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RESUMO

RESUMO

O sistema imune (Sl), assim como os outros sistemas organicos atuam diretamente
na homeostasia do organismo. Durante a fase aguda da infec¢do pelo Trypanosoma
cruzi o Sl age intensamente na tentativa de eliminar os parasitos que, no entanto, se
evadem do sangue circulante para o meio predominantemente intracelular,
favorecendo assim a evolugéo para a fase cronica. O objetivo do trabalho foi avaliar a
habilidade de células do Sl de individuos NI ou portadores da doenca de Chagas em
responder in vitro a antigenos do T. cruzi, através da expressao ou secregdo de
moléculas responsaveis pelos processos de ativacdo ou regulacdo desse estimulo.
Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) dos individuos estudados foram
separadas e analisadas antes e apos serem cultivadas, na presenca € na auséncia
de homogenatos antigénicos. As células e os sobrenadantes das culturas foram
coletados nos tempos zero (antes do estimulo antigénico), e nos tempos 2h, 6h, 12h
e 24 horas apds o estimulo para analise da expressado das moléculas CD25, CD28 e
CTLA-4 na superficie de linfécitos T CD4" e CD8', bem como dos niveis de
prostaglandina E2 e das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy. Os resultados mostraram que
antigenos de T. cruzi sédo capazes de estimular PBMC de individuos do grupo NI a
produzirem IL-10 e PGE,, além de induzirem maior intensidade meédia de
fluorescéncia de CD25 em LT CD4". IL-10 foi detectada precocemente em culturas de
pacientes do grupo IND e mantém seus niveis no periodo estudado, enquanto a
deteccao do IFNy ocorreu somente as 12 horas de cultura, ao contrario dos
sobrenadantes de cultura do grupo CARD, onde foram detectadas indistintamente as
citocinas IL-2, IL-10 e IFNy. A intensidade média de fluorescéncia de CTLA-4 foi
maior em LT CD4" estimulados no grupo IND, enquanto que no grupo CARD o
estimulo antigénico induziu maior IMF de CD25 em LT CD4" e em LT CD8".
Admitindo-se a possibilidade de que regulacéo induzida pelo estimulo antigénico no
grupo IND seja mediada por IL-10 e pela expressdao de CTLA-4, que impede a
geragao do segundo sinal de ativacao celular, a auséncia precoce dessa no grupo
CARD poderia ser um dos fatores relacionados a uma falha na regulagdo do sistema
imune destes pacientes. Além disso, a producdo de moléculas reguladoras IL-10 e
PGE; por células dos individuos do grupo NI favorece a interpretacéo de que o Sl é

\
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também capaz de promover a manutencao da homeostasia nos organismos isentos
de memodria imunoldgica especifica.

Palavras chave: homeostasia, imunorregulacdo doengca de Chagas, Trypanosoma
cruzi,

Vi



ABSTRACT

Abstract

The immune system (IS) as others has physiological functions that works toward the
maintenance of homeostasis. During the acute phase of the infection by Trypanosoma
cruzi, the IS functions intensively to eliminate the parasites that are able to leave the
peripheral blood becoming predominantly intracellular favoring, therefore, the its
maintenance and the development of the chronic phase of the disease. The objective
of this work was to evaluate the ability of the IS of NI or individuals with Chagas
disease to react in vitro to T. cruzi antigens. This was evaluated by the analysis of the
expression or secretion of molecules involved on the process of activation or
regulation of the response induced by the stimuli. Peripheral blood mononuclear cells
of the individuals included in this study were fractionated and evaluated before and
after in vitro culture. Cells and supernatants from these cultures were collected at time
zero (before antigenic stimulation) and at 2, 6 and 24 hours after antigenic stimulation
for analysis of CD25, CD28 e CTLA-4 expression on the surface of T CD4" and CD8+
cells as well as the levels of prostaglandins E, and the cytokines IL-2, IL-10 and IFNy.
The results show that T. cruzi antigens stimulate PBMC from NI to secrete IL-10 and
PGE:; besides the induction of higher fluorescence intensity of CD25 in CD4" cells. IL-
10 is detectable early in cell cultures of IND patients and remains high for the time
period of the study, while IFNy was detected only at 12 h, in contrast with PBMC from
CARD where IL-2, IL-10 and IFNy where detectable at all time points. In stimulated
cultures, the mean fluorescence intensity of CTLA-4 was high in CD4" T cells from the
IND group while in the CARD group the antigenic stimuli induced higher CD25 mean
fluorescence intensity in CD4" and in CD8" cells. Admitting the possibility that
regulation induced by the stimuli in the IND is mediated by IL-10 and expression of
CTLA-4, impairing the second cell activation signal, the absence of early secretion of
this cytokine by cells from CARD may be one of the major factors related to the lack of
immuno regulatory activity in these patients,. Furthermore, the secretion of regulatory
molecules IL-10 and PGE; by cells from NI individuals favors our interpretation that
the IS also induces homeostasis in situations where immune response memory is not

specific.

Key words: homeostasis, imunoregulation, Chagas disease, Trypanosoma cruzi.
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1- Introducao

A doenca de Chagas foi descrita pela primeira vez pelo médico e pesquisador
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 1909, o qual na época desenvolvia trabalhos
sobre malaria no norte de Minas Gerais (COURA, 1997; DIAS, 2001). O
Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenga, tem a capacidade de promover
alteragdes tissulares no hospedeiro vertebrado com morbidade diferenciada, segundo
os graus de acometimento (MACEDO, et al., 1982, DIAS, 1989; RASSI, et al., 1992,
PARADA, et al.,, 1997, MARIN-NETO, et al., 1999). A enfermidade é reconhecida
como uma endemia rural, com distribuicao entre as Américas Central e do Sul, sendo
endémica em 21 paises, onde acometem 16 — 18 milhdes de individuos basicamente
populacdes pobres com baixo nivel de instrucdo que vivem em casebres de ma
qualidade, onde algumas das espécies do inseto vetor se domicilia com relativa
facilidade (MARTINS, 1968; WHO, 1997; DIAS, 2000). Recentemente, o Brasil
recebeu a Certificacdo Internacional de Eliminacdo da Transmissdao da Doenca de
Chagas pelo Triatoma infestans, um dos principais vetores do T. cruzi, conferida pela
Organizacao Pan-Americana de Saude (WHO, 2002; FERREIRA & SILVA, 2006). No
entanto, ainda ocorrem outras formas de transmissdo, como por exemplo, a
transfusdo de sangue ou mesmo ingestdo dos parasitos em alimentos contaminados
(DIAS & COURA, 1997; WENDEL, 1998; DIAS, 2000).

Apo6s a infecgdo, o individuo apresenta a fase aguda, a qual perdura 2-4
meses, e é caracterizada pela presenca de formas tripomastigotas dos parasitos no
sangue, o que facilita o diagnéstico direto da doencga. Nesta fase, o sistema imune
(Sl) age intensamente com o objetivo de eliminar os parasitos, através de
mecanismos humorais e celulares da imunidade inata como a lise mediada pelo
complemento, fagocitose, citotoxicidade de células natural killer (NK) (CERISOLA, et
al.,1977; ANDRADE, 1991; DEUTSCHLANDER, et al., 1978). Entretanto, os parasitos
sao capazes de se evadirem da resposta imune do hospedeiro através de diferentes
mecanismos de escape (DAMATTA, et al., 2007), o que compromete a eliminacao
total destes tripomastigotas, favorecendo desta maneira a evolugcao para a fase
cronica com duragéo longa, tendo como caracteristicas principais a baixa parasitemia
e o parasitismo intracelular com as formas amastigotas (KOEBERLE, 1959; DIAS,
1989; ANDRADE, 1991; RASSI, et al.,1992; HIGUCHI, 1997).



INTRODUCAO

Neste contexto, os mecanismos de resposta imune também se modificam e se
estabelece um equilibrio que tenta preservar o hospedeiro dos danos causados pelo
processo inflamatério gerado.

O SI, assim como os outros sistemas organicos, tem funcéo fisioldgica,
atuando no sentido de manter a homeostasia do organismo, alterada por estimulos
induzidos por fatores internos ou externos. A resposta imune contra fatores externos,
incluindo patdgenos, e fatores internos, como células tumorais, tem sido estudada ao
longo dos tempos como sendo responsavel pelos mecanismos de defesa. Para isto o
Sl conta com células e moléculas que atuam de maneira inespecifica, denominada
imunidade inata (ll), atuando como primeira linha de defesa (entenda-se: retorno a
homeostasia) contra patégenos, enquanto que a permanéncia destes é capaz de
estimular outras células -linfécitos- que se adaptam a estes estimulos externos,
tornando-se mais especificas na tentativa de dar continuidade a homeostasia do
organismo.

A caracteristica comum as células da Il € a expressdao de moléculas de
superficie com capacidade de reconhecimento de padrdes estruturais diferentes do
proprio (non-self), especialmente carboidratos e glicolipidios complexos — receptores
Toll - comuns em microrganismos. Pode-se também destacar os receptores de
membrana scavenger e 0s para proteinas soluveis do complemento (ARAUJO-
JORGE, 2000; TAKEDA et al.,2003).

A apresentacdo de antigenos por moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (HLA) presentes nas células da Il € o mecanismo responsavel
pela interagdo entre estas e a imunidade adaptativa (IA), representada pelos linfécitos
T (LT) CD4" e os LT CD8". Os linfocitos B (LB) CD5" atuam também como células
apresentadoras de antigeno (APC), como macréfagos e células dendriticas da I,
além de secretarem anticorpos (BACHMANN & KOPF, 2002; JANEWAY, et
al.,2007%).

A ativacdo das células T requer, portanto, sinais oriundos das APC, que
influenciam na evolucdo da resposta imune com estimulo ou inibicdo de outras
células e mediadores que regulam os mecanismos patoldgicos (STADECKER, et al.,
1999).

Assim, a evolucdo da morbidade da doenca de Chagas, nas fases aguda e
cronica, € consequUéncia destes mecanismos enddgenos que tentam sempre

restabelecer o equilibrio interno do organismo.
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Durante a fase aguda ocorrem graus variados de sintomas inespecificos e
miocardites associadas ao parasitismo tecidual e elevada parasitemia (PARADA, et
al, 1997). A miocardite mostra-se intensa e difusa, ocorrendo ainda necrose
miocitolitica, edema, vasculite e infiltrado inflamatério, que € resultante da presenca
dos parasitos e de células polimorfos e mononucleares. Trombose mural pode
complicar o processo inflamatério, que se estende até o endocéardio. Ha também
envolvimento do sistema de conducdo e dos plexos nervosos intramurais e
extracardiacos. Durante esta fase, as alteracbes patoldégicas se manifestam,
principalmente, por dilatacao cardiaca global e derrame pericardico (MARIN-NETO, et
al., 1999).

Controlada a parasitemia, os sintomas melhoram e a fase crénica da doenca é
estabelecida. No entanto, seqlielas relacionadas as lesées desenvolvidas durante a
infeccdo aguda, como denervagdo do musculo liso parietal no trato digestivo e dos
nervos parassimpatico e simpatico do tecido cardiaco, podem ter consequéncias
patofisiolégicas na fase crbénica da doencga (DIAS, 1989; ANDRADE, 1991; RASSI et
al., 1992; HIGUCHI, 1997).

As manifestagdes clinicas de desenvolvimento da fase cronica podem ser
observadas ao longo dos anos apés a infeccdo. A maioria dos pacientes permanece
assintomatica por toda vida. Aproximadamente 20-40% dos pacientes, apds 10-20
anos de evolugéo da doenga, desenvolvem miocardites e/ou alteragbées funcionais e
anatébmicas do eséfago e/ou colon levando ao desenvolvimento de dilatacdes
denominadas megaesoéfago e megacélon (MACEDO, et al.,, 1982; DIAS, 1989;
RASSI, et al., 1992).

Os fatores que influenciam a evolugédo dos pacientes assintomaticos para as
formas crénicas cardiacas e/ou digestivas ndo estdo ainda bem estabelecidos.
Fatores especificos como, genética do hospedeiro e do parasito, a resposta imune do
hospedeiro, a cepa do parasito, o nivel de parasitemia, certamente sdo importantes e
merecem serem investigados (DIAS, 1989, 1997; MACEDO, 1997).

Um dos aspectos mais intrigantes da doenca de Chagas crbénica sdo os
intensos processos inflamatérios, associados a relativamente poucos parasitos
(ANDRADE, 1983 e 1991; ANDRADE, et al., 1994). Estes achados em autdpsias de
pacientes sintomaticos com doenca de Chagas levaram a um conceito de que
componentes autoimunes estariam envolvidos na génese das altera¢des funcionais e

das miocardites, encontradas em pacientes com as formas crbnicas. Entretanto,
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estudos mais recentes usando técnicas, como reacao de polimerizacdo em cadeia
(PCR) e imunocitoquimica tém demonstrado correlacdo positiva entre 0 nimero de
parasitos e a gravidade da doenca cardiaca e digestiva nos pacientes, desafiando a
hip6tese autoimune para a patogénese da doenga de Chagas (JONES, et al., 1993;
HIGUCHI, et al.,1993%; VAGO, et al.,1996; GOLGHER & GAZZINELLI, 2004).

1.1 — Caracterizacao das formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenca de
Chagas

Como ja mencionado, cerca de 50% dos pacientes portadores da doenca de
Chagas apresentam a forma clinica indeterminada (IND). Acredita-se que deste
total cerca de 2 - 5% poderao desenvolver a forma clinica cardiaca (MACEDO, 1982;
DIAS, 1989; MACEDO, 1997).

Sao considerados portadores da forma indeterminada da doenca de Chagas
os individuos soropositivos e/ou com exame parasitolégico positivo para o T. cruzi
que nao apresentam quadro sintomatolégico préprio da doenca e com resultados de
eletrocardiograma de repouso, estudo radiolégico de térax, eséfago e colon normais
(RELATORIO OFICIAL DA 12 REUNIAO ANUAL DE PESQUISA APLICADA EM
DOENGCA DE CHAGAS, 1984).

