccéo recente pelo T.
cruzi, apoOs classificagdo com base sorologica, descreveu, no grupo de individuos
portadores da fase aguda recente, supresséo da atividade de linfocitos T, ativacao
de linfécitos B e favorecimento da migracdo de mondcitos para o foco inflamatério,
avaliada através da expressao da molécula de adesdo CD54. J4 na fase aguda mais
tardia foi observada ativacdo de células NK independente de células T, e na fase
cronica recente, aumento da populacao de linfocitos B totais ao lado de um aumento
da populacdo dos mondcitos pré-inflamatérios - CD14"CD16"HLA-DR™ (SATHLER-
AVELAR et al;2003).

Sabe-se que os macrofagos desempenham papel essencial no controle da
infeccdo, secretando uma variedade de mediadores quimicos, incluindo citocinas,
qgue regulam diferentes compartimentos do sistema imunolégico. Eles adquirem,
processam e apresentam antigenos para células T, e sado fonte de moléculas co-
estimuladoras para ativacdo destas ceélulas. Uma vez estimulados por antigenos
derivados de formas tripomastigotas do T. cruzi, podem atuar como células efetoras
com atividade citotdxica, no caso parasiticida, com producdo de metabdlitos reativos
de nitrogénio, oxigénio e citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1[3, IL-6 e IL-12
(CAMARGO et al., 1997; CHANDRASEKAR et al., 1998, ROCHA et al., 2003).

O neutréfilo também apresenta papel essencial na patogénese de doencas
inflamatorias, infecciosas ou ndo. Esta entre as células que primeiro alcancam o foco
inflamatorio, eles atuam como fagdécitos efetores na resposta imune inata e
adaptativa. Entretanto, apresenta meia-vida curta, sofrendo apoptose e sendo
removido por macréfagos. Desempenham fungbes efetoras e moduladoras cruciais
como fagocitose, secrecdo de proteases, quimiocinas e espécies reativas de
oxigénio, que além de conferir protecdo as infeccbes, podem conduzir a destruicao
tecidual (WATSON et al., 1997). Entretanto, o papel de neutrofilos na defesa contra
infecgOes intracelulares foi negligenciado por longo tempo, pois acreditava-se que
patogenos intracelulares, mantidos no interior de macrofagos, estavam protegidos
da acéo fagocitica de neutréfilos. Ultimamente, demonstrou-se que neutrofilos e
macrofagos sdo colaboradores importantes no mecanismo de defesa contra agentes
intracelulares (RIBEIRO-GOMES et al., 2006). Na infeccdo pelo T. cruzi, estudos

anteriores demonstraram atividade litica eficiente de formas tripomastigostas
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sanguineas por neutrofilos de camundongos através da citotoxidade celular
dependente de anticorpos - ADCC (KIPNIS et al., 1981) e atividade de fagocitose in
vitro de formas epimastigotas por neutrofilos de pacientes ndo infectados na
presenca de anticorpos anti-T. cruzi (RIMOLDI et al., 1981).

As células NK possuem um papel indispensavel na resposta imune anti-T.
cruzi. Atuam como importante fonte de producdo de IFN-y na auséncia de células T
especificas. Sdo as primeiras células a produzirem esta citocina antes do
desenvolvimento da resposta imune mediada por células T, favorecendo
precocemente uma resposta do tipo 1, sabidamente protetora na fase inicial na
doenca de Chagas, por controlar a multiplicacdo parasitaria (TORRICO et al., 1991,
SILVA et al., 1992;). Estudos desenvolvidos por Vitelli e coladoradores, em 2004,
demonstraram que, em pacientes com a forma crbnica indeterminada, havia
aumento de células NK totais a custa de maior freqiéncia de células NK maduras
(CD3'CD56"™MCD16"), com maior potencial citolitico, sugerindo que a maior atividade
da célula NK possa representar um evento protetor na infeccdo. A atividade
citotoxica elevada mediada por anticorpos (ADCC) poderia ser o fundamento desse
mecanismo protetor. Inclusive, ja foi descrito que células NK apresentam atividade
tripanomicida com destruicdo extracelular de formas epimastigotas e tripomastigotas
do T. cruzi. (PAPAZAHARIADOU et al., 2007).

Considerando a imunidade humoral, anticorpos anti-T. cruzi sdo amplamente
detectados em portadores da doenca de Chagas (BRENER, 1980). KRETTLI &
BRENER (1982) revolucionaram os estudos da imunidade humoral na doenca de
Chagas quando demonstraram a existéncia de duas categorias de anticorpos
funcionalmente distintas no soro de hospedeiros infectados pelo T. cruzi, os quais
foram denominados anticorpos da sorologia convencional (ASC) e anticorpos liticos
(AL). Os ASC, também denominados ndo protetores, sao encontrados no soro de
hospedeiros infectados pelo T. cruzi mesmo apds quimioterapia eficaz. Esses
anticorpos sao identificados in vitro por técnicas sorologicas de rotina. Por outro lado,
anticorpos da categoria AL, também conhecidos como anticorpos protetores, sao
encontrados apenas no soro de hospedeiros com infeccdo ativa, desaparecendo
apos a cura por intervencao terapéutica especifica para a doenca de Chagas. Esses
anticorpos sdo especificos para epitopos presentes na superficie de formas
tripomastigotas vivas do T. cruzi, sendo identificados in vitro através das técnicas de
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lise mediada pelo complemento (GALVAO et al., 1993) e, mais recentemente, pela
citometria de fluxo (MARTINS-FILHO et al., 1995). Por serem capazes de induzir a
lise mediada pelo complemento de formas tripomastigotas sangtineas, os anticorpos
da categoria AL tém sido considerados importantes no controle da parasitemia na
fase crbnica da infeccdo pelo T. cruzi, e assim, a sua presenca, indireta ou
diretamente, poderia estar associada ao estabelecimento da forma crbnica
indeterminada. Corroborando esta hipotese, estudos anteriores demonstraram a
presenca de altos titulos de IgG1l de anticorpos liticos em pacientes da forma
indeterminada quando comparados com individuos portadores da forma clinica
cardiaca (CORDEIRO et al., 2001). Estes achados enfatizam o papel protetor das
imunoglobulinas anti-formas tripomastigotas vivas.

Receptores para a fracao cristalizavel (Fc) (FcyRs) das imunoglobulinas G sé&o
considerados como componentes importantes na interacdo entre a resposta imune
celular e humoral (RAVETCH et al., 1986). As imunoglobulinas de classe G (IgG)
exercem inumeras func¢des biolégicas importantes por interagirem com Varios tipos
celulares. A base desta interacdo é a ligacdo dos dominios Fc da IgG com
receptores especificos presentes nas membranas de células do sistema imune
(DAERON, 1997). A deteccédo destes receptores presentes na populacao celular do
sangue periférico pode ser de grande importancia para entendermos 0s mecanismos
imunoldgicos envolvidos no desenvolvimento de resisténcia ou patologia na doenca
de Chagas. A distribuicéo seletiva destes receptores e sua diversidade nos permitem
desenvolver hipoteses sobre o envolvimento dessas moléculas na resposta imune
desencadeada pelo T. cruzi. Como o aumento de anticorpos no grupo indeterminado
juntamente com o0 aumento da expressao dos receptores teria alguma relacdo com a
morbidade na infec¢éo cronica? Uma vez que as funcdes biolégicas dependem do
tipo do receptor e do tipo celular no quais esses sdo expressos, sera que na resposta
Imune inata 0 aumento da expresséo desses receptores apresentaria correlagdo com
o desenvolvimento de formas mais graves da doenga? E apos estimulacéo antigeno
especifica qual seria a relacdo dos receptores e as formas cronicas da doenca? Os
FcyRs podem interagir com moléculas de IgG em duas condi¢des: na forma de IgG
monomerica ou quando essa se encontra complexada a antigenos multivalentes, na
forma de imunocomplexos. Tal interacdo resulta na estimulacdo de respostas

biolégicas especificas de cada tipo celular (DAERON, 1997). Estas fun¢des vao
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desde atividades efetoras como a fagocitose, controle na secre¢do de citocinas,
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e degranulacéo de células,
liberacdo de enzimas lissosomais, clearence de imunocomplexos (IC), até sinais
imunomoduladores como a regulacao da proliferacéo e secrecdo de anticorpos por
linfocitos B (RAVETCH & KINET, 1991, FLORES-BORJA et al., 1998, PLEASS &
WOOF, 2001).

Em humanos existem trés categorias de FcyR: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) e
FcyRIll (CD16). Quanto a sua estrutura molecular, os FcyRs podem apresentar dois
ou trés dominios extracelulares semelhantes aos das imunoglobulinas (Ig-like), que
sdo altamente conservados entre as diferentes classes de receptores. Além disso
apresentam dominio transmembranico e dominios citoplasmaticos, sendo estes
variaveis entre as classes de FcyR (FLORES-BORJA et al.,, 1998, PLEASS &
WOOF, 2001; MARZOCCHI-MACHADO & LUCISANO-VALIM, 2005).

O CD64 (FcyRIl) € encontrado em macrofagos, mondcitos e neutrofilos
ativados e apresenta alta afinidade para IgG1l e IgG3, embora existam trés genes
que codificam o FcyRIl, somente o gene A codifica o receptor de alta afinidade
FcyRla. A isoforma FcyRIb é de baixa afinidade e somente detectada in vitro.
Quando a molécula de IgG liga-se ao dominio extra-celular da subunidade do
receptor FcyRla, ocorre ativacdo em seu dominio citoplasmatico, de uma sequéncia
estrutural denominada de sequéncia ou motivo de ativagdo de imuno-receptor
baseada em tirosina (ITAM: Immunoreceptor Tyrosyne-based Ativation Motif). Os
ITAMs possuem residuos de tirosina que sao fosforilados por tirosina quinases,
dando inicio a uma cascata de eventos bioquimicos no citoplasma, que culmimam na
ativacdo de resposta biologica da célula especifica. Desta forma sdo os ITAMS que
transmitem para o interior da célula o sinal da ligacdo da ligacdo da IgG ao seu
receptor (GESSNER et al., 1998), induzindo fagocitose, citotoxidade celular
dependente de anticorpos (ADCC), remocdo de imunocomplexos, aumento da
apresentacdo de antigenos e ativacdo de macréfagos (PLEASS & WOOF, 2001;
MARZOCCHI-MACHADO & LUCISANO-VALIM, 2005).

O CD32 (FcyRIl) é encontrado em macréfagos, mondcitos, neutrofilos,
linfécitos B e eosindfilos sendo receptor de média afinidade para IgGl e IgG3
agregadas. Compreende duas subclasses de receptor, FcyRlla e FcyRIlb e as

diferencas funcionais entre as subclasses estdo na presenca de sequéncias de
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sinalizacao especializadas. O FcyRlla apresenta uma sequéncia ITAM, enquanto em
FcyRIllb € encontrado o motivo de inibicdo de imuno-receptor baseado em tirosina
(ITIM: Immunoreceptor Tyrosyne-based Inhibitory Motif). Esses residuos de tirosina
em ambos os motivos de sinalizag&o intracelular (ITAM e ITIM) sdo determinantes
para ativacdo e a inibicao celular, respectivamente (VAN DEN HERIK-OUDIJK et al.,
1995). Este receptor apresenta funcdo na fagocitose, ADCC e bloqueia sinais de
ativacao iniciados pelo receptor antigénico de linfécito B, atuando como um regulador
negativo da resposta imune humoral (PLEASS & WOOF, 2001; MARZOCCHI-
MACHADO & LUCISANO-VALIM, 2005).

O CD16 (FcyRlll) é encontrado em macréfagos, mondcitos, células NK e
neutrofilos, sendo receptor de baixa afinidade, apresentando as isoformas FcyRllla e
FcyRIllb. A unido de receptores FcyRllla induzida pela ocupacéo por IgG1 e 1gG3
associado ao antigeno na superficie da célula, ativa células NK a lisarem o alvo
através de ADCC. Ocorre também a sintese e secrecdo de citocinas, como IFN-y
pela célula NK. J& em neutrdéfilos o FcyRIllb é um glicofosfatidilinositol (GPI) e sua
forma solUvel parece ter um papel importante na prevencédo de infeccbes. Embora
este receptor ndo possua sequéncia de sinalizagcdo no citoplasma, a sua interagéo
com 0s outros receptores na superficie celular € importante para uma resposta
efetora mais completa, visto que a cooperacao do FcyRIllb com FcyRlla é necessaria
para fagocitose, ADCC e degranulacéo eficientes. Além disso, a co-agregacdo dos
FcyRIllb nos neutréfilos leva a ativacdo celular (ZHOU & BROWN, 1994,
MARZOCCHI-MACHADO & LUCISANO-VALIM, 2005).

Existem quatro estudos sobre os FcyRs na doenca de chagas e todos foram
realizados em modelos experimentais. Em 1998, Coutinho demonstrou um aumento
da expressao de FcyRIl/Ill associados ao aumento da expressao de receptores para
alpha-2-macroglobulina em macréfagos residuais em camundongos. Araujo-Jorge e
colaboradores em 1993 demonstraram o aumento da producéo de anticorpos e da
expressdo dos Fcy RIl e Fcy RIll em células do baco e linfonodos de camundongos,
antes e depois da detecgdo de anticorpos especificos para o T. cruzi durante a fase
aguda da infeccdo. O mesmo grupo em outro trabalho de 1993 demosntrou que um
aumento de anticorpos reduz a mortalidade e parasitemia em camundosgos

infectados e diminui a disponibilidade dos FcyR na membrana celular. E Plata e
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colaboradores em 1984 demonstrou um aumento na produc¢do por linfocitos B e T de
anticorpos anti-formas tripomastigostas do T. cruzi e IFN-gamma, respectivamente,
poderiam contribuir in vivo com um papel protetor.

Estudo recente realizado em nosso laboratorio avaliou no contexto ex-vivo
receptores Fcy em diferentes populacbes do sangue periférico de pacientes
portadores da doenca de Chagas e demonstrou que pacientes da forma clinica
cronica indeterminada apresentam expressdo maior de CD64 em mondcitos, bem
como maior freqiiéncia de mondcitos CD16" que pacientes da forma clinica cardiaca
(Vitelli D. M., 2004). Estes dados associados com os elevados niveis de anticorpos
anti-T. cruzi observados por Cordeiro et al. (2001), poderiam estar relacionados a
modulacdo de mondcito, sugerindo um envolvimento dessas células em mecanismos
imunomoduladores de pacientes assintométicos, através da interagdo com
imunocomplexos. Este estudo demonstrou, ainda, maior expressdo de CD32 em
linfécitos B em pacientes cardiacos, o que pode ser considerado um elemento
complementar da dindmica da producdo de anticorpos por individuos deste grupo, ja
que o receptor CD32 esta relacionado com a regulacdo negativa da producédo de
imunoglobulinas em linfocitos B (FIG 1). Essas informacdes em conjunto sao
consistentes com o menor nivel de anticorpos observados por Cordeiro et al. (2001)
e Viteli D. M. (2004) no plasma de pacientes cardiopatas em relacdo aos

assintomaticos.

a
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a
AM@ CD16" © VCD16 em M@

FIGURA 1 - Intersecdo do perfil de expressdo de receptores Fcy entre pacientes portadores das
formas clinicas indeterminadas e cardiacas da fase crénica da doenca de Chagas. A orientacdo das
setas representa elevacdo ou diminuicdo de um dos receptores em relacdo aos grupos NI e CARD,
indicados pelas letras "a” e “c”, respectivamente (Vitelli D. M., 2004).
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Baseados nestas informacgbes propusemo-nos aprofundar o estudo sobre o
papel dos FcyRs na imunopatogenia da doenca de Chagas através da avaliagcdo do
impacto da estimulagdo por antigenos derivados de formas tripomastigotas do T.
cruzi sobre a expressado de FcyR em leucdcitos circulantes de pacientes portadores
da infeccdo cronica pelo T. cruzi buscando associa-lo ao perfil de imunoglobulinas

séricas anti-T. cruzi.
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OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Esse estudo tem como foco principal de abordagem, avaliar o impacto da
estimulacdo por antigenos derivados de formas tripomastigotas do T. cruzi sobre a
expressdo de Fc)Rs por leucdcitos circulantes de pacientes portadores da infeccéo

cronica pelo T. cruzi.

Para alcancar o objetivo proposto, foram definidos os seguintes objetivos

especificos:

1. Determinar os titulos de anticorpos anti-formas tripomastigotas vivas de T.
cruzi em pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca
da doenca de Chagas;

2. Avaliar a expressao de receptores Fcy (CD64, CD32 e CD16) em neutrofilos,
monacitos, linfocitos B e linfocitos totais no contexto ex-vivo e em cultura
estimulada com antigenos sollveis de T. cruzi;

3. Associar paralelamente o impacto do estimulo antigénico na expressao de
FcyRs em leucdcitos circulantes com o perfil de imunoglobulinas séricas anti-

T. cruzi;
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PACIENTES, MATERIAL E METODOS
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| — PACIENTES

Para a realizacdo deste estudo, foram selecionados 29 individuos, voluntarios,
sendo 18 pacientes adultos cronicamente infectados pelo T. cruzi e 11 individuos
nao infectados, provenientes da cidade de Bambui/MG. Todos os participantes foram
submetidos a testes de sorologia convencional especificos para o diagndstico da
doenca de Chagas. Os individuos pertencentes aos grupos de pacientes chagésicos
apresentaram resultados concomitantemente positivos nas reacdes de
hemaglutinacéo indireta (HAI) e imunofluorescéncia indireta (IFl) para o T. cruzi e
encontravam-se na fase crbnica da infeccdo. Os pacientes foram submetidos a
exames complementares que permitiram agrupé-los, segundo classificacdo baseada
em aspectos clinicos, radioldgicos e eletrocardiograficos, como pacientes portadores
da forma clinica indeterminada (IND) e cardicaca (CARD), segundo critérios da
Organizagcdo Mundial da Saude (WHO, 2002). Individuos do grupo IND foram
selecionados a partir da comprovagdo da infeccdo chagasica na auséncia de
manifestacbes clinicas, eletrocardiograficas ou radiologicas de acometimento
cardiaco ou digestivo. Os portadores da forma clinica CARD foram caracterizados
pela presenca de sintomas, sinais fisicos e alteracdbes em exames laboratoriais
(eletrocardiograma /ECG e radiografia de térax). O grupo controle utilizado como
parametro comparativo para as andlises consistiu de adultos saudaveis, residentes
na cidade de Bambui/MG, apresentando resultados negativos para os testes de
sorologia convencional, utilizados para o diagnostico laboratorial da doenca de
Chagas.