Apesar de estar bem caracterizada, a forma IND permanece pouco conhecida.
O substrato anatémico é representado pelas lesdes inflamatérias microscopicas
focais, onde os parasitos sdo raramente demonstrados por métodos histoldgicos
comuns (ANDRADE, 1991; SANCHEZ, et al., 1993). Porém, a utilizagdo de PCR in
situ, tem demonstrado a existéncia de material antigénico ou de partes do genoma do
T. cruziem algumas lesdes (HIGUCHI, et al., 1993%; JONES, et al.,1993).

Para ANDRADE, (2005) os focos inflamatérios que aparecem no coragdo dos
pacientes com a forma IND da doenca de Chagas apresentam um ciclo evolutivo no
qual o estimulo antigénico atrai células inflamatérias que aparecem como que
inibidas no seu potencial agressivo, mas se acumulam no tecido intersticial
acompanhadas por certo grau de fibrose. Ap6s um tempo, as células inflamatorias
sdo removidas por apoptose, enquanto o pequeno excesso de matriz sofre
degradagcdo e reabsorcdo. Com base em dados ultra-estruturais, as lesdes da

miocardite focal da forma IND foram interpretadas como sujeitas a um ciclo evolutivo,
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auto-limitado, equilibrado pelo aparecimento de umas lesbes e desaparecimento de
outras, o que permite a longa sobrevida do hospedeiro (ANDRADE, et al., 1997).
Assim é possivel entender como um individuo infectado com o T. cruzi reproduzindo-
se no interior de seus tecidos, especialmente no miocardio, pode viver sem
apresentar, aparentemente maiores problemas cardiacos (ANDRADE, 2005).

Apesar da enorme importancia clinico-epidemiolégica da forma clinica
cardiaca (CARD) cronica, em nosso meio, as definicbes de conduta clinica referentes
ao cuidado desses pacientes sao, habitualmente, derivadas da transposicédo de
conhecimentos adquiridos em outras cardiopatias para a cardiopatia chagasica. O
acometimento cardiaco na fase crénica inclui amplo espectro de manifestacdes, que
vai desde a presenca de anormalidades silenciosas, registradas em exames
complementares sofisticados, até formas graves, como a insuficiéncia cardiaca
refrataria ou a morte subita, como estabelecido pelo CONSENSO BRASILEIRO EM
DOENCA DE CHAGAS, 2005. ROCHA & MOURA, (1999) acreditam que a morte
subita possa estar relaciona a gravidade das extra-sistolias ventriculares, as quais
sdo bastante comuns durante a cardiopatia chagasica crénica. Dentre as
caracteristicas mais peculiares da cardiopatia chagasica crénica destaca-se de
maneira especial seu carater fibrosante, considerado o mais expressivo dentre as
miocardites, a destacada frequéncia e complexidade das arritmias cardiacas e sua
combinagdo com disturbios da condugdo do estimulo atrioventricular e
intraventricular, a grande incidéncia de morte subita e fenébmenos tromboembdlicos,
assim como de aneurismas ventriculares. A cardiopatia chagasica cronica é a
principal responsavel pela elevada morbidade-mortalidade da doenga, com grande
impacto social e médico-trabalhista. Sendo assim a presenca de alteragbes
eletrocardiogréficas constitui elemento fundamental na caracterizacdo de
comprometimento cardiaco significativo na doenga. O prognostico do paciente
chagasico é semelhante ao da populacao geral enquanto o eletrocardiograma estiver
normal, sendo que a realizacdo desse exame de maneira seriada pode detectar a
evolugcdo para a forma cardiaca (CONSENSO BRASILEIRO EM DOENCA DE
CHAGAS, 2005).

Recentemente foi publicada por ROCHA, et al., (2003) uma classificagdo para
cuidados clinicos de cardiopatias chagasicas que sdo mostrados na tabela 1, levando
em consideracao diferentes aspectos clinicos envolvidos nas alteragcdes cardiacas,
diferentemente da estabelecida pela WHO, (2002) que considera apenas presencga e
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gravidade dos sintomas. A classificacdo estabelecida por ROCHA, et al., (2003)
avalia a fungéo cardiaca, utilizando técnicas padroes como ecocardiograma (ECG),
radiografia e técnicas mais sensiveis como Doppler ecocardiografico, Holter de 24
horas e teste de esforgo fisico. O que permite uma separagdo mais criteriosa dos
pacientes apresentando as diferentes formas clinicas da doenga de Chagas.

Tabela 1. Classificacao clinica da cardiopatia chagasica cronica de acordo com
os critérios de Belo horizonte (ROCHA, et al., 2003).

Cardiopatia Chagasica Crénica 1 (CCC 1)

Sem sintomas; sem alteragdes significativas ao exame fisico, esofagograma e
enema opaco; técnicas sensiveis podem detectar anormalidades de gravidade

variada (mas sem aumento do coragao).

Cardiopatia Chagasica Crénica 2 (CCC 2)

Sem sinais clinicos ou laboratoriais (raio-X do térax ou ecocardiografico) de
aumento do coragao; pequenas alteragdes ao ECG.

Cardiopatia Chagasica Crénica 3 (CCC 3)

Sem sinais clinicos ou laboratoriais (raio-X do térax ou ecocardiografico) de
aumento do coragdo; alteragcdes consideraveis ao ECG — principalmente
anormalidade de condugéao avancgada.

Cardiopatia Chagasica Crénica 4 (CCC 4)

Sem sinais clinicos ou laboratoriais (raio-X do térax ou ecocardiografico) de
aumento do coracgdo; graves alteragdes ao ECG — forma complexa e/ou

predominantemente frequente de arritmia ventricular.

Cardiopatia Chagasica Crénica 5 (CCC 5)

Sinais clinicos, radiol6gicos e especialmente ecocardiografico de aumento do

coragao com ou sem manifestacao de insuficiéncia cardiaca.
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1.2 - Aspectos imunes da doenca de Chagas.

A mobilizacdo do sistema imune é importante na reducao da carga parasitaria
mas, por outro lado, pode contribuir para o aparecimento das manifestagdes cronicas
graves observadas em alguns pacientes (BAHIA-OLIVEIRA, et al., 1998; GOMES, et
al., 2003).

Dentre os varios fatores imunoldgicos que tém sido demonstrados como
importantes para o desenvolvimento das formas graves da doenca podemos citar a
ativacdo de leucocitos e conseqliente produgédo e secregao de citocinas. Estudando
infiltrados inflamatérios do tecido cardiaco, HIGUCHI, et al., (1993°) observaram
grande quantidade de células T CD4" e células T CD8" com predominancia de
subgrupos de CD8". Alguns autores (DOS SANTOS, et al., 2001; LANNES-VIEIRA,
2003) acreditam que a predominancia de células T CD8" nos tecidos cardiacos é
devida a expressdo de moléculas de adesdo (CAMs) nestas células. VITELLI-
AVELAR, et al., (2005) avaliaram, no contexto ex vivo, o fenétipo celular de pacientes
com as formas clinicas IND, CARD e DIG. Os resultados mostraram uma maior
freqiéncia de células T CD4"HLA-DR" nos pacientes com a doenga de Chagas em
relagcdo aos individuos NI, além disso, eles observaram que o maior percentual de
células TCD8" estava exclusivamente associado as formas mais graves da doenga.

Dentre os sinais co-estimuladores, destaca-se a ligagdo entre a molécula
CD28, presente nas células T, a CD80 (B7-1) ou CD86 (B7-2), presente nas APC,
que participam de um dos eventos mais importantes no fenémeno de estimulagéo dos
linfécitos T. Outras moléculas também sdo expressas dentre elas CD25, CD69,
CD71, HLA-DR, CTLA-4 e CD95 (CARUZO, et al., 1997).

Aqui a atencao sera direcionada aos mediadores prostaglandina E, (PGE>) e
as citocinas IL-2, IL-10 e IFNy produzidas por CMSP e as moléculas acessorias
CD28, CD25 e CTLA-4, expressas na superficie de linfocitos T CD4" e de linfécitos T
CD8".
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1.2.1 Mediadores envolvidos na doenca de Chagas

Prostaglandinas (PG) sdo pequenas moléculas lipidicas que regulam varios
processos no corpo, incluindo fungédo renal, agregacdo plaquetaria, liberagdo de
neurotransmissores e modulagdo do sistema imune (GOETZL, et al., 1995; PHIPPS,
et al, 1991). A producédo de PG inicia com a liberagdo de acido aracddnico
proveniente de fosfolipidios de membrana pela fosfolipase-A, em resposta a estimulo
inflamatério (SMITH, et al., 1994). O &cido aracdbnico, sob acdo da enzima
cicloxigenase (COX), & convertido a prostaglandina-H, a qual é convertida a varios
subtipos de PG entre elas PGl,, PGF,,, PGD. € PGE> (FILION, et al., 2001). Estas
PGs sao liberadas rapidamente pelas células e agem préximas ao seu sitio de
producdo através de ligagbes especificas de alta afinidade a seus receptores da
membrana plasmatica (NARUMIYA, 1994; COLEMAN, et al.,1994).

Entre os mediadores lipidicos derivados do acido aracdénico, a PGE, € um dos
melhores caracterizados em termos de imunomodulacao (RIESER, et al., 1997). Ela é
produzida por muitos tipos celulares, incluindo fibroblastos, macréfagos e algumas
células malignas e, exerce suas agdes ligando-se a seus receptores de membrana
EP1, EP2, EP3 e EP4, sozinhos ou em combinacdo (COLEMAN, et al., 1994;
BREYER, et al., 2001). Ap6s a ligacao aos receptores ela exerce efeitos diversos
sobre as células T (HARRIS, et al., 2002). Alguns autores (CHOUDHRY, et al.,1999;
RUGGERI, et al.,2000; COSME, et al.,2000; DE BARROS-MAZON, et al., 2004) tém
mostrado a PGE; inibindo a proliferacdo celular. Outros autores (MASTINO, et al.,
1992; PINGE-FILHO, et al., 1999; PORTER & MALEK, 1999; NISHIMURA, et al.,
2006) mostram a PGE: interferindo na morte celular induzindo ou inibindo a apoptose.
A PGE, também tem sido associada a producao de citocinas antiinflamatérias e pro -
inflamatorias por células T (COLEMAN, et al., 1994, RIESER, et al., 1997; WU, et al.,
1998; MEYER, et al., 2003). HILKENS, et al., (19962, 1996°) mostraram a PGE,
inibindo a producéo de citocinas Thy favorecendo uma intensificagao de resposta Ths.

As citocinas sdo moléculas soluveis, produzidas e secretadas pelas células
do sistema imune em resposta a patégenos e outros antigenos. Elas medeiam e
regulam a resposta imune por meio de ligacoes a receptores especificos. Podem
atuar de forma autécrina ou podem atuar em células adjacentes (JANEWAY, et al.,

2007°). Seguramente estdo envolvidas, tanto na resisténcia quanto nos mecanismos
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relacionados a patologia da doenca de Chagas (SILVA, et al, 1992;
ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1995; SAMUDIO, et al, 1998; SOARES, et al,
2001). Neste trabalho foi feita analise das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy

IL-2 € uma citocina que atua como um fator de crescimento e regulador central
no sistema imune e seus efeitos sdo mediados através da ligacao dos heterotrimeros
das subunidades dos receptores IL-2Ra, IL-2RB e IL-2Ry. (NEEPER, et al.,1987
NAKAMURA, et al., 1994; THEZE, et al., 1996; STAUBER, et al., 2006). Ela influencia
varios componentes do sistema imune como células B e células T, células NK e
monocitos (GAFFEN, et al.,, 1996). Em linfocitos T, as cadeias IL-2RB e y estdo
expressas constitutivamente em sua superficie (HATAKEYAMA et al, 1992;
TAKESHIDA, et al., 1992; RICKERT, et al., 2005) enquanto a cadeia IL-2Ro aparece
apenas sob ativacao antigénica. A expressdo maxima e prolongada do IL-2Ra por
células T €& dependente da estimulagdo de IL-2 produzida pela prépria célula
(LEONARD, et al., 1985). A IL-2 ativa o fator de transcricdo STAT-5 e regula a
transcricao do IL-2Ra (JOHN, et al., 1996; LECINE, et al., 1997).

A IL-10 é uma citocina pleiotropica, produzida por diferentes células como
macréfagos, células T, células B, mastocitos, queratindcitos e algumas células
tumorais. Ela regula uma variedade de funcdes das células hemopoiéticas. Facilita a
eliminacdo de organismos infecciosos com dano minimo aos tecidos do hospedeiro.
Além disso, desempenha importante funcao na tolerancia imune, desenvolvimento de
células T e dendriticas e no crescimento e diferenciagéo de células B (MOORE, et al.,
2001; CONTI, et al., 2003). Ela esta também associada a susceptibilidade a infeccao
pelo T. cruzi (SILVA, et al., 1992) devido, provavelmente, ao seu papel em regular a
ativacdo de macroéfagos induzida pelo IFNy, inibindo tanto a liberacdo de metabdlitos
toxicos quanto a diferenciacao de células Th1 (CARDILLO, et al., 1996; REED, 1988).