A conduta clinico-laboratorial adotada nesse estudo foi previamente aprovada
pelo Comité de Etica do CPgRR/FIOCRUZ. Todos os procedimentos, incluindo os
estudos eletrocardiogéaficos, radiologicos e a assisténcia médico-laboratorial dada
aos pacientes, bem como o acompanhamento ambulatorial e a coleta de sangue
esteve sob a responsabilidade do Dr. Jodo Carlos Pinto Dias e do Dr. Jodo Soares
Moreira Magalhdes do Posto Avancado de Pesquisas Emanuel Dias/Bambui-MG e
contaram com a colaboracdo do Prof. Aluizio Prata da Universidade Federal do
Tridangulo Mineiro - Uberaba/MG.

A participacdo dos voluntarios neste estudo consistiu na doacdo de 25mL de
sangue coletados através do sistema de coleta a vacuo (Vacuntainer, BD) em trés

frascos separados, sendo um frasco de 5mL contendo EDTA como anti-coagulante e
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dois frascos de 10mL cada, contendo heparina como anti-coagulante. O sangue
coletado em EDTA foi utilizado para o estudo do perfil imunofenotipico de leucécitos
periféricos e o material coletado em heparina foi empregado para separacdo de
plasma utilizado nos estudos de reatividade de anticorpos anti-T. cruzi e realizacao
do protocolo de cultura de curta duragao in vitro.

A tabela. | sumariza as informacbes concernentes aos grupos de pacientes

estudados.
TABELA |
Populagéo estudada

Grupos N° de Individuos Sigla Idade Sexo M/F
N&o Infectados 11 NI 20-53 3/8
Chagasicos

Indeterminados 7 IND 44-67 3/4

Cardiacos 11 CARD 50-70 417

Il - MATERIAL E METODOS

1 — Analise do perfil de imunoglobulinas séricas an ti-T cruzi

1.1 — Obtencao de formas tripomastigotas
As formas tripomastigotas foram obtidas a partir do sobrenadante de culturas
de células LLCMK?2 infectadas pelo T. cruzi. As células foram semeadas em frascos
de cultura de tecido de 25cm? (Falcon) contendo meio DMEM-5% SBF. Apds a
adesdo e formacdo da monocamada de células, estas foram infectadas com formas
tripomastigotas sanguineas da cepa CL do T. cruzi na propor¢cdo de 10
parasitos/célula. As garrafas foram mantidas em estufa a 37°C, 5% de CO,, 95% de
umidade por 24h para favorecer a infec¢cdo. Apds esse periodo, as células foram
lavadas para retirar os parasitos remanescentes e mantidas com meio DMEM-5%
SBF a 33°C, 5% de CO;, 95% de umidade (BERTELLI et al., 1977). O meio foi
17
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trocado diariamente, e a partir do sexto dia de cultura formas tripomastigotas
puderam ser coletadas no sobrenadante. Os parasitos foram separados dos restos
celulares, por centrifugacdo diferencial. Inicialmente, a suspensédo de parasitos foi
centrifugada em tubos conicos de 50 mL a temperatura ambiente, 100 x g por 10
minutos. Posteriormente, os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 30
minutos para que as formas flageladas pudessem se deslocar do sedimento para o
sobrenadante. Esse foi coletado e centrifugado a 4°C, 1.000 x g por 10 minutos. Os
parasitos foram lavados 3 vezes em PBS (0,015M pH 7,4) nas condi¢cGes anteriores

e empregados nos ensaios de deteccéo de IgG1 anti-formas tripomastigotas vivas.

1.2 — Ensaio de deteccao de anticorpos anti- T. cruzi

A concentracdo da suspensdo dos parasitos foi ajustada para 5,0 x 10%/mL em
PBS-10% SBF para o ensaio de imunofluorescéncia indireta.

Os ensaios de citometria de fluxo para o estudo de anticorpos anti-formas
tripomastigotas vivas de T. cruzi presente em plasmas de pacientes portadores da
doenca de Chagas foram realizados segundo protocolo descrito por MARTINS-
FILHO et al. (1995), e adaptado para microplacas. Em placas de 96 pocos com fundo
em “U” (Nunc, Denmark) foram adicionados 50uL do plasma feita diluicdo seriada de
(1:124 -1:16.384) em PBS-10% SBF e 50pL da suspensdo de parasitos (2,5 x 10°
parasitos/pogo). A mistura foi incubada a 37°C por 30min, lavada 2 vezes com 150pL
de PBS-10% SBF, centrifugada (4°C, 1.000 x g, por 10min) e o sobrenadante
desprezado.

Para a deteccdo de IgG1 anti-formas tripomastigotas do T. cruzi os parasitos
foram submetidos a 2 etapas de incubag&o. Na primeira etapa, 50uL de anticorpos
anti-lgG1 biotinilados (Sigma) diluidos em PBS-10% SBF foram adicionados a cada
poco da placa e a mistura incubada a 37T por 30 min. Apdés a incubacdo, os
parasitos foram lavados e centrifugados 2 vezes como descrito acima e o
sobrenadante desprezado. Na etapa seguinte, os parasitos foram reincubados
(37C, 30 min, ao abrigo da luz) com 10puL de estreptavidina conjugada com
ficoeritrina-SAPE (Gibco) diluida 1:400 em PBS-10% de SBF. Apés a incubagéo os
parasitos foram novamente lavados, centrifugados e o sobrenadante desprezado.

Para cada ensaio foi feito um controle da reacdo, onde os parasitos foram

incubados na auséncia de plasma humano, porém na presengca do anticorpo
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secundéario. Em todos os testes foram incluidas amostras controles de plasmas
positivo e negativo para a doenca de Chagas.

ApOs as etapas de incubagcdo com os reagentes marcados com fluorocromos,
0s parasitos foram fixados com 200uL de solucdo fixadora -Macs Facs Fix- MFF
(10g/l de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sddio, 6,67g/l de cloreto de sbédio, pH
7,2). As amostras foram mantidas a 4°C, por pelo menos 30min, ao abrigo de luz,
para realizacao da leitura no citdbmetro de fluxo (FACScalibur - Becton Dickinson). O
tempo maximo para a coleta dos dados foi sempre inferior & 24h. Os dados
coletados foram armazenados permitindo a analise posterior. Os resultados foram
analisados empregando a estratégia de analise do percentual de parasitos

fluorescentes positivos — PPFP.

1.3 — Analise o percentual de parasitos fluorescen tes positivos — PPFP

A analise da reatividade de anticorpos anti-T. cruzi foi realizada segundo
proposto por MARTINS-FILHO et al. (1995) e modificado por CORDEIRO et al.
(2001). A figura 2 ilustra a sequéncia de procedimentos para a analise da reatividade
de 1gG anti-formas tripomastigotas vivas de T. cruzi. Inicialmente, a populagéo de
interesse — R1 foi selecionada, em graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC)
versus granulosidade (SSC), com base em aspectos morfométricos dos parasitos
(FIG.2A). Formas tripomastigotas do T. cruzi apresentam uma distribuicdo
caracteristica e homogénea em gréficos de FSC versus SSC, o que permite o
posicionamento da regido R1. Em seguida, histogramas individuais de intensidade
de fluorescéncia em funcado do numero de parasitos, foram utilizados para determinar
o0 percentual de parasitos fluorescentes positivos (PPFP) para cada diluicdo das
amostras utilizadas. Para tal, inicialmente foi determinado um limiar de ligacao
inespecifica do conjugado anti-lgG1 humano revelado com PE, utilizando-se de
histogramas de fluorescéncia obtidos a partir do tubo controle do conjugado,
realizado para cada experimento (FIG.2B). O posicionamento do marcador do limiar
seguiu sempre o critério de se obter no maximo 2% de PPFP para o controle interno
da reacdo. Em seguida, empregando-se o mesmo marcador foram obtidos os valores
de PPFP para cada diluicho das amostras testadas (FIG.2C e D). Para cada
experimento eram realizados ensaios empregando amostras controle positivo e

controle negativo. Para a interpretacdo dos resultados, foi estabelecido um ponto de
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corte equivalente ao PPFP de 50% como limiar entre alta (PPFP>50%) e baixa
reatividade (PPFP <50%).
Essa modalidade de analise foi empregada para a obtencdo dos dados

referentes ao objetivo especifico .
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FIGURA 2 — Seqléncia de passos utilizados para as andlises da reatividade de IgG anti-
tripomastigotas do T. cruzi por citometria de fluxo. (A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC
utilizado para selecdo da populacéo de interesse, nesse caso formas tripomastigotas do T. cruzi — R1.
(B) Histograma individual utilizado para posicionar o limiar de ligagdo inespecifica equivalente a um
valor de PPFP<2%, utilizando o controle interno da reacéo. (C) Histograma individual representativo
do valor de PPFP obtido apés a incubagdo com uma amostra controle negativo (D) Histograma
individual representativo do valor de PPFP obtido apds a incubagdo com uma amostra controle
positivo.
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2 — Andlise do padréo de expresséo de Fc YR

2.1- Contexto Ex-vivo

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucocitos do sangue periférico foram
realizados segundo o protocolo proposto pelo fabricante, modificado conforme
descrito a seguir:

Em tubos de poliestireno 22x75mm foram adicionados 5uL do anticorpo
monoclonal especifico marcado com fluorocromo para o marcador de superficie
celular de interesse (TAB.Il). Para cada analise foram utilizados 50uL de sangue
periférico total coletado a vacuo em tubos de 5mL contendo EDTA como
anticoagulante. Apos etapa de homogeneizacdo em vortex, as amostras foram
incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos o
periodo de incubacéo, as amostras foram submetidas a etapa de lise dos eritrocitos,
utilizando 2mL de solucdo de lise comercial (FACS™ Lysing Solution - Becton
Dickinson) diluida 10 vezes em agua destilada. Ap6s homogeneizacdo em vortex, as
amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e entéo
submetidas a centrifugagdo (400 x g, 10 minutos a 18°C). O sobrenadante foi
descartado e as amostras foram lavadas com 2mL de PBS (0,015M pH 7,4),
empregando as mesmas condi¢cdes de centrifugacdo anteriormente citadas. Em
seguida, as amostras foram fixadas com 300puL de solucéo fixadora — MFF. Ap6s um
periodo de 15 minutos a 4°C, a andlise dos parametros fenotipicos das células
presentes em cada tubo foi determinada com o auxilio de um citbmetro de fluxo
(FACScalibur - Becton Dickinson), utilizando o programa CELLQuest™ foi utilizado

para aquisicdo e analise dos dados, empregando diferentes estratégias de analises.
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TABELA I

Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise de

populacdes e subpopulacdes celulares e moléculas de supercicie.