Dentre as diversas citocinas estudadas na infeccao pelo T. cruzi, o IFNy tem
sido associado tanto em modelos experimentais (SILVA, et al., 1992; SAMUDIO, et
al, 1998; SOARES, et al, 2001) quanto em humanos com a resisténcia do
hospedeiro a infeccdo (BAHIA-OLIVEIRA, et al., 1998, 2000). Segundo BAHIA-
OLIVEIRA, et al., (1998), o IFNy pode desempenhar uma possivel acao na protecao e
no desenvolvimento da patologia chagasica e em conjunto com quimioterapia
especifica o IFNy pode levar a eliminacdo do parasito em pacientes portadores da
fase aguda. Ja, nas formas graves da fase crénica da doenga de Chagas, GOMES, et
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al., (2003) sugerem a participagdo do IFNy na indugcédo da resposta inflamatéria em
humanos. DUTRA, et al., (1997) detectaram elevados niveis de RNAm para IFNy em
culturas de CMSP, estimuladas por homogenatos do T cruzi, de pacientes com as
formas crénicas da doenca de Chagas. REIS, et al., (1997) com estudos de imuno-
histoquimica, mostraram que o IFNy foi a citocina mais abundante em tecidos
cardiacos de pacientes cronicamente infectados. A produgédo do IFNy, no inicio da
infeccdo, diminui a parasitemia e a mortalidade de animais infectados, uma vez que
macréfagos estimulados produzem metabdlitos téxicos para o parasito (SILVA, et al.,
1992; CARDILLO, et a.l., 1996; HOLSCHER, et al.,1998; SILVA, et al.,1995; VESPA,
et al.,1994). Outras citocinas também desempenham papel importante no controle e

desenvolvimento da patologia, entre elas a IL-12 e TNFa.

1.2.2 — Expressao de moléculas acessorias em Linfocitos T ativados

Moléculas acessorias ou co-sinalizadoras sao representadas por diferentes
proteinas de membrana, presentes na superficie dos linfécitos e APC, séo
componentes essenciais para ativacao das células T bem como na migracao destas
células para os sitios de infeccdo e inflamacdo (CHEN & HENDRICKS, 1998;
OLSSON, et al., 1998; TUOSTO & ACUTO, 1998).

A interagcdo de CD28 com seus dois ligantes, CD80 ou CD86, nas APC &
reconhecida como a principal via co-estimuladora da célula T. A co-estimulagao de
CD28 tem sido implicada em uma ampla série de respostas da célula T, incluindo
proliferacdo da célula T, producéo da citocina IL-2, prevencéo de anergia e inducao
de um fator anti-apoptotico (LENSCHOW, et al., 1996; SALOMON, et al., 2001). Além
disso, CD28 desempenha um importante papel na diferenciagdo de célula B e
producdo de anticorpos além de dirigir a migragdo dentro do sitio inflamatério pela
inducdo da producédo de quimiocinas especificas e regulagdo dos receptores das
quimiocinas (BOUR-JORDAN & BLUESTONE, 2002).

Em humanos, BORTHWICK, et al, (1996) mostraram que, a maioria dos
linfécitos T CD3"CD4", expressa CD28, (conforme achados do nosso laboratério), e
gue uma pequena proporcao, aproximadamente 25%, das células T CD3"CD8" nao

expressam. Andlise da correlagdo entre a freqUéncia de células expressando
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citocinas e a freqiéncia de células T CD4" com expressao diferencial de CD28
demonstrou que, células T CD4"CD28’, correlacionam positivamente com TNFa., nos
pacientes apresentando as formas clinicas CARD, e com IL-10 nos naqueles
apresentando a forma clinica IND, (MENEZES, et al., 2004).

Estudos anteriores demonstraram que a estimulacdo dos linfocitos leva a
regulacdo positiva de diversos marcadores de superficie celular entre eles, CD25
(tardio) (FERENCZI, et al., 2000). Segundo MICHAILOWSKY, et al., (2003) apos
estimulo in vitro, de CMSP de pacientes portadores da doenca de Chagas, com a
proteina paraflagelar Rod (PFR), ocorre um aumento na frequéncia de linfécitos T
CD4"CD25*, CD4'CD69" e CD8'CD25" e conseqliente aumento de IFNy e TNFaq,
sugerindo que a presenca da PFR favorece a proliferacdo destas células e uma
resposta do tipo 1.

A molécula CD25 (cadeia a IL-2R) funciona como um receptor de baixa
afinidade e se associa as moléculas CD122 (cadeia B IL-2R) e CD132 (cadeia y
comum) para formar o complexo receptor de alta afinidade da citocina IL-2 (NEEPER,
et al., 1987; NAKAMURA et al., 1993). A molécula CD25 é expressa por células T e B
ativadas e macréfagos/mondcitos ativados (KNAPP, et al., 1989). Em linfocitos T, as
cadeias IL-2Rp e vy estdo expressas constitutivamente em sua superficie enquanto a
cadeia IL-2Ra aparece apenas sob ativacao antigénica (HATAKEYAMA, et al., 1992;
TAKESHIDA, et al., 1992). Ap6s ativagdo, in vitro, via complexo TCR/CD3 é
observado aumento na densidade de expressao de CD25 na superficie dos linfocitos
T (JACKSON, et al., 1990). A expressdao maxima e prolongada do IL-2Ra por células
T é dependente da estimulagédo de IL-2 produzida pela prépria célula (LEONARD, et
al., 1985). Em nosso laboratério vimos que pacientes apresentando a forma clinica
IND apresentam niveis de CD4*CD25"9" significativamente maiores quando
comparados com individuos nao infectados, sugerindo a participagdo destas células
no controle da progressao da cardiomiopatia chagasica (ARAUJO, et al., 2007).

O Antigeno Intracelular-4 Associado ao Linfocito Citotoxico (CTLA-4) ou
CD152, desempenha um importante papel na regulagéo do sistema imune. Ele possui
76% de homologia a CD28 e liga-se aos mesmos receptores co-estimuladores, CD80
e CD86, nas APC, com maior afinidade que CD28 (CHAMBERS & ALLISON, 1999;
BRUNNER, et al, 1999). Apesar disto, diferentemente da molécula CD28, a
expressdo de CTLA-4 é raramente detectada em células T ndo estimuladas e o pico
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de expressdo ocorre apenas apds a ativacdo das células T via CD4" ou CD8*
(ALEGRE, et al., 1998; OOSTERWEGEL, et al., 1999; ALEGRE, et al., 2001). CTLA-4
e CD28 desempenham fungdes opostas na regulacdo do sistema imune. Enquanto
CD28 apresenta-se como o segundo sinal requerido para ativacao celular (ALEGRE,
et al., 2001; SHAHINIAN, et al., 1993), CTLA-4 esta implicado com a regulagédo
negativa da ativagdo da célula T (ALEGRE, et al., 1998; OOSTERWEGEL, et al,
1999; ALEGRE, et al., 2001; CHAMBERS, et al., 1999). Tem sido proposto que o
controle da resposta de célula T mediada por CTLA-4 possa facilitar a geracao de
células T de memdria, as quais permanecem prontas a responder a estimulagdo de
antigenos apés a reducéo da expressado de CTLA-4 (OOSTERWEGEL, et al., 1999;
GREENWALD, et al.,, 2002). A ativacdao do CTLA-4 foi relacionada a indugcdo de
tolerancia/anergia em células T periféricas (GREENWALD, et al., 2001; PEREZ, et al.,
1997). O bloqueio de CTLA-4 por anticorpos monoclonais previne a inducdo de
anergia em alguns sistemas (SHRIKANT, et al, 1999), mas ndao em outros
(SOTOMAYOR, et al., 1999) como, por exemplo, a progressdo do ciclo celular
(SALOMON & BLUESTONE, 2001) ou indugéao de TGFp imunossupressivo (CHEN, et
al., 1998; NAKAMURA, et al., 2001). Uma interacdo direta de CTLA-4 com a cadeia
TCR-C tem sido relatada (LEE, et al., 1998; CHIKUMA, et al., 2003) o que poderia
controlar diretamente o acumulo e retencdo de TCR nas sinapses imunolégicas
(CHEN, 2004). Alguns autores (SALOMON, et al., 2000; TAKAHASHI, et al., 2000;
READ, et al., 2000) observaram que células T reguladoras CD4"CD25" expressam
niveis elevados de CTLA-4. Segundo CEDERBOM, et al., (2000) a expressao
elevada do CTLA-4 permite diferenciar as células T reguladoras das células T
ativadas recentemente.

Neste trabalho a atencdo foi centrada nas alteragdes induzidas pelo
homogenato total de antigenos da forma epimastigota do T. cruzi sobre as células do
S| de individuos nao infectados (NI) pelo parasito, em paralelo as alteragdes
induzidas nos pacientes que se encontram nas formas clinicas indeterminada ou

cardiaca grau V da fase cronica.
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2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Avaliar o impacto de antigenos do T. cruzi, cepa CL, sobre as CMSP de
individuos NI e de pacientes na fase crénica da doenca de Chagas, portadores das
formas clinicas IND e CARD grau V.

2.2 — Objetivos especificos

2.2.1 — Analisar os niveis de PGE, produzidas por CMSP dos individuos NI e
dos pacientes dos grupos IND e CARD em cultura estimulada ou ndo por antigenos
EPI durante 2, 6, 12 e 24 horas.

2.2.2 — Analisar os niveis das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy produzidas por
CMSP dos individuos NI e dos pacientes dos grupos IND e CARD em cultura
estimulada ou n&o por antigenos EPI durante 2, 6, 12 e 24 horas.

2.2.3 — Analisar a expressao das moléculas acessoérias CD28, CD25 e CTLA-4
na superficie de linfocitos T CD4+ e de linfécitos T CD8+ dos individuos NI e dos
pacientes dos grupos IND e CARD em cultura estimulada ou ndo por antigenos EPI
durante 2, 6, 12 e 24 horas.

2.2.4 — Relacionar as dosagens obtidas de PGE; e citocinas (IL-2, IL-10 e
IFNy) com o perfil fenotipico de linfécitos T CD4+ e de linfocitos T CD8+ de cada
grupo estudado.

2.2.5 — Correlacionar as dosagens obtidas de PGE: e citocinas (IL-2, IL-10 e
IFNY) e o perfil fenotipico de linfécitos T CD4+ e de linfécitos T CD8+ entre os grupos

estudados.
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3- Populacao estudada.

3.1 - Caracterizacao da populacao estudada

Neste estudo, foi avaliada a resposta imune de cinco individuos n&o infectados
pelo T. cruzi e de doze pacientes com as manifestacées crénicas da doenca de
Chagas, apresentando as formas clinicas indeterminada ou cardiaca. Todos os
pacientes foram examinados pelo Prof. Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha, do
Ambulatério de referéncia em doenca de Chagas do Centro de Treinamento e
Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais. O Prof.
Manoel Otavio foi o investigador principal deste trabalho e também responsavel pelo
arquivamento e analise dos dados clinicos.

Todos os sujeitos da pesquisa foram voluntarios e assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo COEP da UFMG, de acordo com as
normas da resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Pesquisa do Brasil. O
esclarecimento foi dado, individualmente, antes da coleta de sangue, com o intuito de
explicar os objetivos e a metodologia e esclarecer que os participantes eram livres
para recusarem a participar do estudo ou a se retirar quando assim o desejassem,

sem prejuizo ou dano no atendimento clinico feito no ambulatério.

3.1.1 - Critérios de inclusao

Apoés avaliagdo clinica, eletrocardiografica e laboratorial, foram selecionados
pacientes de acordo com os seguintes critérios:

e Diagnéstico soroldgico de doenca de Chagas caracterizado pela presenca de pelo
menos duas reagbes soroldgicas positivas dentre as trés técnicas empregadas
ELISA, IFl e HAI;

¢ |dade compreendida entre 25 e 70 anos;

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

¢ Niveis de tensao arterial dentro de faixa da normalidade (sistdlica < 160 mmHg e
diastélica < 90 mmHg);
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e Auséncia de evidéncias clinicas e complementares de acometimento cardiaco
nao-chagasico e auséncia de condi¢des clinicas que possam alterar a fungéo
cardiocirculatoéria;

e Conclusao dos exames propostos;

e Assentimento voluntério de participacado na pesquisa.

3.1.2 - Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo todos os pacientes que ndo preencheram os

critérios de inclusdo definidos acima e os que apresentaram:

e Impossibilidade ou auséncia de disponibilidade para a realizagdo dos exames
propostos;

e Hipertensao arterial sistémica (HAS), definida operacionalmente como:

a) Pressao arterial medida durante o exame fisico = 160/95 mmHg, em mais
de uma oportunidade ou;
b) Pressdo arterial medida durante o exame fisico entre 140-159/90-94
mmHg, em mais de uma oportunidade, associado a:
b.1) histéria de hipertenséo arterial sistémica, ou;
b.2) quarta bulha ao exame fisico, ou;
b.3) provavel sobrecarga ventricular esquerda ao ECG pelo
critério de Romhilt-Estes, ou;
b.4) evidencias de dilatagao aértica a radiografia de térax.;

e Evidéncias clinicas ou laboratoriais de hipo ou hipertireoidismo;

e Diabetes mellitus ou tolerancia reduzida a glicose, conforme anamnese, dosagem
de glicemia em jejum e se necessario, prova de tolerancia oral a glicose, (National
Diabetes Data Group.Classification and diagnosis of diabetes mellitus and other
cathegories of glucose intolerance. Diabetes 1979;28:1039-1057).;

e Episddio prévio sugestivo de doenga reumatica aguda;

e Doenca pulmonar obstrutiva crénica, evidenciada pela histéria clinica, exame
fisico, ECG e alterac¢des radioldgicas sugestivas;

¢ Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420 g de etanol
(média diaria acima de 60 g de etanol) (SKINNER et al., 1984).
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e FEvidéncias clinicas, eletrocardiograficas e/ ou ergométricas de cardiopatia
isquémica;

e Qutras cardiopatias nao relacionadas a doenca de Chagas;

e Gravidez, definida por critérios laboratoriais;

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

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

e Disturbios hidroeletroliticos, especificamente, niveis séricos anormais de potassio
e sodio;

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

plasmatica, associada ou ndo as manifestacdes classicas de uremia.