Anticorpos  Fluorocromo Clone Células Alvo Receptores
Anti-lgG1 FITC, PE G1CL - -
Anti-CD14 TC TuK4 Mondcitos -
Anti-CD16 FITC, TC 3G8 Células NK, Mondcitos e FcyRla e FcyRIb

Neutrofilos

Anti-CD19 FITC, TC 4G7, SJ25-C1 Linfocitos B -

Anti-CD32 FITC FLI18.26 Mondcitos, Neutroéfilos e FcyRlla, FcyRIlb e
Linfécitos B FcyRllc
Anti-CD64 FITC 10.1 Mondcitos FcyRllla

2.2 — Frente a estimulacao antigeno-especifica

2.2.1 — Preparacao de antigeno soluvel

Formas tripomastigotas, obtidas conforme descrito no item 1.1 de material e
métodos, da cepa CL do T. cruzi previamente estocadas a -70°C foram transferidas
para o cone de vidro do aparelho Virtex e submetidas a 10 ciclos de 30 rpm feitos
manualmente. Em seguida este extrato foi transferido para um tubo Falcon de 50mL
e levado ao nitrogénio liquido por 1 minuto e banho-maria a 37°C por 10 minutos.
Este procedimento foi realizado 3 vezes. Quando uma aliquota do extrato antigénico
foi observada em microscopio 6ptico, a fim de verificar o total rompimento dos
parasitos e a formacdo de massa antigénica uniforme. Posteriormente, a massa
antigénica obtida foi centrifugada a 37.000 x g, 4°C por 70 minutos. O sobrenadante
obtido foi dialisado e filtrado em membrana 0,22um. Uma aliquota foi empregada
para a dosagem de proteinas segundo o método de Lowry (1951), necesséria para a
definicdo do volume que seria utilizado para estimular as culturas de células. Esta
etapa foi sob supervisdo da pesquisadora Andréa Texeira do Laboratério de

Imunologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ.
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2.2.2 — Imunofenotipagem de leucocitos do sangue pe  riférico apos
estimulacdo antigeno especifica

Aliguotas de 500uL de sangue periférico, coletados a vacuo em tubos de
10mL contendo heparina soédica, foram adicionadas a 2 tubos de polipropileno de
14mL. Ao tubo 1 foi adicionado 100uL do antigeno solavel (2mg/mL) proveniente de
formas tripomastigotas do T. cruzi mais 400uL meio de cultura. Este tubo foi
incubado por 1 hora em estufa contendo 5% de CO, a 37°C. Ao tubo controle, 2, foi
adicionado apenas 500uL de meio de cultura e em seguida foram adicionados 10uL
de Brefeldina A 1mg/mL (concentracdo final de 10ug/mL) e as amostras formam
incubadas por 4 horas em estufa contendo 5% de CO, a 37°C.

Em tubos de poliestireno 22x75mm foram adicionados 5L de cada anticorpo
monoclonal especifico utilizado para identificar as células e o0s receptores para
imunoglobulina de interesse (TAB.II). Para cada anélise foram utilizados 100uL da
amostra proveniente da cultura estimulada ou da cultura controle. Apoés
homogeneizacdo em vortex, as amostras foram incubadas por 30 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds o periodo de incubacado, as amostras
foram submetidas a lise dos eritrocitos, utilizando 2mL de solucdo de lise comercial
diluida 10 vezes em agua destilada. Ap6s nova homogeneizacdo em vortex, as
amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e entdo
submetidas a centrifugacdo (400g, 10 minutos a 18°C). O sobrenadante foi
descartado e as amostras foram lavadas com 2mL de PBS, empregando as mesmas
condi¢cbes de centrifugacédo anteriormente citadas. Em seguida, as amostras foram
fixadas com 300uL de solucdo fixadora — MFF. As amostras foram mantidas a 4°C,
ao abrigo de luz, até o momento da leitura no citdbmetro de fluxo (FACSCalibur-
Becton Dickinson), utilizando o programa CELLQuestTM. O tempo maximo para

aquisicao dos dados foi inferior a 24hs apods a realizacéo dos ensaios.
2.3 — Estratégias de analise da Intensidade Médiad e Fluorescéncia

Os dados obtidos foram analisados utilizando a estratégia de analise

semiquantitativa empregando recursos do programa CELLQuest™.
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2.3.1 — Anédlise da IMF de Fc yR em neutrofilos

A analise da expressao de FcyR (CD32, CD16) na populacdo de neutréfilos foi
feita através da analise semiquantitativa por intensidade média de fluorescéncia. A
FIG.3 ilustra a seqliéncia de procedimentos para a analise da expressdo de CD32 e
CD16 em neutrofilos. Apds a selecdo da regido de interesse (R1), baseada em
aspectos morfométricos, através de graficos de distribuicdo puntual de tamanho
(FSC) versus granulosidade (SSC) (FIG.3A), foram construidos histogramas de
FL1/CD32 e FL1/CD16 para a identificagdo da intensidade média de fluorescéncia

para cada FcyR analisado na populacdo de neutrdfilos (FIG.3B).
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FIGURA 3 - Seqliéncia de procedimentos utilizados para a andlise por citometria de fluxo da
intensidade média de fluorescéncia correspondente a expressao de receptores FcyR (CD32 e CD16)
na populagdo de neutrdfilos. (A) Grafico de distribuigdo puntual tamanho (FSC) versus granulosidade
(SSC) utilizado para selecédo da populacdo de interesse, nesse caso neutréfilos-R1. (B) Histograma
utilizado para quantificar a expressao de FcyR em neutrdfilos, através da intensidade média de
fluorescéncia da populacao de distribuicdo unimodal obtida pelo posicinamento do marcador M1.

2.3.2 — Andlise da IMF de Fc yR em mondcitos

A analise da expressdo de FcyR (CD64, CD32, CD16) na populacdo de
mondcitos foi feita através da analise semiquantitativa por intensidade média de
fluorescéncia. A FIG.4 ilustra a seqiéncia de procedimentos para a analise da
expressdo de FcyR em mondcitos. Apds a selecdo da regido de interesse (R1),
baseada em aspectos morfométricos e imunofenotipicos, através de graficos de
distribuicdo puntual de FL3/CD14 versus granulosidade (SSC) (FIG.4A), foram
construidos histogramas de FL1/CD64, FL1/CD32 e FL1/CD16 para a identificacdo

da intensidade média de fluorescéncia para cada FcyR analisado na populacdo de
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mondécitos (FIG.4B).
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FIGURA 4 - Sequéncia de procedimentos utilizados para a analise por citometria de fluxo da
intensidade média de fluorescéncia correspondente a expressdo de receptores FcyR (CD64, CD32 e
CD16) na populacdo de mondcitos. (A) Gréafico de distribuicdo puntual FL3/CD14 versus
granulosidade (SSC) utilizado para selecdo da populagdo de interesse, neste caso, células CD14+ de
granulosidade intermediaria, corresponde aos mondcitos-R1. (B) Histograma utilizado para quantificar
a expressao de FcyR em mondcitos, através de alteragdes na intensidade média de fluorescéncia da
populacao de distribuicdo unimodal obtida pelo posicinamento do marcador M1.

2.3.3 — Andlise da IMF de Fc yR em linfocitos totais

A andlise da expressédo de FcyRlIll (CD16) na populacdo de linfécitos totais foi
feita através da analise semiquantitativa por intensidade média de fluorescéncia. A
FIG.5 ilustra a sequéncia de procedimentos para a analise da expressdo de CD16
em linfocitos totais. Apds a selecdo da regido de interesse (R1), baseada em
aspectos morfométricos, através de graficos de distribuicdo puntual de tamanho
(FSC) versus granulosidade (SSC) (FIG.5A), foram construidos graficos de tamanho
(FSC) versus FL1/CD16 para a identificacdo da intensidade média de fluorescéncia

para o FcyRIll na populagéo de linfocitos (FIG. 5B).
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FIGURA 5 - Seqliéncia de procedimentos utilizados para a andlise por citometria de fluxo da
intensidade média de fluorescéncia correspondente a expressdo do receptor FcyRIll (CD16) na
populagdo de linfocitos totais. (A) Grafico de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) utilizado para selecdo da populacédo de interesse, nesse caso linfécitos totais -
R1. (B) Histograma utilizado para quantificar a expressdo de FcyR em linfocitos totais, através de
alteracdes na intensidade média de fluorescéncia da populacdo de distribuicdo unimodal obtida pelo
posicinamento do marcador M1.