3.1.3 — Grupos de estudo

As formas clinicas foram classificadas segundo os critérios estabelecidos por
Rocha et al (2003), a idade dos individuos n&o infectados e dos pacientes que
participaram voluntariamente deste trabalho variou entre 25-70 anos. Os
participantes da pesquisa foram entdo agrupados em:

Grupo de individuos Nao-Infectados (NI): Constituido por cinco (05) individuos
saudaveis, nao portadores da doenca de Chagas que apresentavam testes
sorolégicos negativos (Imunofluorescéncia indireta, ELISA, Hemaglutinagdo ou

Fixacao do complemento), bem como auséncia de qualquer alteracao cardiaca.

Grupo de pacientes com a forma clinica Indeterminada (IND): Constituido por seis
(06) pacientes com positividade soroldégica e/ou parasitolégica para doenca de
Chagas; auséncia de sintomas e/ou sinais da moléstia; eletrocardiograma

convencional normal; estudos radioldgicos do coracao, eséfago e célon normais.

Grupo de pacientes com a forma clinica Cardiaca (CARD): Constituido por seis
(06) pacientes com positividade soroldégica e/ou parasitolégica para doengca de
Chagas apresentando cardiopatia crénica grau V, com cardiomegalia € com ou sem

sinais de insuficiéncia cardiaca.
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4- Materiais e métodos.

4.1 - Obtencao do homogenato antigénico derivado das formas epimastigotas

do Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas (EPI) - (cepa CL) do parasito foram cultivadas e
mantidas em meio LIT. Estes parasitos foram lavados trés vezes em solucao salina
(PBS 0,15M pH 7,4) por centrifugagdo e a massa umida congelada e degelada trés
vezes. Completou-se a ruptura total dos parasitos por homogeneizacdo em tubos
Potter Elvejen a 20.000 rpm cinco vezes por 60 segundos cada, com 30 segundos de
intervalo em banho de gelo. Subseqiientemente, as suspensodes foram centrifugadas
a 5000g durante 60 minutos a 4°C com PBS. O fluido sobrenadante limpido foi
coletado, dialisado por 48 horas a 4°C, esterilizado por filtragdo em filtro Millipore

0,45uM e mantido em pequenas aliquotas (1mL) a -70°C até o momento de uso.

4.2 - Obtencao de células mononucleares do sangue periférico

Foram coletados através de pungdo venosa, em tubos heparinizados,
aproximadamente 40mL de sangue de cada paciente e individuo ndo infectado. A
coleta foi efetuada por um profissional capacitado. Apds a coleta o sangue total foi
adicionado a solugdo de Ficoll-Hypaque e levado para centrifugagcao, (400g, 40
minutos a temperatura de 20°C). Ao término da centrifugacao formou-se um anel de
CMSP o qual foi coletado e transferido para tubos contendo meio de cultura - Minimal
Essential Medium (MEM) para serem lavadas por trés vezes por centrifugacao (4009,
10 minutos a 4°C), ao final desta sequUéncia de lavagens, o “pellet” de células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) formado foi suspenso em RPMI (meio
de cultura) e contado em camara de Neubauer para ser ajustado para a concentragao
10%/mL (GAZZINELLI, 1983).
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4.3 - Cultura de células mononucleares do sangue periférico

As CMSP foram cultivadas segundo procedimento descrito por GAZZINELLI et
al (1983), com algumas modificacdes aqui descritas. O meio de cultura de células
(CMBLAST) continha 1,6% de L-glutamina e 0,03% de um coquetel de antibidtico e
anti-micético (Penicilina, Estreptomicina e Anfotericina) diluidos em meio RPMI 1640.
Um volume de 200uL de CMSP (a uma concentracdo de 10° células/mL) foram
cultivadas durante diferentes periodos de tempos (2, 6, 12 e 24 horas) em tubos de
polipropileno de 14mL (BD 352059) contendo 1600uL de CMBLAST e 200uL RPMI
(controle) ou 1600uL de CMBLAST e 200uL EPI, em incubadora contendo 5% de

CO, em atmosfera Umida.

4.4 - Avaliacao da cinética de expressao das moléculas acessorias na superficie
dos linfécitos T

Para avaliar a cinética de expressdo das moléculas acessérias na superficie
dos linfécitos T foram definidos os tempos em que as células foram submetidas ao
ensaio com anticorpos fluorescentes para andlise por citometria de fluxo. Os tempos
estabelecidos foram: tempo 0 (zero), considerado para a cultura controle (CMSP sem
estimulo antigénico prévio); tempos 2h, 6h, 12h, e 24h apds a cultura controle, na
presencga ou auséncia de estimulo de antigeno EPI.

A tabela 2 apresenta os anticorpos monoclonais (Becton Dickinson)
especificos marcados com fluorocromo, e para a analise por citometria utilizou-se o
software Cell Quest. A coleta de dados no FACS foi conduzida de acordo com a

seqliéncia dos tubos ordenados conforme a tabela 3.
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Tabela 2 - Anticorpos utilizados

Anticorpo Clone Concentracao
Anti-CD4-PerCP SK3 0,5 ug
Anti-CD8- PerCP SKi1 0,5 ug
Anti-CD25-APC MA251 0,5 nug

Anti-CTLA-4 (CD152)PE  BNI 3 0,5 ug
Anti-CD28-PE L293 0,5ug

Tabela 3 - Combinacao de anticorpos e estimulos antigénicos

Tubo Coquetel de Anticorpos Estimulo.

01- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD25-APC + Anti-CTLA-4 (CD152)PE RPMI

02- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD28-PE RPMI
03- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD25-APC + Anti-CTLA-4 (CD152)pE  RPMI
04- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD28-PE RPMI
05- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD25-APC + Anti-CTLA-4 (CD152)PE  EPI
06- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD28-PE EPI
07- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD25-APC + Anti-CTLA-4 (CD152)PE  EPI
08- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD28-PE EPI

Observagao: Os tubos sem estimulo antigénico (EPI) constituem o controle.

As reagdes de imunofluorescéncia foram realizadas de acordo com o protocolo
sugerido pela Becton Dickinson (San Jose, CA, USA) e adaptado para tubos de
poliestireno de 5mL (Falcon- Becton Dickinson, EUA). As células, apds coleta do
sobrenadante, foram re-suspensas em 250uL de PBS-W gelado (PBS contendo 0,5%
de albumina sérica bovina). Nos tubos de poliestireno, que continham as

combinagdes de anticorpos, foram colocados 25uL da suspenséao celular, seguida de
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homogeneizagao e incubacao por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de
luz. Terminada a incubacéo foram adicionados 150uL de PBS-W e os tubos foram
centrifugados a 400g a temperatura de 20°C por 10 minutos. Apos este procedimento
o sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se a cada tubo 150uL de PBS-W,
seguido de centrifugacdo a 400g 20°C por 10 minutos. Ao final desta ultima
centrifugacédo o sobrenadante foi desprezado e foi acrescentado 200uL de solugéo
fixadora MFF e seguiu-se a leitura e analise no citbmetro.

O citbmetro de fluxo utilizado neste trabalho é equipado com lampada de
argbnio que permite a avaliagdo basica de 4 paréametros: 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).

A identificacdo de populacbes celulares de interesse, bem como a
determinagao do valor percentual destas populacdes 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 apés estimulagao in
vitro.

A figura | representa, de forma esquematica, a determinacao do fenétipo celular.
A figura I-A mostra a selecdo da populagdo de linfocitos baseada em aspectos
morfométricos, através de graficos de distribuicdo pontual de tamanho (Dispersao
Frontal - FSC - Forward Scatter) versus granulosidade (Dispersao Lateral - SSC -
Side Scatter). Apds selecdo da populacédo de interesse, por meio de uma janela
(“gate” R1), a frequéncia das subpopulagbes fluorescentes, dentro da populagao
selecionada, foi obtida em graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de FL1
versus FL2. As figuras I-B, C e D ilustram a selecdo da subpopulacdo de LT CD4"
expressando as moléculas CD28, CD25 e CTLA-4, respectivamente; enquanto as
figuras I-E, F e G ilustram a selecdo da subpopulacdo de LT CD8" expressando as
moléculas CD28, CD25 e CTLA-4, respectivamente.
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FIGURA I: Analise de linfécitos do sangue periférico apds estimulagao in vitro com antigenos EPI. (A)
representa o perfil celular da populagao de linfécitos selecionada no “Gate” R1, em grafico de tamanho
(FSC) versus granulosidade (SSC). (B) representa o perfil de analise da populagdo de linfocitos T
CD4" expressando CD28. (C) representa o perfil de andlise da populagdo de linfocitos T CD4*
expressando CD25. (D) representa o perfil de analise da populagéo de linfécitos T CD4" expressando
CTLA-4. (E) representa o perfil de andlise da populagéo de linfécitos T CD8" expressando CD28. (F)
representa o perfil de andlise da populagdo de linfécitos T CD8* expressando CD25. (G) representa o
perfil de analise da populagéo de linfécitos T CD8" expressando CTLA-4.
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4.6 - Obtencao de sobrenadante de culturas para identificacao das citocinas

Nos tempos Oh, 2h, 6h, 12h e 24h, os tubos contendo as células cultivadas
foram centrifugados a 400g, por 10 minutos a temperatura de 4°C (Centrifuga
Beckman modelo j-6d, EUA) e os sobrenadantes foram coletados e armazenados em
aliquotas em tubos estéreis, a -80°C para dosagem de citocinas.

4.6.1 - Quantificacao dos niveis de citocinas secretadas no sobrenadante

Os niveis das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy presentes nos sobrenadantes de
culturas 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 06 esferas de poliestireno, de intensidades de
fluorescéncia distintas, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas
humanas detectadas no canal de FL3. A utilizacdo de uma mistura de esferas permite
a avaliagdo simultdnea 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-IFNy, IL-2, 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. Apds a incubacao, as esferas de captura
foram lavadas com 1mL da solucdo tampao (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). Apos a
incubacao, as esferas foram novamente lavadas com 1mL de solugdo tampao e
centrifugadas a 200g por 5 minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi aspirado e

descartado, restando aproximadamente 100uL em cada tubo, onde foram
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adicionados 300uL de solugdo tampéo para re-suspensdo das esferas e posterior

leitura das amostras no citbmetro 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. Apés a selecdo das esferas, procedeu-se o0 ajuste da intensidade da
fluorescéncia 3 (FL3) para permitir a segregacdo das esferas policromaticas,
apresentando diferentes 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) nos
sobrenadantes de cultura foi realizada segundo protocolo proposto pelo fabricante
através da utilizagédo do BD CBA Analyses Software, com auxilio do Microsoft Excel,
modificado como descrito a seguir. O programa BD CBA Analysis Software faz a
selecdo automética da regiao das esferas de captura em graficos de tamanho versus
granulosidade (Figura Il A). Em seguida, o programa separa as esferas em fungao da
intensidade da FL3 e analisa o deslocamento das esferas em funcédo da intensidade
FL2, em graficos bidimensionais (Figura Il B e C). A ligagédo da citocina de interesse,
presente na amostra, a esfera de captura e a revelacédo 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 regido de maior intensidade de fluorescéncia em relacdo ao tubo
controle negativo, sem amostra (Figuras Il B e Il 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 Il: Andlise quantitativa de citocinas de sobrenadante de cultura utilizado pelo BD CBA Analyses
Software. Inicialmente, o programa promove a sele¢do automatica da populagao 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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4.7 - Quantificacao dos niveis de prostaglandinas E. secretadas, no
sobrenadante, durante as culturas das células.

A quantificagdo de prostaglandina E, (PGE2) secretada pelas CSMP, apéds
estimulacao por antigenos do T. cruzi foi realizada empregando-se o KIT de ELISA -
Prostaglandin E, Biotrak Enzyme immunoassay (EIA) System — RPN22210
(Amersham Biosciences). Em micro-placas de ELISA de fundo chato (Amersham
Biosciences) de 96 pocos foram adicionados 50 puL de tampao 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 as placas
foram incubadas por 1 hora em geladeira (2-8°C). Apds este tempo, 0os pocos foram
aspirados e lavados por quatro vezes com tampao de lavagem (Amersham
Biosciences) Em seguida foi adicionado 150uL de substrato Tetramethylbenzidine
(TMB) e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente, sob agitagdo. A reacao
enzimatica foi bloqueada pela adicdo de solucdo de acido sulfurico (1M) e a
densidade oOptica medida em leitor de ELISA automatico utilizando-se um filtro de
450nm. A sensibilidade é de 1 — 32 pG/poco, ou seja, 20 — 640pG/mL. Os dados
obtidos na leitura foram entdo processados através do programa Soft Max para o
célculo da concentracao de PGE, em pG/mL nos sobrenadantes testados.
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4.8 — Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados referentes a expressdao dos marcadores
celulares e da producao das moléculas pelas CMSP foi realizada através do software
GraphPad PRISM 4 (E.U.A.).

Para analise dos dados referentes as cinéticas de producdo de PGE; e das
citocinas IL-2, IL10 e IFNy e da expressao das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 nos
LT CD4" e nos LT CD8" foi realizado o teste de Mann-Whitney, para dados nao
paramétricos, quando a comparagao foi feita entre dois grupos (partes A e C). Para
andlise dos dados referentes aos tempos especificos, fazendo comparagéo entre
antes e apés estimulacgao foi feito o teste de Wilcoxon.(parte B).
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5- Resultados

A secrecdo de citocinas e a expressdao de marcadores celulares foram
estudadas em pacientes com a doenca de Chagas objetivando-se avaliar a habilidade
funcional das CMSP e a cinética da expressdao de fenoétipos de ativacdo ou de
regulagdo, decorrentes do micro-ambiente de moléculas no sobrenadante das
culturas. Para tanto, analisou-se a secrecao de prostaglandina-E, (PGE.) e das
citocinas IL-2, IL-10 e IFNy por CMSP e os fenétipos CD28, CD25 e CTLA-4 na
superficie de células T CD4" e células T CD8'. A PGE. e as citocinas foram
avaliadas nos sobrenadantes das culturas, na presenca de RPMI ou sob estimulo por
antigenos EPI apos duas, seis, 12 e 24 horas. Ja a expressao fenotipica celular foi
avaliada no tempo zero - antes do estimulo - e apds estimulagdo com EPI nos
diferentes tempos de cultura (dois, seis, 12 e 24 horas).