2.3.4 — Andlise da IMF de Fc yR em linfocitos B

A analise da expresséao de FcyRIl (CD32) na populacéo de linfocitos B foi feita
através da andlise semiquantitativa por intensidade média de fluorescéncia. A FIG.6
ilustra a sequéncia de procedimentos para a andlise da expressao de CD32 em
linfécitos B. ApOs a selecdo da regido de interesse (R1), baseada em aspectos
morfométricos e imunofenotipicos, através de graficos de distribuicdo puntual de
FL3/CD19 versus granulosidade (SSC) (FIG.6A), foram construidos histogramas de
FL1/CD32 para a identificacdo da intensidade média de fluorescéncia para o FcyRlII

analisado na populacéo de linfécitos B (FIG.6B).
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FIGURA 6 - Seqliéncia de procedimentos utlizados para a andlise por citometria de fluxo da
intensidade média de fluorescéncia correspondente a expressdo do receptor FcyRIl (CD32) na
populacdo de linfocitos B. (A) Grafico de distribuicdo puntual de FL3/CD19 versus granulosidade
(SSC) utilizado para selecao da populacdo de interesse, nesse caso linfocitos B -R1. (B) Histograma
utilizado para quantificar a expressdo de FcyRIl em linfécitos B, através de alteragfes na intensidade
média de fluorescéncia da populacéo de distribuicdo unimodal.

2.3.5 — Calculo da Capacidade Total de Fluorescénci a

Com o objetivo de avaliar a magnitude da expressao dos receptores Fcy ,
levando em consideracdo que existem variagbes no percentual das diferentes
populacfes leucocitarias do sangue periférico, propusemos avaliar a Capacidade
Total de Fluorescéncia (CTF), que é o termo usado para descrever a capacidade
total de fluorescéncia de uma populacéo de células e resulta da multiplicacdo da IMF
de um receptor expresso em uma populacao pelo percentual desta populacéo celular
do hemograma (valor relativo). Esta formula foi empregada para a cultura controle e
para cultura estimulada para o calculo do impacto da estimulacdo antigeno-

especifica.
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TABELA Il

Modelo para o calculo da Capacidade Total de Fluorescéncia (CTF).

Exemplo do calculo da CTF

Numero Relativo IMF de CD16 em mondcitos x % de mon  Ocitos do Hemograma
97,99 x 4 = 391,96

2.3.6 — Célculo da raz&o Cultura estimulada/Cultura  controle
A analise do impacto da estimulacdo antigeno especifica foi feita a partir do
calculo da razdo entre os resultados de CTF obtidos na cultura estimulada pelos

valores obtidos na cultura controle.

3- Analise estatistica

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos a analise de normalidade de
distribuicAo dos valores. Nas amostras com distribuicdo normal, ou seja,
paramétricas, foi aplicado o teste de Turkey, empregando o programa Prism 4.0. Ja
para as amostras com distribuicdo ndo normal, ou seja, ndo paramétricas foi aplicado
o teste de Kruskal-Wallis seguido por Dunn. Andlises de correlacdo entre variaveis
de distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica foram realizaddas pelos testes de
Pearson ou Spearman, respectivamente. As diferencas foram consideradas
significativas quando p<0.05. Todo o procedimento de analise estatistica dos dados
foi realizado sob a supervisédo e orientacdo da Bioestatistica Ana Carolina, consultora
de estatistica do CPqRR/FIOCRUZ.
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RESULTADOS
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Estudo da reatividade de IgGl anti-formas tripomast igotas de

Trypanosoma cruzi

no soro de pacientes portadores das formas clinica s

indeterminadas e cardiacas da doenca de Chagas, atr avés da pesquisa

de anticorpos por citometria de fluxo
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Reatividade de anticorpos da classe IgG1l anti-forma s tripomastigotas vivas
(FC-ALTA) do Trypanosoma cruzi em soros individuais de pacientes
portadores das formas clinicas indeterminadas e car diacas da doenca de

Chagas

Para avaliar a reatividade de IgGl anti-formas tripomastigotas vivas (FC-
ALTA) de T. cruzi no soro, foram realizados ensaios de pesquisas de anticorpos por
citometria de fluxo através da analise do percentual de parasitos fluorescentes
positivos (PPFP), segundo proposto por MARTINS-FILHO et al. (1995) e modificado
por CORDEIRO et al. (2001), como descrito em Materiais e Métodos.

A curva de reatividade de IgG1 anti-formas tripomastigotas vivas do T. cruzi foi
tracada empregando diluicGes seriadas (1:128 a 1:16.384) dos soros de pacientes
chagasicos para cada grupo avaliado (NI, IND e CARD). Os resultados da
reatividade dos soros, expressos como PPFP, estdo mostrados na FIG.7. Para
interpretacdo dos resultados foi estabelecido um ponto de corte de PPFP igual a
50% para determinacéo de alta (PPFP>50%) e baixa (PPFP<50%) reatividade dos
soros, como proposto por Vitelli-Avelar et al. (2006). A andlise dos dados demonstrou
que na diluicdo de 1:4096 havia uma reatividade diferencial entre os pacientes
chagésicos, permitindo evidenciar dois grupos: pacientes com alta reatividade e
pacientes com baixa reatividade. Analises subsequentes, utilizando apenas os
resultados do soro na diluicdo de 1:4096, demonstraram que 80% dos pacientes IND
e 64% dos pacientes do grupo CARD apresentaram alta reatividade (p<0,05) (FIG.8).

Esses resultados nos permitem afirmar que também na populacdo agora em
estudo, os niveis de anticorpos anti-formas tripomastigotas vivas do T. cruzi sdo mais

elevados nos pacientes assintomaticos.
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FIGURA 7-Curva de titulacdo de FC-ALTA IgGl, em PPFP, de soros individuais de pacientes dos
grupos NI - gréfico A (n=11¢), IND - grafico B (n=5®) e CARD - grafico C (n=11e). Os resultados da
reatividade dos soros estdo expressos como PPFP. Em tracejado, ponto de corte equivalente a PPFP
50%, conforme descrito em Materiais e Métodos.
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FIGURA 8 - Reatividade de IgG1 anti-formas tripomastigotas vivas do T. cruzi em soro de pacientes
chagésicos IND (n=5e), CARD (n=11e), na diluicdo de 1:4096. A reatividade dos anticorpos dos
individuos esta expressa como PPFP, conforme descrito em Materiais e Métodos.
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Estudo da expressao dos receptores Fc yRIll (CD16), FcyRIl (CD32) e
FcyRlI (CD64) na superficie de neutrofilos, mondcitos e linfécitos no
contexto ex-vivo

34



Expresséo de receptores Fcyem leucécitos do sangue periférico durante a fase cronica da Doenga de Chagas

2.1- Estudo da expressao dos receptores Fc  yRIIl (CD16), FcyRIl (CD32) e FcyRl
(CD64) na superficie de neutrofilos, através da Cap acidade Total de

Fluorescéncia (CTF)

Para avaliar a expressao da molécula de CD16, CD32 e CD64 em neutrofilos
do sangue periférico, foram feitos ensaios utilizando-se anticorpos monoclonais anti-
CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC e foi utilizada a estratégia de
analise semiquantitativa, como descrito em Materiais e Métodos. Para avaliar a
capacidade de ligacdo da populacdo de neutrdfilos circulantes aos anticorpos,
utilizou-se a CTF obtida a partir dos dados de IMF multiplicada pelo percentual de
neutroéfilos circulantes determinado pelo hemograma.

Os resultados da expressao da molécula CD16, CD32 e CD64 em neutrofilos
do sangue periférico dos pacientes portadores das formas clinicas indeterminadas e
cardiacas da doenca de Chagas e de individuos nédo infectados estéo representados
na FIG.9.

A analise dos dados demonstrou que a expressdo de CD16 encontra-se
diminuida nos pacientes infectados, principalmente no grupo CARD, onde pudemos
observar diferenca significativa quando comparado com grupo NI (FIG.9A). Nenhuma
diferenca estatisticamente significativa foi observada na expressdo de CD32
(FIG.9B) e CD64 (FIG.9C). A comparacgéo entre os grupos de pacientes infectados

também ndo mostrou diferenca significativa.
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FIGURA 9 — Expressao, em CTF, das moléculas CD16 (A), CD32 (B) e CD64 (C) em neutrofilos do
sangue periférico de individuos portadores da doenga de Chagas IND e CARD e de individuos néo
infectados NI. A expressdao das moléculas CD16, CD32 e CD64 foi analisada a partir de ensaios
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estéo
expostos em “box blot”, destacando-se o0 nimero minino, maximo e os quartis da expressao dos
receptores. A diferenca significativa (p<0,05) esta identificadas pela letra “a” em comparagcao com o
grupo NI.

2.2 — Estudo da expressao dos receptores Fc  yRIII (CD16), FcyRIl (CD32) e FcyRI
(CD64) na superficie de mondcitos, através da Capac idade Total de

Fluorescéncia (CTF)

Simultaneamente ao realizado na populacdo de neutréfilos, para avaliar a
expressdo da molécula de CD16, CD32 e CD64 em mondcitos do sangue periférico
foram realizados ensaios de dupla marcacgao, utilizando anticorpos monoclonais anti-
CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC e anti-CD14 marcados com TC, e
foi empregada a estratégia de analise da IMF de FcyR em mondcitos, como descrito
em Material e Métodos. A partir dos dados de IMF foi calculada a CTF da populacéo
monocitica, através do percentual obtido no hemograma.