PARTE A

5.1 — Cinética da producao de prostaglandina-E2 por Células Mononucleares do
Sangue Periférico de individuos do grupo Nao Infectado e pacientes dos grupos
Indeterminado e Cardiaco.

A cinética de producdo de prostaglandina-E2 (PGE;) nos sobrenadantes de
culturas de CMSP dos individuos do grupo NI e de pacientes dos grupos IND e
CARD, na presenga de RPMI ou de EPI, estdo representadas na figura 1. Os dados
estao expressos em pg/mL.

A andlise dos dados entre os tempos de cada grupo de individuos/pacientes
nao mostrou diferencga significativa na producao de PGE; (Figura 1A).

Ja nos sobrenadantes das culturas de PMBC de NI, estimuladas por EPI,
observou-se aumento significativo de PGE> no tempo de 24 horas em relacao a duas
horas (p=0,0259). Com relacdo as formas IND e CARD ndo houve diferenca
significativa entre os tempos (Figura 1B).

Esses dados sugerem que PGE. ndo seja um mediador decorrente de
resposta de imunorregulacdo especifica para estimulo antigénico, uma vez que
individuos do grupo NI ndo apresentam células de memdéria para antigenos de T.

cruzi.
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FIGURA 1: Andlise das cinéticas de produgao de PGE; nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na
presenga de RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas).

CMSP de individuos dos grupos NI=(<"), IND=(" ') e CARD=(/.).

(A) PGE, obtida de culturas de CMSP na presenga de RPMI, (B) PGE; obtida de culturas de CMSP
apoés estimulagao in vitro por antigenos EPI.

Observacao: os dados estdo em pg/mL; Il — a cor utilizadas nas letras € relativa a cor dos grupos de
individuos/pacientes.

a- Diferenca estatistica da produgao da PGE; no tempo 24 horas em relagdo as duas horas.

b- Diferenga estatistica da produgao da PGE; no tempo 24 horas em relagao as seis horas.

c- Diferencga estatistica da produgéo da PGE, no tempo 24 horas em relagao as 12 horas
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5.2 - Cinética da secrecao das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy por Células
Mononucleares do Sangue Periférico de individuos do grupo Nao Infectado.

As cinéticas de secregdo das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy nos sobrenadantes de
culturas de CMSP dos individuos do grupo NI, na presenca de RPMI ou de EPI, estao
representadas na figura 2. Os dados estdo expressos em pg/mL.

Células de individuos do grupo NI, na presenca de RPMI, foram capazes de
secretar IL-2, IL-10 e IFNy (Figura 2A). No entanto, quando estas células foram
estimuladas por EPI observou-se producéao significativa de IL-10 nos tempos 12 e 24
horas, em relacdo aos de duas (p=0,0079) e seis horas (p=0,0159) - (Figura 2B).

A produgédo de IL-10 por células de individuos NI sugere também haver um
mecanismo de regulacdo Ag-inespecifico, possivelmente atuando no controle
homeostatico do sistema imune (resposta ao impacto de moléculas estranhas,

independentemente da especificidade antigénica).
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FIGURA 2: Andlise das cinéticas de secrecdo das citocinas IL-2=(I), IL-10=(0) e IFNy:(A), nos

sobrenadantes das culturas na presenga de RPMI ou EPI nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24

horas). CMSP de individuos NI pelo Trypanosoma cruzi.

(A) Citocinas obtidas de culturas de CMSP na presenca de RPMI, (B) Citocinas obtidas de culturas de

CMSP apés estimulagao in vitro por antigenos EPI.

Observacgao: | - os dados estdo em pg/mL.; Il — a cor utilizadas nas letras é relativa a cor das citocinas.

a- Diferenca estatistica da secrecao da citocina IL-10 nos tempos 12 e 24 horas em relagdo as duas
horas.

b- Diferencga estatistica da secre¢éo da citocina IL-10 nos tempo 24 horas em relagao as seis horas
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5.2.1 - Cinética de expressao das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 em linfocitos
T CD4" e em linfocitos T CD8* de individuos do grupo Nao Infectado.

As cinéticas de expressao das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 na superficie
dos linfécitos T CD4" e linfécitos T CD8" dos individuos do grupo NI, avaliados neste
estudo, na presenca de RPMI e na presencga de EPI, estdo representadas nas figuras
3 e 4 respectivamente. Os dados estdo expressos em intensidade média de
fluorescéncia (IMF)

Nao se observou diferenca significativa na IMF das moléculas CD25 e CTLA-4
na superficie dos linfécitos T CD4" dos individuos do grupo NI, em todos os tempos
estudados na presenca de RPMI. No entanto a IMF da molécula CD28 apresentou
uma queda significativa nos tempos seis (p=0,0317) e 12 horas (p=0,0159) em
relagdo as duas horas iniciais de cultura (Figura 3A).

Nas culturas estimuladas com EPI, observou-se diminuicdo significativa da
expressdo da molécula CD28, nos linfocitos T CD4", no tempo 12 horas em relacédo
ao tempo duas horas (0,0159). Interessantemente, a molécula CD25 evidenciou
queda significativa (p=0,0159) no tempo de duas horas em relagdo a cultura sem
estimulo (tempo 0), embora com 12 e 24 horas tenha sido observado aumento
significativo (p=00079 e p=0,0159, respectivamente) de expressdo da molécula em
relacdo ao tempo duas horas (Figura 3B).

A andlise dos dados ndo mostrou diferenca significativa na IMF das moléculas
CD8 e CD25 na superficie dos linfécitos T CD8" dos individuos do grupo NI, na
presenca de RPMI ou EPl em todos os tempos estudados (Figuras 4A e 4B). No
entanto observou-se diminuigédo significativa da expressdo de CTLA-4 no tempo seis
horas em relacao ao tempo de duas horas (p=0,0159) - (Figura 4B).

31



RESULTADOS

Células T CD4*

RPMI
A.
600 -
<
<
=
o
It
N
[a)
© 400 1
[+e]
N
o
o /"
Q
° ;3
w N —
=
200
0 2 6 12 24
Tempo (h)
EPI
B.
600 -
<
<
-
|—
(8]
8 b b
© 400 1
&
[a) a
(] 2\
(]
T
L
E .\././
200
0 2 6 12 24
Tempo (h)

FIGURA 3: Andlise das cinéticas da expressdo das moléculas CD28=(¥), cD25=(lll) e CTLA-4=(/")

na superficie de linfocitos T CD4", na presenca de RPMI ou EPI, de individuos NI pelo T. cruzi, nos

diferentes tempos (0, duas, seis, 12 e 24 horas).

(A) linfocitos T CD4" cultivados na presenga de RPMI, (B) linfocitos T CD4" apds estimulagéo in vitro

com antigenos EPI.

TO significa o tempo de avaliagdo das moléculas acessorias nas CMSP, antes de cultura.

Observacao: | - os dados estdao em intensidade média de fluorescéncia (IMF); Il — a cor utilizadas nas

letras é relativa a cor das moléculas acessorias.

a- Diferenca estatistica da IMF da molécula CD25 no tempo duas horas em relagdo ao tempo zero.

b- Diferenga estatistica da IMF da molécula CD28 nos tempos seis € 12 em relagdo as duas horas e
da molécula CD25 nos tempos 12 e 24 em relagao as duas horas.
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FIGURA 4: Andlise das cinéticas da expressao das moléculas CD28=(®), CD25=(lll) e CTLA-4=(/")
na superficie de linfocitos T CD8", na presenca de RPMI ou EPI, de individuos NI pelo T. cruzi, nos
diferentes tempos (0, duas, seis, 12 e 24 horas).

(A) linfocitos T CD8" cultivados na presenga de RPMI, (B) linfécitos T CD8" apds estimulagéo in vitro
com antigenos EPI.

TO significa o tempo de avaliagdo das moléculas acessérias em CMSP, antes de cultura.

Observacao: | - os dados estdao em intensidade média de fluorescéncia (IMF); Il — a cor utilizadas nas
letras é relativa a cor das moléculas acessorias.

b- Diferenga estatistica da IMF da molécula CTLA-4 no tempo seis horas em relagdo as duas horas.
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5.3 - Cinética da secrecao das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy por Células
Mononucleares do Sangue Periférico de pacientes do grupo Indeterminado.

A cinética de secregdo das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy no sobrenadante das
culturas de CMSP dos pacientes do grupo IND, na presenca de RPMI ou de EPI,
estao representadas na figura 5. Os dados estao expressos em pg/mL.

Em presenca de RPMI, ndo se observou diferenca significativa na secrecéo da
citocina IL-2 durante as 24 horas de cultura. No entanto, observou-se aumento na
secrecao de IL-10, nos tempo 12 (p=0,0411) e 24 horas (p=0,0649) em relagdo ao
tempo de duas horas. A secregdo de IFNy no tempo 24 horas apresentou-se
aumentada em relacao aos tempos de duas (p=0,0087), seis (p=0,0260) e 12 horas
(p=0,0260) - (Figura 5A).

Na presenca de EPI, a analise dos dados mostra aumento significativo na
secrecao da citocina IL-2 por CMSP dos pacientes do grupo IND no tempo 12 horas
em relacdo ao tempo duas horas (p=0,0043) e no tempo 24 horas relagdo aos tempos
de duas (p=0,0022) e seis horas (p=0,0087). Quanto a de IL-10, houve um aumento
nos tempos seis (p=0,0022), 12 (p=0,0022) e 24 horas (p=0,0022) em relacao as
duas horas iniciais de cultura. Quanto ao IFNy, observou-se aumento nos tempos seis
(p=0,0087) e 12 horas (p=0,0022) em relacéo as duas horas (Figura 5B).
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FIGURA 5: Andlise das cinéticas de secre¢do das citocinas IL-2=(ll), IL-10=(0) e IFNy:(A), nos

sobrenadantes das culturas, na presenga de RPMI ou EPI nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24

horas).

CMSP obtidas de pacientes com a forma clinica IND.

(A) Citocinas obtidas de culturas de CMSP na presenca de RPMI, (B) Citocinas obtidas de culturas de

CMSP apés estimulagao in vitro por antigenos EPI.

Observacgao: | - os dados estdo em pg/mL.; Il — a cor utilizadas nas letras é relativa a cor das citocinas.

a- Diferencga estatistica da secregé@o das citocinas IL-10 e IFNy nos tempos seis horas em relagéo as
duas horas e das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy nos tempos 12 e 24 horas em relacdo as duas horas.

b- Diferenga estatistica da secreg¢ao da citocina IL-10 no tempo 12 em relacdo as seis horas e das
citocinas IL-2, IL-10 e IFNy no tempo 24 horas em relagao as seis horas.

c- Diferencga estatistica da secregao da citocina IFNy no tempo 24 horas em relagao as 12 horas.
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5.3.1 - Cinética de expressao das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 em linfocitos
T CD4" e em linfocitos T CD8* de pacientes do grupo Indeterminado.

A cinética de expressao das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 na superficie
dos linfécitos T CD4" e linfécitos T CD8" dos pacientes do grupo IND, na presenca de
RPMI ou de EPI, estédo representadas nas figuras 6 e 7, respectivamente. Os dados
estao expressos em IMF.

Nao se observou diferenca significativa na IMF de CD28, CD25 na superficie
dos linfécitos T CD4" dos pacientes do grupo IND, na presenca de RPMI em todos os
tempos estudados. No entanto, evidenciou-se aumento significativo na IMF da
molécula CTLA-4 na superficie dos linfocitos T CD4" dos pacientes do grupo IND nos
tempos seis (p=0,0260), 12 (p=0,0411) e 24 horas (p=0,0022) em relagcao ao tempo 0
- sem estimulo (Figura 6A).

Na presenca de EPI, ndo se observou diferenga significativa na IMF de CD28
na superficie dos linfécitos T CD4" dos pacientes do grupo IND em todos os tempos
estudados. No entanto, evidenciou-se aumento na IMF da molécula CD25 no tempo
24 horas, em relacdo ao tempo duas horas (p=0,0411), e observou-se, também,
aumento na expressao da molécula CTLA-4 no tempo 12 horas em relagcao ao tempo
0 — sem estimulo (p=0,0152). No tempo 24 horas, observou-se aumento da IMF de
CTLA-4 em relagao a cultura sem estimulo (p=0,0043) e em relagéo a cultura de seis
horas (p=0,0411) - (Figura 6B).

Quanto a analise da expressdao das moléculas na superficie dos linfocitos T
CD8", ndao houve diferenca significativa na IMF das moléculas CD28 e CD25 em
presenca de RPMI em todos os tempos estudados. Ja a molécula CTLA-4
apresentou-se aumentada no tempo 24 horas em relagdo ao tempo duas horas
(p=0,0411) - (Figura 7A).

Na presenga de EPI, observou-se aumento na expressdao da molécula CD25
na superficie dos linfécitos T CD8" no tempo 24 horas em relacdo as seis horas
(p=0,0411) enquanto a molécula CTLA-4 apresentou-se aumentada na superficie

destas células no tempo 12 horas em relagéo as duas horas (p=0,026) - (Figura 7B).
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FIGURA 6: Andlise das cinéticas da expressao das moléculas CD28=("), cD25=(l) e CTLA-4=(/")

na superficie de linfécitos T CD4", na presenca de RPMI ou EPI, de pacientes com a forma clinica

IND, nos diferentes tempos (0, duas, seis, 12 e 24 horas).

(A) linfécitos T CD4" cultivados na presenca de RPMI, (B) linfécitos T CD4" apds estimulagéo in vitro

com antigenos EPI.

TO significa, tempo de avaliagdo das moléculas acessoérias nas CMSP, antes de cultura.