Os resultados da expressao da molécula CD16, CD32 e CD64 em mondcitos
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do sangue periférico dos pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e
cardiaca da doenca de Chagas e de individuos néo infectados estdo representados
na FIG.10. A andlise dos dados de CD16 em mondcitos demonstrou que,
semelhantemente ao observado na populacdo neutrofilica, houve queda na
expressao deste receptor em ambos 0s grupos infectados, mas com significancia no
grupo CARD comparado a NI (FIG.10A) e nenhuma outra diferenca estatisticamente
significativa foi observada na expressdo de CD32 (FIG.10B) e CD64 (FIG.10C). A

comparacao entre os grupos CARD e IND também ndo mostrou diferenca

significativa.
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FIGURA 10— Expressdo, em CTF, das moléculas CD16 (A), CD32 (B) e CD64 (C) em monécitos do
sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas IND e CARD de individuos ndo
infectados NI. A expressédo das moléculas CD16, CD32 e CD64 foi analisada a partir de ensaios
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC e anti-
CD14 marcado com TC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os
resultados estdo expostos em “box blot”, destacando-se o nimero minino, maximo e 0s quartis da
expressdo dos receptores. As diferencas significativas (p<0,05) estdo identificadas pela letra “a” em
comparacao com o grupo NI.
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2.3 — Estudo da expressao dos receptores Fc  yRIll (CD16) e FcyRIl (CD32) em

linfécitos, através da Capacidade Total de Fluoresc  éncia (CTF)

Para avaliar a expressdo da molécula CD16 na populacdo de células NK,
analisou-se a populagéo de linfécitos totais do sangue periférico, uma vez que as
demais populacdes linfocitarias ndo expressam este receptor.

Para avaliar a expressdao da molécula CD32 em linfécitos B do sangue
periférico, foram realizados ensaios de dupla marcacdo, utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD19 marcados com TC e anti-CD32 marcados com FITC e foi
empregada a estratégia de analise da IMF de FcyR em linfocitos B, como descrito
em Material e Métodos. A partir dos dados de IMF foi calculada a CTF.

Os resultados da expressédo de CD16 em linfocitos totais e CD32 em linfocitos
B do sangue periférico dos pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e
cardiaca da doenca de Chagas e de individuos néo infectados estdo representados
na FIG. 11. Andlise da expressdao de CD16 em linfocitos totais (FIG. 11A), ndo
demonstrou nenhuma diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
NI, enquanto que os resultados da expressdo de CD32 em linfocitos B (FIG. 11B)
demonstraram maior expressao deste receptor no grupo CARD em relagdo ao grupo
IND. A andlise entre os grupos também nao mostrou diferenca significativa.
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FIGURA 11- Expressdo, em CTF, das moléculas CD16 (A) em linfécitos totais e CD32 (B) em
linfécitos B do sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas IND e CARD e de
individuos néo infectados NI. A expressdo da molécula CD16 foi analisada a partir de ensaios
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD16 marcados com FITC, segundo protocolo de
imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. A expressdo da molécula CD32 foi analisada a
partir de ensaios de dupla marcacéo, utilizando anticorpos monoclonais anti-CD32 marcados com
FITC e anti-CD19 marcados com TC, segundo protocolo descrito em Material e Métodos. Os
resultados estdo expostos em “box blot”, destacando-se o nimero minino, maximo e 0s quartis da
expressao dos receptores.
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Estudo do impacto da estimulacdo antigeno especifi ca na expressdo dos
receptores Fc yRIlIl (CD16), FcyRIl (CD32) e FcyRI (CD64) em neutrofilos apos

ensaios de cultura breve in vitro
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3.1- Impacto da estimulacdo antigeno especifica na expressao dos receptores
FcyRlIIl (CD16), FcyRIl (CD32) e FcyRI (CD64) em neutrofilos apos ensaios de

cultura breve in vitro

De forma a avaliar o papel de antigenos derivados do T. cruzi na indugéo de
queda da expressdo de FcyRs, foi mensurado o impacto da estimulacdo antigeno
especifica na expressdo das moléculas CD16, CD32 e CD64 por leucdcitos, através
do céalculo da razdo entre os resultados de CTF obtidos na cultura estimulada pelos
valores obtidos na cultura controle (CE/CC).

Observou-se que apoés estimulo antigénico, houve queda na expressao de
CD16, CD32 e CD64 em neutrdéfilos em todos os grupos analisados, fazendo com
que a razado CE/CC fosse inferior a 1. Entretanto, a queda foi maior no grupo CARD,

onde observou-se diferenca significativa em relacéo ao grupo NI (p<0,05) (FIG.12).
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FIGURA 12— Razdo da CTF da cultura estimulada/CTF da cultura controle na expressédo das
moléculas de CD16 (A), CD32 (B) e CD64 (C) em neutréfilos do sangue periférico de individuos
portadores da doenca de Chagas, IND e CARD, e de individuos nao infectados NI. Foram utilizados
anticorpos monoclonais anti-CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC, segundo protocolo de
imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo expostos em “box blot”,
destacando-se 0 nimero minino, maximo e os quartis da expressao dos receptores. A diferenga
significativa (p<0,05) esta identificada pela letra “a” em compara¢cao com o grupo NI.

3.2- Impacto da estimulacdo antigeno especifica na  expressao dos receptores
FcyRIIl (CD16), FcyRIl (CD32) e FcyRI (CD64) em mondcitos apds ensaios de

cultura breve in vitro

Quando avaliamos o impacto da estimulacdo antigeno-especifica na
expressdo da molécula CD16, em mondcitos, verificamos que ocorreu queda no
grupo CARD (CE/CC < 1) e aumento no grupo IND (CE/CC > 1) e a diferenca entre
as duas razdes foi significativa. J&, na expressao de CD32, observou-se queda nos
grupos IND e CARD, mas com significancia apenas no grupo CARD, quando
comparado com o grupo NI. A expressdao de CD64 manteve-se inalterada apos
cultura em todos os grupos e, assim, nenhuma diferenca estatisticamente

significativa foi observada (FIG.13).
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FIGURA 13- Razdo da CTF da cultura estimulada/CTF da cultura controle na expressédo das
moléculas de CD16 (A), CD32 (B) e CD64 (C) em mondécitos do sangue periférico de individuos
portadores da doenca de Chagas, IND e CARD, e de individuos nao infectados NI. Foram utilizados
anticorpos monoclonais anti-CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC e anti-CD14
marcados com TC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os
resultados estdo expostos em “box blot”, destacando-se o niUmero minino, maximo e os quartis da
expressdo dos receptores. As diferencas significativas (p<0,05) estdo identificadas pela letra “a” em
comparacao com o grupo NI e pela letra “b” em comparagéo com o grupo IND.

3.3 - Impacto da estimulacdo antigeno especifica na  expressao dos receptores
FcyRIll (CD16) e FcyRIl (CD32) em linfécitos totais e linfécitos B,

respectivamente, apos ensaios de cultura breve in vitro

A razdo CE/CC da CTF da molécula CD16 em linfocitos totais e de CD32 em
linfécitos B do sangue periférico de pacientes portadores da doenca de Chagas e de
individuos nédo infectados estad representada na FIG.14. A analise dos dados
demonstrou que a estimulacdo antigénica induziu queda na expressao de CD16 em
linfécitos de todos os grupos de pacientes. Entretanto, observou-se menor razao
CE/CC de CTF de CD16 no grupo CARD, que apresentou-se significativamente
menor que aquela do grupo NI.

Ja a analise da expressdo de CD32 em linfocitos B, apos estimulagcéo
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antigénica, ndo demonstrou nenhuma diferenca estatistica entre o0s grupos

avaliados.

1.50

0.75 -

Razdo CE/CC da CTF de CD16
em linfécitos totais

0.00

NI

IND

CARD

Razé&o CE/CC da CTF de CD32

em linfécitos B

B
1.50
— -
0.75 +
0.00
NI IND CARD

FIGURA 14- Razdo da CTF da cultura estimulada/CTF da cultura controle na expressdo das
moléculas de CD16 (A), em linfécitos totais, e CD32 (B) em linfécitos B do sangue periférico de
individuos portadores da doenca de Chagas, IND e CARD, e de individuos néo infectados NI. Foram
utilizados anticorpos monoclonais anti-CD16 ou anti-CD32 marcados com FITC e anti-CD19
marcados com TC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os
resultados estdo expostos em “box blot”, destacando-se o niUmero minino, maximo e os quartis da
expressdo dos receptores. As diferencas significativas (p<0,05) estdo identificadas pela letra “a” em
comparacao com o grupo NI.
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Estudo da correlagéo entre a reatividade de 1gG1 an ti-Trypanosoma cruzi no
soro de pacientes portadores das formas clinicas in determinadas e cardiacas
da doenca de Chagas e o impacto do estimulo antigén ico na expressdo dos
receptores Fc yRIIl (CD16), FcyRIl (CD32) e FcyRl (CD64) na superficie de

neutrofilos, mondcitos e linfocitos
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4.1 - Correlacdo da expressdo de Fc yR em leucécitos circulantes apds estimulo

antigénico com o perfil de imunoglobulinas séricas anti- T. cruzi

Uma vez que confirmamos menor titulo de anticorpos anti-formas tripomastigotas
vivas no soro de pacientes do grupo CARD em relacdo ao grupo IND, procedemos a
avaliacdo da correlacdo entre o nivel de anticorpos anti-T. cruzi e a expressao dos FcyRs
apos estimulo antigénico. Para obtermos uma distribuicdo ampla de reatividade, que
variasse desde auséncia até alta reatividade, analisamos conjuntamente todos o0s
individuos estudados: NI, IND e CARD. Verificou-se correlagdo negativa entre a
reatividade anti-T. cruzi de imunoglobulinas IgG1 séricas, na diluicdo de 4096, com a
expressdo de CD16 em neutrdfilos apds cultura na presenca de antigenos de T. cruzi

(CE/CC)(FIG.15).(Pearson: p=0,0016, r=-0,6438).
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FIGURA 15 - Analise de correlacdo de Pearson entre os valores de PPFP de IgG1 na diluicdo 1:4096,
e a razdo CE/CC de CD16 (CTF) em neutrdfilos no sangue periférico dos individuos néo infectados e
de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenca da Chagas. Os

(%]

valores de “r" e “p” estdo inseridos na figura.

De forma analoga, a relagdo CE/CC da expressdao de CD32 em neutrofilos
demonstrou correlacdo negativa com o nivel sérico de IgG1 anti-T. cruzi, na diluicdo de
4096 (FIG.16) (Spearman: p=0,0105, r=-0,5458).
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FIGURA 16- Analise de correlacdo de Spearman entre os valores de PPFP de IgG1l na diluicdo
1:4096, e a razdo CE/CC de CD32 (CTF) em neutrofilos no sangue periférico dos individuos néo
infectados e de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenca da

Chagas. Os valores de “r" e “p” estéo inseridos na figura.

Considerando a populacdo de mondécitos, foi também observada correlacdo negativa
entre a reatividade anti-T. cruzi de IgG1 séricas, na diluicdo de 4096, com a expressao
de CD32 (FIG.17)(Pearson: p= 0,0025, r=-0,6382).

P=0.0025
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FIGURA 17- Andlise de correlagcdo de Pearson entre os valores de PPFP de IgG1 na diluicao 1:4096,
e arazdo CE/CC de CD32 (CTF) em mondécitos no sangue periférico dos individuos nao infectados e
de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenca da Chagas. Os

[%1]

valores de “r" e “p” estdo inseridos na figura

Quando avaliou-se a populacéo linfocitaria, verificou-se também correlacdo negativa
entre o nivel sérico de IgG1, na diluicdo de 4096, com a expressdo de CD16 em
linfocitos totais (FIG.18)(Spearman: p=0,0047, r=-0,5798).
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FIGURA 18 - Andlise de correlagdo de Spearman entre os valores de PPFP de IgG1 na diluicao
1:4096, e a razao CE/CC de CD16 (CTF) em linfocitos totais no sangue periférico dos individuos nao
infectados e de pacientes portadores das formas clinicas indeterminados e cardiacos da doenca da
Chagas. Os valores de “r" e “p” estéo inseridos na figura
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SINTESE DOS RESULTADOS

Com base nos dados obtidos foram desenvolvidas figuras que resumem o0s
resultados significativos para expressdo dos FcyRs no contexto ex-vivo e apos estimulagéo
antigeno especifica in vitro (FIG.19) e os resultados de correlacdo entre o nivel de anticorpos

IgG1 anti-T. cruzi e a expressdo dos FcyRs(FIG.20) .

IND CARD P value

\/ CD16 em Neutrdfilos 2 P<0.04
CTF Ex-vivo \/ CD16 em Mondcitos 2 P<0.05

\/ CD16 em Neutrofilos 2 P<0,001

\/ CD32 em Neutroéfilos 2 P<0,001

CTF CE/CC \/ CD64 em Neutrdfilos 2 P<0,05
valor relativo )

\/ CD16 em Mondcitos P P<0,05

\/ CD32 em Mondcitos 2 P<0,01

\/ CD16 em Linfécitos totais a2 P<0,01

FIGURA 19 - Variacdo na expressdo de FcyRs no contexto ex-vivo e apés estimulagcdo antigénica:
CTF em andlise ex-vivo e razdo CE/CC de CTF. A orientacdo das setas representa diminuicéo
estatisticamente significativa de um dos parametros em relacao aos grupos NI e IND, indicados pelas
letras “a”, “b”, respectivamente.
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Correlagdo entre o perfil de imunoglobulinasséricas anti-T. cruzi

e arazdo CE/CC de CTF deFc VR em leuddcitos circulantes
Teste p value r value

IgG1 X CD16 em Pearson P=0.0016 r =-0.6438
neutréfilos

IgG1 X CD32 em Spearman P=0.0105 r =-0.5458
neutrdéfilos

IgG1 X CD32 em — —
mondaitos Pearson P=0.0025 r =-0.6382

IgG1 X CD16 em Spearman P=0.0047 =-0.5798

linfocitos totais

FIGURA 20 - Correlacdo entre os valores de PPFP de IgG1 na diluicdo 1:4096, e a razdo CE/CC de
CTF de FcyRs em neutréfilos, monécitos e linfocitos totais no sangue periférico dos individuos néo
infectados e de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenca da

Chagas.
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DISCUSSAO
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Diversos estudos que avaliam o0s mecanismos imunologicos associados a
manifestacdo de diferentes formas clinicas da doenca de Chagas tém sugerido a
ocorréncia de eventos multifatorais associados a combinacdo de mudltiplos
parametros imunologicos, dando suporte a hipotese de que mecanismos complexos
estdo envolvidos na patogenia chagésica. Embora muitos dos elementos envolvidos
no desenvolvimento das diferentes formas clinicas ja tenham sido descritos, estudos
adicionais fazem-se ainda necessarios para melhor compreensao da dinamica desse
processo. O estudo da participacédo de diferentes populagdes celulares nos eventos
protetores e 0s processos patogénicos da doenca chama a atencdo para o
envolvimento tanto da resposta imune celular como da humoral (TALVANI,et
al.,2004;GOMES, et al. 2005;

Considerando os aspectos gerais da imunidade humoral, é sabido que a
ligacdo das imunoglobulinas aos antigenos é capaz de desencadear a neutralizacao
de toxinas de patdgenos, facilitar a ingestdo por células fagociticas (opsonizacao),
reparar e ativar moléculas do sistema de complemento e ainda, desencadear a
citotoxidade celular mediada por anticorpos. Fagocitos sdo ativados por
imunoglobulina G, principalmente 1gG1 e IgG3, e a ativagao destes pode tanto inibir
a resposta inflamatoria quanto causar dano tecidual. As imunoglobulinas especificas,
juntamente com o0s FcyRs proporcionam as células acessorias, neutrofilos e
monadcitos, habilidade para remover patégenos e seus produtos do ambiente
extracelular por fagocitose, endocitose de imunocomplexos, liberacdo de mediadores
inflamatorios, ADCC e apresentacéo de antigenos.

Em se tratando da doenca de Chagas, estudos anteriores haviam
demonstrado a presenca de altos titulos de IgG1 anti-formas tripomastigotas vivas
em pacientes portadores da forma indeterminada quando comparados com
individuos portadores da forma clinica cardiaca (CORDEIRO et al.,, 2001). No
presente estudo, a analise dos dados demonstroram que, na diluicdo de 1:4096,
pacientes da forma indeterminada também apresentavam alta reatividade,
reforcando a hipotese de que a maior concentracdo de anticorpos liticos estaria
relacionada com melhor evolucdo da infeccdo. Nos pacientes da forma cardiaca,
observou-se dois perfis de reatividade, permitindo evidenciar dois grupos: pacientes
com alta reatividade e pacientes com baixa reatividade. E possivel que aqueles

pacientes com maior concentracdo de anticorpos sejam portadores de formas
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cardiacas menos graves, entretanto, por limitacdes na propedéutica empregada na
classificacdo dos pacientes, ndo foi possivel esclarecer tal hipotese.

Se considerarmos os niveis elevados de anticorpos especificos para o T.cruzi,
como benéficos para o individo infectado, podemos propor que uma elevada
atividade citotoxica mediada por anticorpos (ADCC) poderia ser fundamental no
controle da parasitemia e consequentemente numa menor intensidade do processo
patolégico, no foco inflamatério tecidual. Assim, além do papel protetor dos
anticorpos liticos previamente descrito (KRETTLI & BRENER, 1982), uma maior
interacdo das células NK com alvos revestidos por anticorpos, predominantemente
IgG1, poderia ser um mecanismo importante no controle da morbidade da infeccéo
cronica pelo T. cruzi. Apesar dos nossos resultados ndo terem demonstrado
nenhuma diferenca significativa em células NK.

Estudos prévios (LAGUNES et al., 1989, VELGE et al.,, 1991) relatam a
importancia dos mecanismos de ADCC na infeccdo chagasica. Embora eventos de
ADCC, no contexto da doenca de Chagas tenham sido investigados por diversos
autores, os resultados desses estudos sdo ainda controversos no que se refere a
natureza protetora ou indutora de patologia. Dentro desta linha, alguns estudos
focalizaram a atencdo aos eventos de ADCC, associados a imunopatologia da
infeccdo, através de mecanismos de dano causado a cardiomiocitos in vitro, por
linfécitos de hospedeiros néo infectados (VELGE et al.,, 1991). Outros estudos
relatam a importancia de ADCC nos eventos de dano tecidual, sugerindo sua
participagdo em eventos de auto-imunidade na doengca de Chagas (BRAUN &
TITTO, 1985).

No entanto, outros investigadores relatam que os anticorpos, principalmente
0s AL, sdo importantes na indu¢cdo de ADCC anti-formas tripomastigotas do T. cruzi,
e defendem a hipo6tese do papel protetor desse mecanismo mediado por linfécitos
(LIMA-MARTINS et al., 1985). Devido a complexidade e ao carater contraditorio
desses achados, torna-se dificil estabelecer o papel da ADCC no contexto da
infeccdo pelo T. cruzi. Acreditamos que mecanismos multiplos de ADCC possam
estar atuando de forma diferenciada, acoplando eventos protetores ou indutores de
danos teciduais, envolvendo diferentes anticorpos, bem como diferentes tipos

celulares. Entretanto acreditamos que o papel de NK na infec¢do chagasica crénica

53



Expresséo de receptores Fcyem leucécitos do sangue periférico durante a fase cronica da Doenga de Chagas

esteja predominantemente associado a eventos protetores, especialmente na fase
aguda da infeccdo, quando ocorrem as maiores parasitemias.