Observacao: | - os dados estdao em intensidade média de fluorescéncia (IMF); Il — a cor utilizadas nas

letras é relativa a cor das moléculas acessorias.

a- Diferenga estatistica da IMF da molécula CTLA-4 nos tempos seis, 12 e 24 horas em relagdo ao
tempo zero.

b- Diferenga estatistica da IMF da molécula CD25 no tempo 24 horas em relagao as duas horas.

c- Diferenca estatistica da IMF da molécula CTLA-4 no tempo 24 horas em relagédo as seis horas.
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FIGURA 7: Andlise das cinéticas da expressao das moléculas CD28= (<), CD25= (M) e CTLA-4=(/)
na superficie de linfocitos T CD8* obtidas de CMSP, na presenga de RPMI ou EPI, de pacientes com
a forma clinica IND nos diferentes tempos (0, duas, seis, 12 e 24 horas).

(A) linfocitos T CD4" cultivados na presenga de RPMI, (B) linfécitos T CD8" apds estimulagéo in vitro
com antigenos EPI.

TO significa, tempo de avaliagdo das moléculas acessoérias nas CMSP, antes de cultura.

Observacao: | - os dados estdao em intensidade média de fluorescéncia (IMF); Il — a cor utilizadas nas
letras é relativa a cor das moléculas acessorias.

b- Diferenga estatistica da IMF da molécula CTLA-4 nos tempos 12 e 24 em relagao as duas horas.

c- Diferenca estatistica da IMF da molécula CD25, no tempo 24 horas em relagédo as seis horas.
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5.4 - Cinética da secrecao das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy por Células
Mononucleares do Sangue Periférico de pacientes do grupo Cardiaco

As cinéticas de secregao das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy nos sobrenadantes
das culturas de CMSP dos pacientes do grupo CARD, na presenca de RPMI ou de
EPI, estdo representadas na figura 8. Os dados estdao expressos em pg/mL.

Em presenca de RPMI, ndo se observou diferenga significativa na secregao
das citocinas IL-2 e IFNy por CMSP do grupo CARD em todos os tempos estudados.
No entanto observou-se aumento na secregcéo de IL-10 nos tempos 12/24 horas em
relacdo aos tempos de duas (p=0,0152 / p=0,0649) e seis horas (p=0,0260 /
p=0,0649) - (Figura 8A).

Em presenca de EPI, evidenciou-se aumento na secreg¢ao de IL-2 nos tempos
12 (p=0,0152) e 24 horas (0,0260) em relacdo as seis horas. Observou-se, também,
aumento na secrecao de IL-10 nos tempos 12/24 horas em relagdo aos tempos de
duas (p=0,0022) e seis horas (p=0,0043), com 0 mesmo grau de significancia. Quanto
a secrecao do IFNy observou-se aumento no tempo 24 horas em relacdo as duas
horas iniciais (p=0,0411) - (Figura 8B).
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FIGURA 8: Andlise das cinéticas de secrecdo das citocinas IL-2= (), IL-10= (®) e IFNy= (A), nos

sobrenadantes das culturas na presenga de RPMI ou EPI nos diferentes tempos de cultura (duas, seis,

12 e 24 horas), por CMSP obtidas de pacientes com a forma clinica CARD.

(A) Citocinas obtidas de culturas de CMSP na presenga de RPMI, (B) Citocinas obtidas de culturas de

CMSP apés estimulagao in vitro por antigenos EPI.

Observacgao: | - os dados estdo em pg/mL.; Il — a cor utilizadas nas letras é relativa a cor das citocinas.

a- Diferenca estatistica da secrecao da citocina IL-10 nos tempos 12 e 24 horas em relagao ao tempo
duas horas e da citocina IFNy no tempo 24 horas em relagao as duas horas

b- Diferenga estatistica da secrec¢ao das citocinas IL-2 e IL-10 nos tempos 12 e 24 horas em relagdo
as seis horas.
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5.4.1 - Cinética de expressao das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 em linfocitos
T CD4" e em linfécitos T CD8" de pacientes do grupo Cardiaco

As cinéticas de expressao das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 na superficie
dos linfécitos T CD4" e linfocitos T CD8" dos pacientes do grupo CARD, na presenca
de RPMI ou de EPI, estdo representadas na figuras 9 e 10 respectivamente. Os
dados estao expressos em IMF.

N&o se observou diferenga significativa na IMF de CD28 e CD25 na superficie
dos linfocitos T CD4" dos pacientes do grupo CARD, na presenca de RPMI em todos
os tempos estudados. No entanto, foi possivel observar aumento significativo na IMF
da molécula CTLA-4 no tempo 24 horas em relacdo ao tempo zero (p=0,0043) e ao
tempo de seis horas (p=0,0087) - (Figuras 9A).

Na presenga de EPI, ndo se evidenciou diferencga significativa na IMF de CD28
e CTLA-4 na superficie dos linfocitos T CD4"* dos pacientes do grupo CARD em todos
os tempos estudados. J& a molécula CD25 apresentou diminuigdo significativa no
tempo de seis horas em relacdo a cultura sem estimulo —tempo zero- e a cultura
estimulada por duas horas. No entanto, com 24 horas, foi observado um aumento
significativo da IMF dessa molécula em LT CD4" em relagdo aos tempos seis
(p=0,0022) e 12 horas (p=0,0043) - (Figura 9B).

N&o se observou diferenga significativa na IMF das moléculas CD28 e CTLA-4
na superficie dos linfécitos T CD8* dos pacientes do grupo CARD, na presenca de
RPMI ou EPlI em todos os tempos estudados (Figuras 10A e 10B).
Interessantemente, em presenca de EPI, a molécula CD25 apresentou diminuicao
significativa (p=0,0411) no tempo de duas horas em relagdo ao tempo zero; embora,
com 12 e 24 horas ela tenha se apresentado significativamente aumentada em
relacdo as duas horas de cultura (p=0,0152 e p= 0,0411, respectivamente) - (Figura
10B).
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FIGURA 9: Andlise das cinéticas da expressdo das moléculas CD28=(¢"), CD25=(lll) e CTLA-4=(/")

na superficie de linfocitos T CD4* obtidas de CMSP, na presenga de RPMI ou EPI, de pacientes com

a forma clinica CARD nos diferentes tempos de cultura (0, duas, seis, 12 e 24 horas).

(A) linfocitos T CD4" cultivados na presenga de RPMI, (B) linfécitos T CD4" apds estimulagéo in vitro

com antigenos EPI,

TO significa, tempo de avaliagdo das moléculas acessérias nas CMSP, antes de cultura.

Observacao: | - os dados estdao em intensidade média de fluorescéncia (IMF); Il — a cor utilizadas nas

letras é relativa a cor das moléculas acessorias.

a- Diferenca estatistica da expressao da IMF da molécula CD25 no tempo seis horas em relagéo ao
tempo zero e da molécula CTLA-4 no tempo 24 horas em relagado ao tempo zero.

b- Diferenga estatistica da expressao da IMF da molécula CD25, no tempo seis horas em relagao as
duas horas.

c- Diferencga estatistica da expressao da IMF das moléculas CD25 e CTLA-4 no tempo 24 horas em as
seis horas.

d- Diferenca estatistica da expressao da IMF da molécula CD25, no tempo 24 horas em relagdo as 12
horas.
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FIGURA10: Andlise das cinéticas da expressao das moléculas CD28=(®),cD25=(l) e CTLA-4=(/")

na superficie de linfocitos T CD8* obtidas de CMSP, na presenga de RPMI ou EPI, de pacientes com

a forma clinica CARD nos diferentes tempos de cultura (0, duas, seis, 12 e 24 horas).

(A) linfocitos T CD4" cultivados na presenga de RPMI, (B) linfocitos T CD8" apds estimulagéo in vitro

com antigenos EPI,

TO significa, tempo de avaliagdo das moléculas acessoérias nas CMSP, antes de cultura.

Observacao: | - os dados estdao em intensidade média de fluorescéncia (IMF); Il — a cor utilizadas nas

letras é relativa a cor das moléculas acessorias.

a- Diferenca estatistica da expressao da IMF da molécula CD25 no tempo duas horas em relagdo ao
tempo zero.

b- Diferencga estatistica da expressao da IMF da molécula CD25, nos tempo 12 e 24 horas em relagao
as duas horas.
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PARTE B

5.5. — Moléculas produzidas na auséncia de estimulo ou na presenca de
antigenos do Trypanosoma cruzi

As figuras 11, 12, 13 e 14 mostram os niveis de secrecdo dos mediadores
PGE,, IL-2, IL-10 e IFNY, respectivamente, na presenga de RPMI e EPI obtidos do
sobrenadante de cada individuo dos grupos estudados (NI, IND e CARD) nos tempos

duas, seis, 12 e 24 horas.
5.5.1 — Producao de Prostaglandina-E; na presenca e auséncia de estimulo
antigénico

Os niveis de PGE, mostraram-se significativamente elevados, em fungédo do

impacto antigénico, apenas as seis horas (p=0,0313) nos sobrenadantes do grupo
IND (Figura 11-B2).
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FIGURA 11: Andlise da secregdo de PGE, nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na presenga de
RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Observacao: os dados estdo em pg/mL. Anadlise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.
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5.5.2 - Producao de Citocinas IL-2, IL-10 e IFNy na presenca e auséncia de

estimulo antigénico

Observou-se que, nos sobrenadantes do grupo NI, a presengca do antigeno
provocou um aumento nos niveis de IL-10 as seis, 12 e 24 horas (p=0,0625) -
(Figuras 13 A2, A3 e A4), enquanto os niveis de IL-2 e IFNy foram observados
maiores apenas em 24 horas em relagdo a cultura n&o estimulada (Figuras 12- A4 e
14- A4, respectivamente). Este perfil foi semelhante ao observado nos sobrenadantes
do grupo CARD, no qual a IL-10 em seis, 12 e 24 horas mostrou-se significativamente
elevada (p=0,0313) - (Figuras 13 C2, C3 e C4), a IL-2 em 12 horas (p=0,0313) -
(Figura 12-C3). e o IFNy em 24 horas (p=0,0625) - (Figura 14-C4). Nos
sobrenadantes do grupo IND com duas horas o impacto antigénico promoveu maior
secrecao de IFNy (p=0,0625) - (Figura 14-B1), que se mantém elevado em seis
(p=0,0625) e 12 horas (p=0,0313) - (Figuras 14- B2 e B3, respectivamente). Em
contrapartida, os niveis de IL-10 e IL-2 foram maiores em seis, 12 e 24 horas
(p=0,0313) - (Figuras 13- B2, B3 e B4 e figuras 12- B2, B3 e B4, respectivamente).
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FIGURA 12: Analise da secregao de IL-2 nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na presenca de
RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Observagao: os dados estao em pg/mL representados em escala logaritmica.

Analise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 13: Andlise da secrecao de IL-10 nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na presenga de
RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Observacao: os dados estdo em pg/mL representados em escala logaritmica.

Analise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 14: Andlise da secreg¢do de IFNy nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na presenga de
RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Observacao: os dados estdo em pg/mL representados em escala logaritmica.

Andlise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.
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5.6 — Intensidade Média de Fluorescéncia da expressao dos fenotipos CD28,
CD25 e CTLA-4 em Linfécitos TCD4" e Linfécitos TCD8"*

As figuras 15, 16 e 17 mostram a IMF de expressdo das moléculas CD28,
CD25 e CTLA-4 na superficie de LTCD4*, enquanto que as figuras 18, 19 e 20
mostram a IMF destas moléculas em LTCD8", na presenca de RPMI e EPI, obtidos
durante as culturas de CMSP de cada individuo dos grupos estudados (NI, IND e
CARD) nos tempos duas, seis, 12 e 24 horas.

Nos LTCD4" do grupo NI, a presenca de EPI promoveu aumento na IMF da
molécula CD28 com 24 horas de cultivo (p=0,0625) - (Figura 15-A4).

Nas células do grupo IND, o impacto antigénico promoveu diminuicdo na IMF
da molécula CD28 nos LTCD4" (p=0,0625) - (Figura 15-B4) - e da molécula CTLA-4
nos LTCD8" (p=0,0313) - (Figura 17-B4). Nao se observou qualquer alteragédo
significativa na IMF das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 nos LTCD4" e LTCD8" dos
pacientes do grupo CARD.
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FIGURA 15: Andlise da IMF da molécula CD28 em LTCD4" na presenga de RPMI ou EPI, nos
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Obs.: os dados estao em intensidade média de fluorescéncia (IMF).

Andlise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.

51



RESULTADOS

A. NI
360 360
e — ——
240 240
120 120
0+ T o
1 RPMI 2h EPI 2 RPMI 6h EPI
360 360
— —_—
I 1 p—
240 240
120 120
0 o
3 RPMI 12h EPI 4 RPMI 24h EPI
B. IND
500 500
400 400
300 i —— 300 _
200 200
100 100
o 0
1 RPMI 2h EPI 2 RPMI 6h EPI
500 500
400 400
—_ —
300 ——— 300
_ &
200 200
100 100
0 o
3 RPMI 12h EPI 4 RPMI 24h EPI
C. CARD
600 600
500 500
400 400 \
300 300
P
200 200
100 100
0 4
1 RPMI 2h EPI 2 RPMI 6h EPI
600 600
500 500
400 400 .
300 300 _—
200 200
100 100
0 o
3 RPMI 12h EPI 4 RPMI 24h EPI

FIGURA 16: Andlise da IMF da molécula CD25 em LTCD4" na presenga de RPMI ou EPI, nos
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Obs.: os dados estdo em intensidade média de fluorescéncia (IMF).

Analise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 17: Andlise da IMF da molécula CTLA-4 em LTCD4" na presenga de RPMI ou EPI, nos
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Obs.: os dados estdo em intensidade média de fluorescéncia (IMF).