Outros estudos relatam que, dentre os leucdcitos circulantes, a principal
fracdo responsavel pela ADCC seriam os polimorfonucleares (OLABUENAGA et al.,
1979). Ressalta-se que, em nosso estudo, entre todos os FcyRs, o CD16 em
neutrofilos foi 0 que apresentou maior reducao de expressdo. Ademais, € possivel
que também a fagocitose possa estar compometida. E descrito que CD16, o mais
abundante receptor de IgG na superficie dos neutrdéfilos, ndo medeia diretamente a
fagocitose, mas coopera na funcao fagocitica mediada pelo FcyRlla (SALMON et al,
1991) .

Esses resultados nos incitaram a pesquisar o0 impacto da estimulacao
antigeno especifica na expressao destes receptores.

A estimulacdo antigeno especifica, em cultura de células de sangue total de
curta duracdo, compreende uma interessante estratégia experimental que, ao
favorecer o contato de diferentes populacdes celulares com antigenos solUveis da
forma tripomastigota do T. cruzi, de certa forma mimetiza o tecido infectado onde
observa-se maior concentragdo de antigenos parasitarios. Através desse ensaio,
observamos uma deficiéncia seletiva na expressdo de receptores de IgG em
populacdes da imunidade inata (neutréfilos, mondcitos e linfécitos NK) em pacientes
portadores da doenca de Chagas, especialmente naqueles da forma cardiaca.

Esses dados estdo de acordo com observacdes anteriores de Silva (1999)
sobre a habilidade do antigeno de T. cruzi em modular a expressédo de FcyRIll na
superficie de células NK e neutrdfilos, em ensaios de cultura in vitro. Esse autor
propde que esse efeito seja mediado pela capacidade do antigeno do T. cruzi de
clivar a porcdo “lg-like” dos receptores de IgG (caracteristica intrinseca da
superfamilia de FcyR) por meio da acdo da cruzipaina expressa pelo parasito.

A cruzipaina € a cisteina proteinase majoritaria do T. cruzi, sendo essa um
fator de viruléncia do parasita importante na interagéo parasito-hospedeiro, essencial
para a invasao e o crescimento intracellular do parasita (SCHARFSTEIN et al., 2000;
APARICIO et al., 2004). E uma enzima do tipo catepsina L/B da familia da papaina,
secretada na forma ativa para o meio extracelular e abundantemente expressa em
todas as fases do ciclo de vida do parasita. Além de gerar peptideos que estimulam
a internalizagcdo de tripomastigotas por células cardiovasculares, a atividade
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enzimética da cruzipaina é essencial para o desenvolvimento e diferenciacdo de
amastigotas intracelulares. Estudos recentes indicam que a cruzipaina gera
peptideos pré-inflamatérios nos sitios de infeccdo, alertando as células sentinelas do
sistema imune inato sobre a presenca de tripomastigotas no tecido intersticial
(SCHARFSTEIN et al, 2007).

Cazzulo e coladoradores em 1997 determinaram a sequéncia de 130 acidos
aminados do dominio C-terminal da cruzipaina. Contendo varios sitios preditivos de
N/O-glicosilacdo, esta extensdo C-terminal une-se ao dominio catalitico (central)
através de uma sequéncia (tipo-dobradico) rica em treonina e prolinas. O
sequenciamento completo de clone de DNA gendmico mostrou que a cruzipaina é
um polipeptideo de cadeia Unica sintetizada como uma pre-pro-enzima. A regiao
PRE é composta por um peptideo hidrofébico capaz de direcionar a molécula para o
reticulo endoplasmético. Tal como ocorre com outros membros da superfamilia
papaina, o segmento PRO-peptidico é fundamental para o processo de
enovelamento da proteina precursora. Além disso, segmento PRO liga-se ao
dominio catalitico de diversas enzimas da familia papaina, obstruindo o acesso de
substratos ao seu interior da fenda catalitica. Estudos com pacientes indicaram que
0S epitopos reconhecidos pelas células T concentram-se no dominio central
(catalitico), enquanto que 0s epitopos reconhecidos por anticorpos IgG humanos se
concentram no dominio C-terminal (FONSECA et al. , 2005). Dessa forma, a ligacao
de anticorpos a cruzipaina € capaz de manter a funcao catalitica da proteinase.

E sabido que o processo de interagao do T.cruzi com a célula hospedeira é
um processo de interacao entre ligante-receptor. Possivelmente, logo apos a adesao
ocorrem modificacdes nas membranas do parasita e da célula hospedeira. Tem sido
sugerido que as proteases do parasita estejam envolvidas no processo. Estudos
demonstraram que a inibicdo de proteinases, como a cruzipaina, por inibidores
especificos reduz significantemente o processo de invasao da célula hospedeira pela
forma tripomastigota (ARAUJO-JORGE,1989). Ainda, incubacdo de formas
tripomastigotas na presenca da porcdo Fab de imunoglobulina G que reconhece a
cruzipaina inibe a infeccdo de macrofagos (SOUTO-PADRON et al.,1990). Esse
ultimos achados também reforcam o papel de anticorpos anti-formas tripomastigotas
como fator de protecdo de uma infeccéo grave, seja intensificando a lise das formas

parasitarias através da ADCC, seja dificultando a invasao celular por bloqueio de
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proteases.

Outro mecanismo que poderia explicar a reducdo da expressdo de FcyRs
diante da presenca de antigenos do T. cruzi, seria a ligacdo do imunocomplexo aos
receptores de IgG que poderia induzir a internalizagédo do complexo ligante/receptor.
Estudos prévios demonstram que o FcyRl é essencial no reconhecimento e
apresentacao de antigenos através da internalizacdo de antigenos complexados por
IgG in vitro (GOSSELIN et al.,1992). Além da ativacéo celular, os FcyR que contém
ITAM induzem a internalizacdo dos seus ligantes, que podem ser imunocomplexos
sollveis, os quais sdo endocitados por todos os tipos celulares, ou podem ser
imunocomplexos particulados, internalizados somente por células fagociticas
(DAERON M, 1997). Observa-se ainda que o FcyRlla é o principal receptor fagocitico
expresso em polimorfonucleares e sdo capazes de induzir internalizacdo de
imunocomplexos, degranulacdo e liberacdo de mediadores inflamatorios
(STEFANESCU et al., 2004).

Em diversas situacdes clinicas, investigacdes abordando o papel de FcyRs ja
foram realizadas. Na sua grande maioria, 0s estudos apontam para uma maior
expressao de FcyRs na presenca de infeccdes.

Alguns autores propdem a analise da expressdo de CD64 (FcyRIl) em
neutrofilos e mondcitos como teste diagndstico auxiliar para avaliagdo de infeccdes
bacterianas e sepsis (NUUTILA et al., 2007). Observa-se ainda que uma defesa
eficiente do hospedeiro contra Streptococcus pneumoniae depende da fagocitose
mediada por imunoglobulina G de bactérias e o polimorfismo de CD32 (FcyRlla)
determina a capacidade fagocitica (YUAN et al., 2003). Segundo Castelli (2004),
infeccbes virais provocadas pelo adenovirus e pelo virus Epstein—Barr também
induzem aumento da expressao de CD64 em neutrdfilos.

Também o receptor CD16 (FcyRllla) em mondcitos tem se mostrado
aumentado em diferentes condigbes patolégicas como: cancer, sepsis, asma,
infeccdo pelo HIV e progressdo da AIDS (ZIEGLER-HEITBROCK, 1996).
Interessantemente, na leishmaniose cutanea, ja foi relatado aumento da expressao
deste receptor em mondcitos, diretamente proporcional ao tamanho da leséo
(SOARES et al., 2006).

Considerando as doencas auto-imunes, a ativacao de receptores Fcy parece

apresentar um papel importante na reacdo inflamatéria na artrite reumatdide.
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Estudos sugerem que o balanco entre as funcgdes inibitorias, exercidas pelo FcyRlIlb,
e as ativadoras, exercidas pelos FcyRs do tipo I, lla, and llla, determina a magnitude
da resposta celular durante o curso da doenca (MAGNUSSON et al., 2007). Estudo
recente demonstrou que a inibicdo de TNF-a é capaz de reduzir 0 processo
inflamat6ério em pacientes com artrite reumatdide, uma vez que essa citocina
exacerba a expressao de FcyRlla em neutrofilos e amplifica a ativacdo de neutrofilos
induzida por imunocomplexos (BELOSTOCKI et al., 2008). Tais achados colaboram
para explicar o beneficio clinico obtido em pacientes com artrite reumatoide em uso
de inibidores de TNF-a, como o infliximab.

Considerando nosso estudo presente, embora aspectos funcionais celulares
ndo tenham sido focalizados, nossos dados confirmam a existéncia de menor
expressdo de FcyR em pacientes portadores da forma clinica mais grave da doenca
de Chagas e apontam para o papel de antigenos derivados do T. cruzi na modulacéo
da expressao dos receptores. A associacdo destes achados com o encontro de
menores titulos de anticorpos anti-formas tripomastigotas vivas nos pacientes
cardiopatas sinaliza que a morbidade na doenca de Chagas esteja relacionada com
uma menor capacidade de clareamento parasitario via ADCC e consequiiente maior

parasitemia.
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