Analise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 18: Andlise da IMF da molécula CD28 em LTCD8" na presenga de RPMI ou EPI, nos
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Obs.: os dados estdo em intensidade média de fluorescéncia (IMF).

Analise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.
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FIGURA 19: Andlise da IMF da molécula CD25 em LTCD8" na presenga de RPMI ou EPI, nos
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Obs.: os dados estdo em intensidade média de fluorescéncia (IMF).

Andlise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.

55



A. NI
500 500
— .
400 —_— 400
—
x .
L —
300 300 —_— "
200 200
1 RPMI 2hn EPI 2 RPMI 6h EPI
500 500
I
— .
400 00 . o,
—_— e
300 300
- 000 .
200 200
3 RPMI 12h EPI 4 RPMI 24h EPI
B. IND
600 600
500 500
— [— —
400 —_— 400
-
300 _ 300
200 200
100 100
) 0
1 RPMI 2hn EPI 2 RPMI 6h EPI
600 600
500 500
400 — 400
300 300
200 200
100 100
0 0
3 RPMI 12h EPI 4 RPMI 24h EPI
C. CARD
600 600
500 500
400 400
— —_—
¥ 5
300 300 —_—
200 200
1 RPMI 2n EPI 2 RPMI 6h EPI
600 600
500 500
=
—
400 TN —— 400 _ .
= -
300 . 300 S ——
-
200 200
3 RPMI 12h EPI 4 RPMI 24h EPI

FIGURA 20: Andlise da IMF da molécula CTLA-4 em LTCD8" na presenca de RPMI ou EPI, nos

diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada individuo/paciente.

(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.

Obs.: os dados estao em intensidade média de fluorescéncia (IMF).

Andlise estatistica feita pelo teste de Wilcoxon.
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PARTE C.

5.7 - Andlise dos dados entre os grupos Nao Infectado, Indeterminado e
Cardiaco.

Os resultados das cinéticas, apresentados por cada grupo, da IMF das
moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 e da producao de PGE,, IL-2, IL-10 e IFNy sao
analisados a seguir, relacionando-os entre os grupos NI, IND e CARD. Sendo assim
foram feitos os seguintes pares: NI x IND; NI x CARD e IND x CARD. Tais
agrupamentos tiveram como objetivo a analise do grupo de individuos NI em relacao
a cada grupo de pacientes com forma clinica diferenciada (IND ou CARD) e, também,
a andlise entre os grupos de pacientes.

5.7.1 - Intensidade Média de Fluorescéncia das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4
em Linfécitos T CD4" ou Linfécitos T CD8*

Avaliou-se a intensidade média de fluorescéncia das moléculas CD28, CD25 e
CTLA-4 na superficie de LT CD4" ou de LT CD8", dos individuos/pacientes dos
grupos NI, IND e CARD, no tempo zero (antes de serem cultivadas), e nos tempos de
duas, seis, 12 e 24 horas apos as células serem cultivadas em presenca de RPMI ou
de estimulo de EPI. Os resultados comparativos entre os grupos sdo mostrados nas
tabelas 4, 5 e 6.

A IMF das moléculas CD28 nos LT CD4" do grupo CARD foi estatisticamente
menor em relagdo ao grupo IND, desde o tempo zero até 24 horas de cultura em
RPMI. Esses resultados parecem indicar que as moléculas CD28 sado naturalmente
expressas em menor quantidade no grupo CARD, quando comparado ao IND, e
mesmo ao grupo NI nos tempos zero e duas horas (tabela 4).

Com relagao a IMF da molécula CTLA-4 em LT CD4", observou-se que, no
tempo de 24 horas de cultura sem estimulo antigénico, ocorreu aumento significativo
nos pacientes dos grupos IND e CARD, comparativamente ao grupo NI. Em células
CD8", a IMF da molécula CTLA-4 ocorre tardiamente no tempo 24 horas, enquanto
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que ja se mostra significantemente maior em LT CD4" as seis horas. O estimulo
antigénico foi capaz de aumentar a IMF em células CD8" do grupo CARD as duas e
seis horas de cultura (tabela 5).

As moléculas CD25 apresentaram-se estatisticamente aumentadas em células
CD4", somente no tempo de duas horas de cultura, estimulada com EPI, nos
pacientes dos grupos IND e CARD, quando comparadas com o grupo NI (tabela 6).
Nao houve qualquer alteragdo da molécula CD25 em LT CD8".
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NI X CARD | (p=0,0095)
IND X CARD | (p=0,0022)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)

Tempo (h) A. Molécula CD28 em LT CD4"* B. Molécula CD28 em LT CD8"*
RPMI EPI RPMI EPI
0 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

‘oy[awLIaA Wwa soAnealiubis sopeq -oanleaiubis oeu = 's'u

2 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)
NI X CARD | (p=0,0043) NIXCARD (n.s.)  NIX CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD | (p=0,0022) IND X CARD (n.s.) INDXCARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)
6 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)
NI X CARD 1 (p=0,0095) NIXCARD (n.s.)  NIX CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD | (p=0,0043) IND X CARD (n.s.) INDXCARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)
12 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)
NI X CARD 1 (p=0,0303) NIXCARD (n.s.)  NIX CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD | (p=0,087) IND X CARD (n.s.) INDXCARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)
24 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD | (p=0,022)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)
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:3 Tempo (h) A. Molécula CTLA-4 em LT CD4* B. Molécula CTLA-4 em LT CD8*

]

§' RPMI EPI RPMI EPI

é.

= 0 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

%’- NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)

Q IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)

Q.

o

é. 2 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

% NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)

% IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD 1 (p=0,0411)

o

(7]

% 6 NI X IND 1 (p=0,0381) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

§ NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD 1 (p=0,0095)

(1]

3 IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)
12 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)

24 NI X IND 1 (p=0,0173) NI X IND (n.s.) NI X IND 1 (p=0,0519) NI X IND (n.s.)

NI X CARD 1 (p=0,0303)

IND X CARD (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)
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; Tempo (h) A. Molécula CD25 em LT CD4* B. Molécula CD25 em LT CD8*

1l

§' RPMI EPI RPMI EPI

«Q

% 0 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

s NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)

;Z’ IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)

[]

(7

é' 2 NI X IND (n.s.) NI X IND 1 (p=0,0519) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

§* NI X CARD (n.s.) NI X CARD? (p=0,0043) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)

g IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)

E

c_<g 6 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

‘3% NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)

o

) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)
12 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)

24 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)

NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.)
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5.7.2 — Producao de Prostaglandina-E, e secrecao das citocinas IL-2, IL-10 e
IFNy.

A producao de PGE; e secrecéao das citocinas IL-2, IL-10 e IFNy por CMSP dos
individuos/pacientes dos grupos NI, IND e CARD foram avaliadas nos sobrenadantes
das células cultivadas em presenca de RPMI ou do estimulo de EPI nos tempos duas,
6, 12 e 24 horas. Os resultados comparativos entre 0s grupos sao mostrados nas
tabelas 7 e 8.

A producgéo de PGE; entre os grupos, apesar de nado ter sido estatisticamente
significativa, mostrou-se elevada nos sobrenadantes de CMSP nédo estimulada dos
grupos de individuos/pacientes com 24 horas. E durante as 24 horas de cultura, os
individuos do grupo NI apresentaram cinéticas semelhantes a dos pacientes do grupo
IND e CARD. Entretanto, quando as culturas foram estimuladas por homogenato do
T. cruzi (EPI), as CMSP do grupo NI produziram niveis elevados de PGE, com 24
horas, sugerindo um possivel mecanismo de controle homeostatico nestes individuos,
0s quais ndo possuem células de memdrias para antigenos do T. cruzi (Figura 1B).

Quanto a secrecao de IL-2, verificou-se secre¢ao crescente no sobrenadante
de CMSP estimuladas por EPI dos pacientes do grupo IND, atingindo niveis
significativamente maiores em relacdo aos individuos NI em 24 horas, os quais
mostraram niveis maiores da citocina em relacdo ao o grupo CARD com seis horas
de cultura (Tabela 7B).

A secrecao da IL-10 por CMSP dos individuos/pacientes foi crescente ao longo
da cultura em presenca de EPI. Contudo, os sobrenadantes dos pacientes do grupo
IND apresentaram os menores niveis em relagdo aos grupos NI e CARD nas duas
horas iniciais de cultura, embora, com 24 horas o grupo IND apresentasse os maiores
niveis da citocina, apesar de nao significativos (Tabela 8A).

Os pacientes IND e CARD apresentaram niveis crescentes de secrecao de
IFNy durante a cultura nao estimulada. Com 24 horas, o grupo IND apresentou niveis
significativamente maiores em relacao os individuos NI. Em presenca de EPI, os
pacientes do grupo CARD apresentam niveis elevados do IFNy com 24 horas, apesar

de néo significativos (Tabela 8B).
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Tempo A. Producao de PGE; B. Secrecao de IL-2

3

!.’: RPMI EPI RPMI EPI

3

[ 1]

o

2 2 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

%: NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)

%’- IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)

o

§- 6 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

é. NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD | (p=0,0303)

%: IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)

Q

§ 12 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)

(1]

2 NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)

§ IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)

o

=2

° 24 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND 1 (p=0,0519)
NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)
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Tempo (h) A. Secrecao de IL-10 B. Secrecao de IFNy
RPMI EPI RPMI EPI
2 NI X IND (n.s.) NI X IND | (p=0,0519) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)
NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.) IND X CARD 1 (p=0,0260) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)
6 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)
NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)  IND X CARD (n.s.)
12 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.)
NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)  IND X CARD (n.s.)
24 NI X IND (n.s.) NI X IND (n.s.) NI X IND 1 (p=0,0519) NI X IND (n.s.)
NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.) NI X CARD (n.s.)
IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.) IND X CARD (n.s.)  IND X CARD (n.s.)
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6 - Discussao

A doenca de Chagas € uma enfermidade, na qual os pacientes tendem a
desenvolver lesfes teciduais que podem desencadear alteragbes funcionais no
coracdo e no tubo digestivo, em decorréncia de multiplicagdo parasitaria e da
resposta imune secundaria ao parasito. O comprometimento cardiaco constitui
grande preocupagao médica, pois pode ser responsavel pelo surgimento de arritmias
complexas, insuficiéncia ventricular, tromboembolismo e morte subita em grande
parte dos doentes. Em face destas alteragbes funcionais, a doenca tem carater
debilitante, constituindo sério agravante da condigdo socioecondémica, muitas vezes
precéria, do paciente com doenca de Chagas.

Os processos inflamatérios observados nos pacientes com a doenca de
Chagas decorrem do reconhecimento de antigenos do parasito por células do sistema
imune, envolvidas na liberacdo de mediadores pro- e antiinflamatérios, como as
prostaglandinas e citocinas (MORATO et al., 1986; HIGUCHI et al., 1993; REIS et al.,
1993; CORREA-OLIVEIRA et al, 1999; HIGUCHI, 1999; GOMES et al., 2003;
MENEZES et al., 2004).

O foco do presente trabalho foi avaliar a produgédo de tais mediadores pelas
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) dos pacientes com as formas
clinicas IND e CARD da doenga. No entanto, o principal objetivo tragcado no foco
descrito acima foi analisar o impacto, sofrido pelas CMSP de individuos NI, causado
tanto pela retirada das células de seu meio natural (in vivo) para o meio artificial (in
vitro), como também para estudo de alteragdes intrinsecas dessas células, cuja
populagéo linfocitaria carece de células de memoéria para o antigeno estudado.
Pretendeu-se, com essa abordagem, tracar um paralelo de quais marcadores
humorais ou celulares ja poderiam ser alterados, por estimulos inespecificos para as
células destes individuos; quando comparados com aqueles dos pacientes com
doenca de Chagas, ja portadores de células que reconhecem especificamente o
antigeno EPI, proveniente do T. cruzi que, por sua vez, seriam as moléculas
responsaveis pela inducao da producao dos mediadores humorais, capazes de alterar
0 estado de ativagdo dos linfécitos TCD4* e TCD8", que expressariam
diferencialmente os marcadores fenotipicos, no intervalo de tempo estudado.

Os resultados do grupo NI mostraram que o0s niveis basais de IL-2 sao

semelhantes nas culturas ndo estimuladas e estimuladas com EPI.
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Ja os niveis de IL-10 aumentaram a partir de 12 horas e mantiveram-se
elevados (p=0,0625) na cultura estimulada. Considerando-se, entdo, a auséncia de
linfécitos de memoaria, nos individuos do grupo NI, poder-se-ia admitir que moléculas
presentes no homogenato total de EPI foram capazes de ativar células da imunidade
inata (ll). Também, ja foi mostrado pelo nosso grupo que uma outra populacédo de
células da Il de individuos NI, os eosindfilos, sdo produtores de IL-10, quando sao
estimulados brevemente com antigenos EPl (CARDOSO et al., 2006). Corroborando
com estes resultados, ja foi amplamente descrito na literatura que
mondcitos/macréfagos, além de serem células produtoras de IL-10, secretam também
outras moléculas reguladoras do sistema imune (FIORENTINO et al., 1991; RAFIQ et
al., 2001; MOORE et al., 2001, CONTI et al., 2003). De fato, esta interpretacao é
reforcada pela deteccdo do aumento significativo de PGE;, considerada molécula
reguladora, no sobrenadante de cultura de 24 horas, estimulada por EPI, de
individuos NI. E possivel que esses mediadores sejam produzidos para o retorno e/ou
manutencdo da homeostasia, no caso alterada pelo impacto do estimulo dos
antigenos EPI, uma vez que, as 24 horas de cultura, os niveis de IL-10 mantiveram-
se semelhantes aos de 12 horas.

Quando se compararam os niveis de producéo de PGE, do grupo NI com os
apresentados pelos grupos de pacientes, IND e CARD, verificou-se ndo haver
diferenca significativa, sugerindo que a producdo de PGE, manteve-se em niveis
semelhantes em ambientes de CMSP, contendo ou né&o linfocitos de memoria.

Ja, a IL-10 produzida por células estimuladas por duas horas teve seus niveis
diferenciados entre dois grupos; o grupo CARD produziu niveis semelhantes aos do
grupo NI, e mais elevados do que o grupo IND. Pode-se, entao, supor que a perda da
capacidade de manter niveis de IL-10 mais elevados nas primeiras horas de estimulo
antigénico facilitaria a evolugdo do processo inflamatério nesses pacientes com
cardiopatia chagasica, ao contrario dos pacientes do grupo IND, que néao
desenvolveram (ainda) alteragées inflamatdrias crénicas. Este fato pode estar
relacionado com os fatores genéticos da produgdo de IL-10. COSTA (2005),
analisando a frequéncia de genes para sintese de IL-10 entre pacientes com a
doenca de Chagas, observou que os pacientes do grupo IND possuem maior
capacidade de producao de IL-10 do que os do grupo CARD. Este autor observou
haver maior freqiiéncia dos genoétipos GG e GA, relacionados com a sintese de IL-10,
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no grupo IND caracterizando-os com altos produtores de IL-10, enquanto no grupo
CARD ha maior frequiéncia do genétipo AA relacionado a baixa produgao da citocina.

Na verdade, os niveis de IL-10, observados na cultura estimulada a partir das
seis horas, mantiveram-se elevados no grupo IND, em comparagado a ndo estimulada,
fato ja observado nos sobrenadantes das culturas do grupo NI.

Todavia, o desenvolvimento do processo inflamatério ndo é somente uma
consequéncia do controle, mediado por IL-10 e/ou PGE,, mas é também afetado pelo
balanco com a producdo de mediadores pré-inflamatorios (REIS et al.,, 1993; DUTRA
et al., 1997; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000; ABEL, et al., 2001; GOMES et al., 2003;
HIGUCHI et al., 2003; YNDESTAD et al., 2003).

Neste sentido, a producao do IFNy mostrou seguir uma curva ascendente no
periodo de seis a 24 horas, no grupo NI, que, devido a grande variabilidade entre os
individuos, nao foi significativa. O perfil ascendente da curva mostrou-se mais
acentuado nos pacientes dos grupos IND e CARD. Na auséncia de estimulo
antigénico (RPMI), o nivel de IFNy do grupo IND, as 24 horas, ja se mostrava maior
do que aquele produzido pelas células do grupo NI. Em culturas estimuladas, os
niveis de IFNy foram maiores no grupo CARD, comparados aos niveis das nao
estimuladas. Observacao interessante € que as 12 horas, essa citocina ja se
mostrava estatisticamente mais elevada nas culturas estimuladas dos pacientes dos
grupos IND e CARD, enquanto que os individuos do grupo NI apresentaram maior
producdo de IFNy as 24 horas de cultura estimulada. A interpretacao destes dados
sugere que células de memdéria da |IA, presentes nos grupos IND e CARD, ja sao
capazes de atuar precocemente, facilitando a producdo de IFNy , quer seja pelas
células da Il, quer seja pela IA. BAHIA-OLIVEIRA et al., (1998) e GOMES et al.,
(2003) também observaram niveis aumentados de IFNy, produzidos por células dos
individuos/pacientes dos grupos NI, IND e CARD, e também que as células dos
pacientes do grupo CARD produzem maiores quantidades de IFNy. A alta producao
de IFNy em pacientes do grupo CARD grau V foi também verificada por TALVANI,
(2002) que verificou diferenga na producéo desta citocina em pacientes manifestando
cardiopatia branda ou grave.

A partir destes dados, torna-se possivel admitir que a produgédo, também
precoce, de moléculas reguladoras da homeostasia (detectadas no grupo NI) constitui
importante mecanismo de fundo (background) para cada individuo, cuja
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evolucao/regulacao da enfermidade pode estar associada aos demais mecanismos
decorrentes de células de memoria (resposta imune secunddria). Neste
microambiente, em que as CMSP estdo em contato com moléculas antigénicas,
mediadores fisioldégicos e imunoldgicos, foi possivel também observar uma variagao
de marcadores fenotipicos em linfécitos T. Neste estudo, avaliou-se a IMF das
moléculas CD25, CD28 e CTLA-4. CD25 ¢ a cadeia a do receptor para IL-2, o que a
implica como um dos fatores responsaveis pela proliferagéo celular; por outro lado,
desde 1995, essa molécula tem sido também caracterizada como marcadora de
linfécitos TCD4" reguladores (LTreg:TCD4"CD25") de resposta imune (SAKAGUCHI
et al.,, 1995).

Como parte do IL-2R, a CD25 participa junto com a CD28 da geracao do
segundo sinal de ativacao de LT, que leva a producéo de IL-2. Portanto, trata-se de
uma molécula com funcdes de definicdo ainda controversa.

FURTADO et al., (2002) e SETOGUCHI et al., (2005) relataram importantes
funcbes para a IL-2, no tocante as células Treg, que estaria estimulando
fisiologicamente e potencializando as fungdes destas células, além de atuarem sobre
a manutencdo da homeostasia de LTreg, atualmente reconhecidas também pelo
marcador FoxP3+ (LT CD4*CD25"FoxP3*). Além disto, segundo RAFIQ et al., (2001),
a producdo de IL-10 € parcialmente dependente da IL-2 e dos sinais co-
estimuladores, reforgando as aparentes fungdes complexas da molécula CD25.

No grupo NI, a IMF de CD25 em LTCD4" mostrou-se inalterada na cultura ndo
estimulada, em relacdo ao tempo zero (células analisadas previamente ao cultivo),
enquanto houve uma queda da expressao as duas horas, em presenca de EPI, com
retorno aos niveis de IMF iniciais. E provavel que a associacdo da queda precoce da
expressao de CD25 e a elevagéao tanto de IL-10 como de PGE; possa significar uma
adaptacdo do meio in vivo para in vitro das células da IA, impedindo ativacdo a
estimulos ndo conhecidos. Na verdade, segundo VERCAMMEN & CEUPPENS,
(1987), a PGE, estimula a via cAMP-PKA, tendo efeito inibidor sobre as etapas
iniciais da ativacao das células T, resultando em diminui¢cdo da producéo de IL-2 e da
expressao do seu receptor CD25 e, como conseqliéncia, diminuicdo da proliferacao
das células T.

Concordantemente com esta interpretacdo, a andlise de CD28 mostrou

também queda de expressdo, nos tempos seis e 12 horas, com relagdo ao tempo
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duas horas. A tendéncia da expressdo de CD28 é manter-se estavel,
independentemente do estimulo antigénico.

De fato, com relagdo a presenca de células reguladoras, LTreg CD4*CD25"9",
estudadas no contexto ex vivo, foi mostrado pelo nosso grupo que as mesmas
compreendem 5% de todas as células T CD4", tanto em individuos NI como em
pacientes com doenga de Chagas (ARAUJO et al., 2007). Demonstrou-se também
que o fator de transcricAdo FoxP3 era expresso igualmente nos individuos NI e
pacientes dos grupos IND e CARD.

No presente trabalho, foi interessante observar a auséncia de alteragdo dos
marcadores fenotipicos CD25 e CD28 em LT CD8", o que reforca serem estas células
menos suscetiveis a estimulos por antigenos exégenos (WILLIAMS et al., 2002;
GOLDBERG et al., 2003).

Outra molécula de regulacdo imunolégica estudada foi a CTLA-4, que se
apresentou aumentada com seis horas em LT CD4", no grupo NI, embora devido a
variabilidade entre os individuos ndao houve significancia. Considerando a auséncia
do segundo sinal de ativacdo para LT CD4" em resposta secundaria, e,
consequientemente, a nao necessidade de regulacdo via CTLA-4, os dados
mostraram-se coerentes. Na analise da expressdo dessa molécula em LT CD4*, em
culturas ndo estimuladas, entre os grupos, observou-se aumento significativo nos
grupos IND e CARD, comparado ao grupo NI.

Ja a freqiiéncia de LTreg CD4"CD25" expressando CTLA-4 é maior em
pacientes do grupo CARD (ARAUJO et al., 2007). Neste trabalho, mostrou-se que
houve aumento da IMF de CTLA-4 em LT CD8" de pacientes do grupo CARD, em
culturas estimuladas por duas e seis horas. E possivel que LT CD8*CTLA-4" esteja
contrabalancando a ativacao, induzida pelo aumento exacerbado de IFNy, no grupo
CARD, apesar de o resultado final ser ineficaz quanto a regulagdo do processo
inflamatério cardiaco.

Por outro lado, segundo SOUZA et al., (2007) a exposi¢do de LT a mondcitos
infectados com T. cruzi por 18 horas, in vitro, promoveu maior expressao da molécula
CTLA-4 na superficie dos LTCD4" dos pacientes do grupo IND em relagao as células
do grupo NI. Além disso, a freqiiéncia de LTCD8'CTLA-4" foi maior no grupo IND,
quando comparado aos grupos NI e CARD. Esses autores observaram, também,
aumento da expressao intracitoplasmatica de CTLA-4 em LTCD4" do grupo CARD.
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Ja a freqUéncia de CTLA-4 intracitoplasmatico em LTCD8" foi maior no grupo IND,
quando comparado aos grupos NI e CARD, ambos em meio e apo6s estimulagao
antigénica.

E provavel que as controvérsias entre os dados de SOUZA et al., (2007) e este
trabalho sejam decorrentes do tipo de analise diferente. Enquanto presente trabalho
estudou-se a IMF das moléculas em células T CD4" ou CD8", estimuladas ou nao por
preparacoes antigénicas, SOUZA et al, (2007) trabalharam com macrofagos
infectados in vitro, simulando a fase aguda da infeccao chagasica, além de terem

avaliado a frequéncia das células duplo-positivas.

70



CONCLUSAQ

8 — Conclusao

Apos andlise dos dados e da literatura € possivel concluir que, o impacto do
antigeno de T. cruzi (EPl) sobre as CMSP induz a producdo de moléculas
reguladoras em individuos do grupo NI, possivelmente como parte da capacidade
reguladora do sistema imune a estimulos estranhos. Admitindo-se a possibilidade de
que a regulacao no grupo IND seja mediada por IL-10 e CTLA-4, a auséncia desta no
grupo CARD, poderia ser um dos fatores relacionados a uma possivel falha na
regulacdo do sistema imune destes pacientes. Isto posto, a conseqiiéncia da
habilidade de adaptacao aos estimulos antigénicos externos, no caso, T. cruzi, torna-

se um importante fator no controle da morbidade em doenga de Chagas.
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ANEXO

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-
: GRADUACAO CPqRR/FIOCRUZ
$g3?f D'f,;‘: s, Av. Prof. Alfredo Balena 190/sala 7003 Ministério da Satide- Fundaciio Oswaldo Cruz
E“J“ \r’é Belo Horizonte — MG - CEP 30.130-100 Centro de Pesquisas René Rachou
d s Fone: (031) 3248.9641 FAX: (31) Av. Augusto de Lima, 1715 — Bairro Barro Preto
S s 3248.9939 39100-002 Belo Horizonte - MG — BRASIL
ST Tel.: (31) 3295-3566 — FAX: (31) 3295-3115
UG
TERMO DE CONSENTIMENTO
Eu, RG n® _ recebi

informacdes sobre o projeto de pesquisa chamado: “Avaliagdo da cinética de aparecimento de
moléculas co-estimuladoras em células mononucleares do sangue periférico de pacientes chagéasicos
apoés estimulagao in vitro por antigenos do Trypanosoma cruz.”

Fui informado (a) que, para a execugcao deste projeto, sera utilizado, apenas, o sangue de
pacientes portadores da doenca de Chagas e que os experimentos serdo feitos, em laboratério, sem a
participagéo direta dos pacientes envolvidos nestes experimentos.

Fui informado (a) que a infecgéo pelo parasito Trypanossoma cruzi, causador da doenga, pode
se manifestar de diversas maneiras e gravidade, dependendo, entre outros fatores, do tipo e da
qualidade de minha resposta imunoldgica contra a infecgao.

As células mononucleares sao importantes na montagem da resposta imunolégica e no tipo de
substancias produzidas pelas células de defesa do organismo. Estas substancias tanto podem
proteger a pessoa infectada contra o parasito, quanto causar lesao a diversos érgaos.

Ciente de que as informagdes obtidas por este tipo de investigagdo podem auxiliar na
compreensao dos mecanismos do surgimento das lesdes e de evolugao da doenga e no manejo clinico
dos pacientes, concordo em ceder amostra de sangue (50mL) que sera colhido em tubos estéreis,
para a realizagao dessa pesquisa. Fui informado (a) sobre os possiveis riscos associados com a coleta
de sangue, como a formagao de um pequeno hematoma no local da pungao venosa, através do
sistema de coleta a “vacutainer”, e que este processo € pouco freqliente e ndo trara problemas clinicos
importantes.

A minha participagao é voluntaria e envolvera apenas a doagdo das amostras de sangue.
Nada mais, além disto.

O restante da avaliagao clinica e laboratorial a ser realizada faz parte da rotina de atendimento
do ambulatério. Tenho consciéncia que a minha participagdo como voluntario (a) ndo me trara
beneficio direto ou privilégio.

Também fui informado (a) de que nao devo esperar resultados imediatos ou pessoais e que
poderei, a qualquer momento, me retirar do projeto de pesquisa por qualquer motivo, sem que isso
prejudiqgue meu acompanhamento médico.

Em caso de divida, sei que poderei dirigi-me ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), localizado a Avenida Presidente Antonio Carlos
n%6627, unidade administrativa-1l, 2°andar, sala 2005 - Belo Horizonte- MG, CEP 31270-910, Telefone:
3499-4592 ou aos pesquisadores envolvidos referidos 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

Vladimir Martins Pinheiro. Telefone: 3349-7748
Belo Horizonte, de de 2006.

Assinatura do voluntario
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